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RESUMO

Peptideos obtidos de hidrolisados proteicos tém recebido especial atencdo da area
cientifica pela capacidade de modularem algumas atividades bioldgicas,
destacando-se os peptideos provenientes de hidrolisado do colageno. Estudos
relataram que os peptideos resultantes da quebra do colageno, oriundo de fontes
diversas, podem apresentar propriedades antioxidante, anti-hipertensiva,
antitrombdtica, anti-ulcerativa, cicatrizantes e efeitos osteoprotetores. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar e avaliar o potencial biolégico de colagenos
comerciais provenientes de diferentes matrizes bovino (HB), pescado (HP) e suino
(HS), em relacao as atividades antioxidante e hipoglicemiante. Todas as amostras
apresentaram porcentagem superior a 90% para o teor de proteina, além disso
apresentaram em média 7% de umidade, <1% de cinzas e elevado teor dos
aminoacidos Gly, Pro e Hyp, responsaveis pela estrutura especifica do colageno.
A presenca do aminoé&cido livre tirosina (Tyr) foi superior no PH, podendo ser
responsavel pelo potencial antioxidante. Com relacéo ao grau de hidrélise (GH) foi
observado que a amostra BH apresentou maior GH (8,7%), o que corrobora com a
maior porcentagem de peptideos menores do que 2 kDa (74,1%). Todos os
colagenos analisados apresentaram inibicdo das enzimas gastrointestinais (a-
amilase e o-glicosidase) pelo estudo in vitro, assim pode-se concluir que
apresentam potencial para prevenir a doenca diabetes Mellitus, sendo resultado
inédito na literatura. Das técnicas utilizadas para as atividades antioxidantes, ORAC
e sequestro do radical ABTS foi mais expressivo o PH que apresentou 67,08 e
65,69 (umol Trolox Eq./g), respectivamente. A andlise de protecdo ao DNA pela
primeira vez foi analisada para os peptideos de colageno hidrolisado, sendo que
FH apresentou acao antioxidante protetora ao DNA- supercoiled tanto na presenca
(39,51%) como na auséncia do AAPH (reagente oxidante dicloreto de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano), sendo a protegéo de 96,36%. Os resultados confirmaram que a
fonte do colageno nativo pode influenciar nas funcionalidade bioativa dos peptideos
de colagenos hidrolisados, provavelmente devido a sua composi¢cdo e sequéncia
aminoacidica.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Atividade hipoglicemiante; Protecdo ao

DNA; Peptideos bioativos
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ABSTRACT

Peptides searched for protein hydrolysates receive special attention from the
scientific area due to their ability to modulate some biological activities, especially
those derived from collagen hydrolysates. Studies have reported that peptides
respond by breaking down collagen, coming from different sources, and may have
antioxidant, anti-hypertensive, anti-thrombotic, anti-ulcerative, healing and
osteoprotective effects. The objective of this work was to characterize and evaluate
the biological potential of commercial collagens from different bovine (BH), fish (FH)
and swine (PH) matrices, in relation to their antioxidant and hypoglycemic activities.
All dissipation rates greater than 90% for protein content, furthermore dissipated on
average 7% moisture, <1% moisture and high content of the amino acids Gly, Pro
and Hyp, responsible for the specific structure of collagen. The presence of the free
amino acid tyrosine (Tyr) was higher in PH and may be responsible for the
antioxidant potential. Regarding the degree of hydrolysis (GH), it was observed that
the BH sample had higher GH (8.7%), which corroborates the higher percentage of
peptides smaller than 2 kDa (74.1%). All collagens dissipate inhibition of
gastrointestinal enzymes (a-amylase and a-glucosidase) by in vitro study, thus it
can be conquered that they have potential to prevent diabetes mellitus disease,
being an unprecedented result in the literature. Of the techniques used for
antioxidant activities, ORAC and ABTS radical scavenging, the pH was more
expressive, which presented 67.08 and 65.69 (umol Trolox Eq./g), respectively. The
DNA protection analysis for the first time was analyzed for hydrolyzed collagen
peptides, and FH showed a protective antioxidant action to supercoiled DNA both
in the presence (39.51%) and in the presence of AAPH (oxidizing reagent dichloride
of 2, 2'-azobis (2-amidinopropane), sending 96.36% protection. The results
confirmed that the native collagen source can influence the bioactive functionality of
hydrolyzed collagen peptides, probably due to its composition and amino acid

sequence.

Key words: Antioxidant activity; Hypoglycemic activity; DNA protection; Bioactive
Peptides

viii



SUMARIO

1 11V Vil
AB ST R A CT e e viii
SUMARIO ...ttt iX
INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt et ettt e st e et e st e e eesstesreestesaeas 15
OBUJIETIVOS .. e e e e e e e e n e e e e e e eee 17
ODbJetiVO PrINCIPAL..... oo e e e e e e e e e e e aaaaes 17
ODbjetiVoS €SPECITICOS .....coeveiiiiieie e e e e e e eaanes 17
CAPITULO Lttt 18
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 18

1. Proteina de COIAgENO. .......coi i 18

2. Estrutura e Sintese de Colageno no Organismo Humano...................... 19

3. Composicdo Aminoacidica do COIAgeNO............ccoovvveeeciiiiiiiiiiieieee e 23

4. Colageno Hidrolisado € Suas FONLES..........uuvviiiiiiiiiiieieeeee e 24

5. Peptideos BiOAtIVOS. ......ccoiiiiiiiiieiee et eeaeee e 27

5.1. Peptideos Bioativos de Origem Animal..........ccccooccvvieiieniiniiiieeeennee 29

6. Estresse Oxidativo @ AntioXidantes.............coeeviiiiiiiriieinii e 31

7. Diabetes Mellitus e Enzimas Gastrointestinais. ...........ccccoccuvvvveeerniinnnn. 39

8. Mecanismo de Inibigdo das enzimas a- amilase e a- glicosidase......... 42
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 44
CAPITULO 2.ttt 59
Artigo para SUDMISSA0 ........coooiiiii i 60



INTRODUCAO

O mundo passou a envelhecer mais nos Ultimos anos, uma vez que paises
desenvolvidos e em desenvolvimento passaram a ter reducdo da taxa de
mortalidade e fecundidade, acompanhado do aumento da expectativa de vida da
populacao. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, idoso é todo individuo com
60 anos ou mais, até 2050 a populacdo mundial idosa deveré totalizar 2 bilhdes
(OMS, 2018). Com o aumento da longevidade, as doencgas cronicas associadas ao
envelhecimento também aumentaram, bem como os custos hospitalares com esta
populacdo (OMS, 2005). A medida que o organismo envelhece, muitos processos
no mesmo alteram-se, como na reducao da absorcéo de nutrientes e o metabolismo
torna-se mais lento (SGARBIERI et al.,, 2020). Uma das consequéncias do
envelhecimento é a degradacdo ou reducdo do colageno pelo organismo. O
colageno é a principal proteina do tecido conjuntivo com funcéo na integridade
estrutural e adesdo a matriz extracelular. Nas Ultimas décadas, o coldgeno
hidrolisado ganhou espaco no mercado devido a suas inUmeras aplicacdes,
principalmente na area estética e cosmética devido as suas atividades reparadoras
dos tecidos cutaneos. Além disso, € um subproduto de matadouros e frigorificos
encontrado em 0ssos, pele, couro ou tecidos de animais, fato esse que auxilia na
sustentabilidade com o aproveitamento desses residuos. Estudos apontam que a
ingestdo de peptideos de colageno hidrolisado pode favorecer a regeneracao e
recuperacdo de lesGes, aumento da densidade 6ssea combatendo doencas
relacionadas ao envelhecimento como tendinite, bursite, osteoporose, osteoartrite
e distensdo muscular (PORFIRIO e FANARO, 2016; BELLO e OESSER, 2006;
MOSKOWITZ, 2000).

No que diz respeito a complicagdes provenientes do envelhecimento, tais
como estresse oxidativo, dano ao DNA e condic¢ao hiperglicémica, observado em
doencas cronicas tais como a Diabetes mellitus tipo Il (DM 2), as propriedades
bioativas dos peptideos de colageno ainda sado pouco exploradas. Tem sido
apontado que um dos mecanismos que podem auxiliar no tratamento de DM 2 é a
prevencdo do estresse oxidativo, através do combate as espécies reativas ao
oxigénio (EROS), onde podem entrar em acdo os peptideos antioxidantes, bem

como sua capacidade de inibir importantes enzimas do metabolismo da glicose. A
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atividade de alguns peptideos em inibir a a-amilase e a-glicosidase, por um
mecanismo alostérico, pode reduzir a taxa de absor¢cdo de monossacarideos
impedindo o aumento da glicemia pos-prandial (PERFETTI et al., 1998).
Peptideos sdo definidos como fragmentos que se encontram inativos ou
criptografados na proteina nativa, os quais ao serem liberados através da agéo
hidrolitica da proteina, podem exercer diferentes bioatividade benéficas a saude
humana, agindo como antioxidantes e antidiabéticos (SGARBIERI et al., 2020;
CHAKRABARTI et al., 2018). Diferentes fontes de alimentos e colageno podem
gerar peptideos com bioatividade diversificada. Contudo, ao nosso conhecimento
para os peptideos de colageno estas bioatividades ndo estdo totalmente
evidenciadas. Este trabalho incluiu a caracterizacdo e determinacédo do potencial
antioxidante e hipoglicemiante de amostras comerciais de hidrolisados do colageno

de diferentes fontes animais, tais como de bovino, pescado e suino.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

O principal objetivo do trabalho foi a caracterizacdo de amostras comerciais
de peptideos de colageno hidrolisados de diferentes fontes (bovino, pescado e

suino) e avaliar seu potencial biofuncional como antioxidante e hipoglicemiante.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos do trabalho foram:

» Caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima (composi¢ao
centesimal: proteinas, umidade e cinzas e grau de hidrdlise);

» Composicéao do perfil aminoacidico total e livres;

* Determinacéo do perfil de hidrofilicidade;

+ Determinacgédo da atividade antioxidante: ABTS, ORAC e capacidade

de inibicdo de quebra do DNA supercoiled plasmidial,
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+ Determinagéo da atividade hipoglicemiante pela atividade de inibicéo

de e alfa-amilase e alfa-glicosidase.

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Proteina de Colageno

Segundo dicionarios atuais, a palavra coldgeno é definida como sendo uma
proteina fibrilar de funcéo estrutural, presente na matriz extracelular do tecido
conjuntivo de animais. O colageno é a proteina mais abundante em mamiferos,
constituindo quarta parte do seu peso total (DAMODARAN et al., 2010).

Sua principal funcdo € contribuir com a integridade estrutural da matriz
extracelular ou ajudar a fixar células na matriz, além de ser quimicamente inerte
(WOLF, 2007; MORETTI, 2009). Devido ao colageno possuir grupos hidrofébicos
na parte exterior, representa uma excecao a regra de que os grupos hidrofébicos
precisam estar escondidos no interior da molécula proteica (SILVA e PENNA,
2012). Sendo que o nuacleo hidrofébico, portanto, contribui menos para a
estabilidade estrutural da molécula, enquanto as ligacdes covalentes assumem um

papel especialmente importante (LEHNINGER, 1995).

O colageno representa cerca de 30% de toda a proteina do organismo dos
vertebrados, inclusive dos humanos (HORN et al., 2009). Constitui 0 componente
mais importante do tecido conjuntivo, representando 90% da matriz organica do
0ss0, 25% de colageno de toda a massa 0ssea; 85% nos tenddes, cerca de 75%
na pele; 70% nos ligamentos; 70% nas articulagbes; 6% nos tecidos musculares
(SIEBRECHT, 2018).

Além do colageno estar presente nos tecidos do organismo humano e
proporcionar a estabilidade e integridade estrutural de tecidos e 0rgaos, o colageno
€ considerado nas industrias de alimentos e bebidas como um alimento moderno

gue melhora a elasticidade, consisténcia e estabilidade dos produtos na aplicacao
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como suplementos alimentares proteicos, transportadores, aditivos alimentares,

filmes comestiveis e revestimentos (HASHIM et al., 2015).

Segundo Gomez-Guillén et al. (2011), as propriedades tecnoldgicas do
coldgeno nos alimentos estdo na capacidade de gelificacdo, ligacdo com a agua,
texturizacdo, emulséo, formacado de espuma, estabilizacdo, adesédo e coeséo,
funcdo coloide protetora e formacao de filme. Além disso, o colageno € um bom
agente tensoativo e demonstra sua capacidade para penetrar em uma interface
livre de lipidios (LEE et al., 2001).

Ademais, possui atividade hemostatica, biodegradabilidade, baixa
alergenicidade, alta antigenicidade e biocompatibilidade, e por isso o coldgeno tem
sido aplicado também em industria farmacéutica (SANTOS et al., 2013).

Uma carateristica especifica do colageno esta na presenca de aminoacidos
glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina, em suas cadeias
peptidicas que estdo organizadas de forma paralela a um eixo que proporcionam
resisténcia e elasticidade a estrutura presente (DAMODARAN et al., 2010;
CAMPBELL, 2000; LINDEN e LORIENT, 2000).

2. Estrutura e Sintese de Colageno no Organismo Humano

s

O colageno é um filamento de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de
diametro, formado durante a regeneracdo e no desenvolvimento do tecido
embrionario. A sintese de colageno se inicia no reticulo endoplasmatico granular
(REG) seguido da sintese da cadeia a que possuem sequéncias de aminoacidos e
nas extremidades encontram-se o grupo amino e carboxila. Cada cadeia a é
codificada por um acido ribonucléico mensageiro distinto (RNAmM) e modificada no
REG. Alguns residuos dos aminodacidos prolina e lisina ja sao hidroxilados num
processo denominado de modificacédo pos-traducional que requer o acido ascorbico
(Vitamina C) como um cofator para formar os aminoacidos hidroxiprolina e
hidroxilisina, respectivamente (GARTNER e HIATT, 2007).

Subsequentemente, trés moléculas da cadeia a se alinham umas as outras

e se entrelacam formando uma molécula de configuracdo helicoidal, conhecida
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como molécula de pro-colageno (solavel). A molécula deixa o REG, em seguida é
transportada para o Complexo de Golgi onde é secretado (CANTY e KADLER,
2005).

Na matriz extracelular (MEC) do tecido conjuntivo ocorre o
descarregamento das moléculas de pro-coldgeno, através da enzima pré-coldgeno
peptidase. Ademais, ocorre a clivagem de duas estruturas globulares ligadas as
extremidades nao-helicoidais do pro-colageno. Uma delas, contém nitrogénio e
carbono terminais, favorecendo a transformacéo do procolageno (parte colagena e

nao-colagena) em tropocolageno (parte coldgena) (Figura 1).

Molécula de Procolageno Molécula de Tropocolageno

Pro-colageno peptidase

Figura 1. Representacdo esquematica da diferenca da estrutura de procolageno e
tropocolageno. Fonte: Préprio autor

A quebra das estruturas globulares é necessaria para a formacao da
molécula de tropocolageno que ocorre pela auto-agregacdo das moléculas de
tropocolageno em um processo de superposicdo semelhante a uma escada,
transformando as fibrilas de colageno. O conjunto de fibrilas forma as fibras de
colageno, que se organizam em feixes (LINDEN e LORENT, 2000) (Figura 2).

Existem colagenos fibrilares (dos tipos I, II, lll e V) que ocorre a formacao
das fibrilas colagenas, em contrapartida o colageno tipo IV é considerado um
colageno nao-fibrilar, pois ndo ocorre a clivagem das estruturas globulares da
molécula de pro-colageno impedindo a formacdo de fibrilas colagenas
(KIERSZENBAUM, 2008).

Por sua vez, o tropocolageno € considerado uma unidade fundamental para

a formacao da estrutura do colageno (SIONKOWSKA, 2006), sendo constituido por
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trés cadeias polipeptidicas denominadas a, que possuem forma helicoidal, estas
cadeias enrolam-se formando a tripla-hélice, através de ligacdes de hidrogénio,
interacOes hidrofdbicas e eletrostatica que influenciam na estabilidade da hélice de
colageno (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2019).

c@ — G@Agmgﬂgﬁo
Formagio de microfibnilas lateral
OS] 5nm
tropocolageno l
X 1T T T
Agregacio o ——— o ———T——
longitudinal " ———— 0 ———
o T S 3 y

. B
ligacOes cruzadas  >80nm

Fibra de colageno

Figura 2. Representagdo esquemdatica do processo de formacdo de moléculas de

tropocolageno em fibrilas e fibras de colageno (CHAUDRY et al., 1997).

Para a formacao da tripla-hélice (Figura 3) é preciso que residuos de glicina
(Gly) ao longo da cadeia auxiliam na formacéo da unidade repetida do triplete Gly
- X - 'Y na sequéncia de aminoéacidos, sendo X a prolina (Pro) e Y a hidroxiprolina
(Hyp). A tripla-hélice de coldgeno nativo € altamente resistente a acdo da maioria
das proteases. Entretanto, a acdo da colagenase (enzima que quebra a ligacéo
peptidica do colageno) torna a molécula do colageno um alvo facil para outras
enzimas proteoliticas. As células de tecido conjuntivo sintetizam uma série de
proteases capazes de atuar sobre o coldgeno em condi¢Bes fisiologicas
(FERREIRA et al., 2012).

A tripla-hélice € um dos fatores importantes para que o colageno forneca
suporte estrutural e resisténcia a tracdo a varios tecidos do organismo humano e
animais vertebrados, incluindo pele, ligamentos, tenddes e 0ssos. Outro fator, é a
presenca de Pro e Gly, aminoacidos responsaveis pela estabilidade e regeneracao
das cartilagens apresentando efeitos benéficos ao organismo (WALRAND et al.,
2008).
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Figura 3. Representagdo esquemaética da estrutura da hélice tripla do colageno (Adaptado
de Brodsky; Ramshaw, 1997 por Pedroso; Plepis, 2009).

Contudo, outra unidade fundamental na sintese de colageno esta presente
no tecido conjuntivo reticular, denominado de fibroblastos. Os fibroblastos séo
células que sintetizam e secretam proteoglicanos, glicoproteinas, moléculas
precursoras de varios tipos de colagenos e elastina, sendo os dois ultimos
encontrados na membrana basal. Mais especificamente, os colagenos tipo IV
presente na lamina basal e o colageno tipo Il aparece na lamina reticular das
membranas basais como um componente das fibras reticulares (KIERSZENBAUM,
2008).

Entretanto, existem outras células equivalentes ao fibroblasto que também
sintetizam colageno e estdo presentes nos 0ssos, na cartilagem e nos dentes
denominadas de osteoblastos, condroblastos e odontoblastos, respectivamente
(KIERSZENBAUM, 2008).

3. Composi¢do Aminoacidica do Colageno

A composi¢cao aminoacidica do colageno é singular, em virtude de que nao
€ constituido pela maioria dos aminoacidos essenciais e pela inexisténcia do
aminoacido triptofano. Ademais, possui concentragées muito baixas de metionina,
cistina e tirosina, sendo o colageno caracterizado por ser uma proteina de

qualidade nutricional pobre para a dieta humana. Entretanto, a sua composi¢ao
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atipica € essencial para sua sintese nos tecidos conjuntivos e cartilagem
(PRESTES, 2013).

A composicao quimica do colageno € representada principalmente pelos
aminoacidos mais significativos, como a glicina (33%), prolina (12%), hidroxiprolina
(11%) e hidroxilisina (0,7%). Uma caracteristica que diferencia o coldgeno de outras
proteinas é a presenca da alta concentracdo desses respectivos aminoacidos
(GOISSIS, 2008). Sendo a hidroxiprolina, aminoacido exclusivo do colageno,
denominado de iminoacido (DAMODARAN et al., 2010).

Além da composicdo aminoacidica, possui uma estrutura de um formato
singular de uma tripla-hélice constituida pelos aminoacidos: Glicina (Gly) ao longo
da cadeia que auxiliam na formacdo da unidade repetida do triplete Gly-X-Y na
sequéncia de aminoacidos, sendo X a prolina (Pro) e Y a hidroxiprolina (Hyp)
(Figura 4).

A tripla-hélice € um dos fatores importantes para que o colageno forneca
suporte estrutural e resisténcia a tracao a varios tecidos do organismo humano e
animais vertebrados, incluindo pele, ligamentos, tenddes e 0ssos. A presenca de
Pro e Gly, aminoacidos responsaveis pela estabilidade e regeneracdo das
cartilagens, apresentam efeitos benéficos ao organismo (WALRAND et al., 2008).
Outro fator, segundo Goméz-Guillé et al. (2002), a Pro e Hyp sdo aminoéacidos
responsaveis pela estrutura secundaria do coldgeno e pela estabilidade da tripla-
hélice, logo, quando submetido em temperatura elevada ocorre rompimento das
ligagbes. Um fator importante que influencia na perda da conformacgéo tripla-hélice
do colageno é auséncia ou menor quantidade de hidroxiprolina (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2002).

O colageno nativo € insoltvel em agua, em virtude da grande concentragao
de aminoacidos hidrofobicos, tanto no interior da proteina, como na superficie
(LEHNINGER, 1995). Devido ao colageno possuir grupos hidrofébicos na parte
exterior, representa uma excecao a regra de que os grupos hidrofébicos precisam
estar escondidos no interior da molécula proteica (SILVA e PENNA, 2012). Sendo

gue o nucleo hidrofobico, portanto, contribui menos para a estabilidade estrutural
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da molécula, enquanto as liga¢des covalentes assumem um papel especialmente
importante (LEHNINGER, 1995).

m

terminagso N
(amino, “NHa)

HO

terminagdo C
(Acido carboxilice, -COzH) fragmento A

GPYGPGASAGGGYGPGGQO
Gly-Pro-Tyr-Gly-Pro-Gly-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Gly-Gly-Tyr-Gly-Pro-Gin-Gln

G = Gly = glicina
P =Pro=prolina
Y = Tyr = tirosina
A= Ala = alanina
Q = Gin = glutamina

Figura 4. Estrutura molecular e aminoacidica do coldgeno (Adaptado de Brodsky;
Ramshaw, 1997 por Pedroso; Plepis, 2009).

4. Colageno Hidrolisado e suas Fontes

O colageno hidrolisado é derivado do colageno nativo e € um subproduto de
matadouros e frigorificos, extensivamente utilizado como ingrediente na industria,
depois de extraido em agua a 50 a 60°C ou através de reacbes enzimaticas. A
diferenca em relacdo ao colageno nativo é que estas proteinas sédo sollveis em
agua ou em salmoura e apresentam elevado contetdo proteico (84 a 90%). Sua
utilizacdo deve-se pela capacidade de retencdo de agua e alto teor proteico
(PRESTES, 2013). A utilizacdo do colageno hidrolisado na industria € ampla devido
a sua alta solubilidade proporcionando grande potencial de aplicacdo em produtos
cosméticos, farmacéuticos e alimenticios (MORAES, 2012).

Na industria de cosméticos, o colageno hidrolisado tem sido usado como
umectante na producao de cremes, tendo grande apelo comercial j& que o colageno
presente nas camadas inferiores da pele € responsavel pela sua firmeza e
elasticidade (BAILEY, LIGHT, 1994). E ainda, possui atividade hemostatica,
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biodegradabilidade, baixa alergenicidade, alta antigenicidade e biocompatibilidade,
e por isso o colageno tem sido aplicado também em industria farmacéutica
(SANTOS et al., 2013).

Na induastria farmacéutica, € utilizado para curativos de ferimentos e
queimaduras, agente hemostatico, veiculo para medicamentos, lentes de contato e
biopréteses (PEDREIRA, 2012). O colageno hidrolisado é reconhecido como um
nutracéutico seguro, cuja combinacdo de aminoacidos estimula a sintese de
colageno nas cartilagens e na matriz extracelular de outros tecidos (PORFIRIO,
FANARO, 2016).

Além do colageno estar presente nos tecidos do organismo humano e
proporcionar a estabilidade e integridade estrutural de tecidos e 6rgaos, o coladgeno
é considerado nas industrias de alimentos e bebidas como um alimento moderno
gue melhora a elasticidade, consisténcia e estabilidade dos produtos na aplicacao
como suplementos alimentares proteicos, transportadores, aditivos alimentares,

filmes comestiveis e revestimentos (HASHIM et al., 2015).

O controle da distribuicdo do peso molecular (tamanho) do colageno
hidrolisado ¢ um meio de assegurar o controle do processo de fabricacdo. Outra
caracteristica importante € a sua composi¢ao elevada de glicina e prolina, dois
aminoécidos essenciais para a estabilidade e regeneracdo das cartilagens
(WALRAND, 2008).

Segundo Prestes (2013), a distribuicdo do peso molecular, estrutura,
composicdo e propriedades funcionais, dependem das condicdes de
processamento, matéria-prima e especificidade da enzima utilizada na obtencéo de

colageno hidrolisado.

O colageno hidrolisado pode ser obtido de diversas espécies animais,
principalmente de origem bovina, suina e pescado. No Brasil, a maior parte do
coldgeno é proveniente dos subprodutos da industria de carne, em funcdo da
elevada producéo brasileira de carne para exportacéo (SILVA e PENNA, 2012). No

entanto, a crescente valorizacédo de subprodutos industriais do colageno originou o
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interesse em efetuar sua extracao a partir de diferentes espécies de animais (SILVA
e PENNA, 2012).

Residuos do processamento de animais vertebrados s&o reaproveitados
pelas industrias para a obtengcdo de colageno nativo, sendo as principais fontes a
pele, carne suina, couro e 0ssos bovinos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Por
outro lado, residuos de pescado também sdo fontes de colageno e de enzimas
importantes (colagenases, tripsina, quimotripsina e pepsina) (OLIVEIRA et al.,
2017). Além do mais, estudos comprovaram que existe coladgeno também nos
invertebrados (medusas, lulas, pepinos-do-mar, corais e anémonas-do-mar)
(ZEPGOLIS, RAGHUNATH, 2011; SIDDIQUI et al.,, 2013; JANKANGRAM,
CHOOLUCK, POMTHONG, 2016).

Dentre outros organismos utilizados para obtencao de colageno, destacam-
se os pescados, especialmente devido a disponibilidade, auséncia de risco de
transmissdo de doencas, barreiras religiosas, alto rendimento no processo de
extracdo e auséncia de toxicidade (KRISHNAMOORTHI et al., 2017).

A partir do colageno nativo podem ser obtidos a fibra de colageno, o
colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) e o colageno hidrolisado. Cada um
destes derivados apresenta caracteristicas proprias que sdo dependentes da
matéria-prima, processo de extracdo (quimico ou enzimatico) e do tempo e
temperatura de obtencédo (PRESTES, 2013). A maior parte da gelatina comercial
(95%) é feita a partir de pele de suino e bovino e a parte restante (5%) vem a partir
de ossos destes animais. Subprodutos de aves e pescados sdo raramente usados
como um recurso de gelatina (SILVA, 2016). Nurimala et al. (2020), estudaram
subprodutos de pescado, como pele, osso e até bexiga natatoria para serem

alternativas para a producao de colageno hidrolisado.

5. Peptideos Bioativos

Diversas fontes proteicas tém sido utilizadas para a prospecc¢ao de peptideos
com Dbioatividade fisioldgica, sendo essas fontes animais, vegetais e
microbiolégicas. Quanto as fontes animais, as matrizes mais utilizadas sao ovos,

leite (caseina e soro de leite), carne e pescados. Das fontes vegetais, as matrizes
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mais utilizadas sdo a soja e leguminosas como feijao, lentilha, ervilha e gréo de
bico (SANCHEZ, VAZQUEZ, 2017). Com relacdo a fontes de origem
microbioldgicas tém sido encontrados como produtos da fermentacao de bactérias,
principalmente as laticas (CHAKRABARTI et al., 2018).

O processo de hidrélise enzimatica do colageno produz peptideos de
pequeno peso que sdo considerados suplementos alimentares, sendo que
apresentam alegac6es de bioatividade fisiologica. Para ser considerado peptideo
bioativo de colageno a hidrolise deve acontecer de maneira especifica e controlada
(OESSER et al.,1999).

Existem vérios tipos de hidrélise, pelo processo enzimético, térmico e
quimico. No entanto, a hidrolise térmica e/ou quimica ndo apresenta um padrdo de
guebra da proteina e produz peptideos de colageno sem qualquer uniformidade e
especificidade, ndo sendo possivel atribuir efeitos biolégicos como peptideo
bioativo de colageno (OHARA et al., 2020). A hidrélise enzimética € comumente a
mais empregada devido a especificidade das enzimas na quebra das ligacGes
peptidicas em aminoacidos especificos, fornecendo maior controle tanto no peso
dos peptideos, sequéncia e composicdo dos aminodcidos no produto final
(SCHMIDT, SALAS-MELLADO, 2009).

O termo peptideo € utilizado para denominar a sequéncia de dois ou mais
aminodacidos unidos através de ligacdes peptidicas (MARZZOCO, TORRES, 2015).
Sao classificados como dipeptideos quando formado por dois aminoacidos,
tripeptideos quando formado por trés aminoécidos e assim sucessivamente, até
agueles de cadeias peptidicas longas denominadas de oligopeptidios (MOHANTY
et al., 2016).

Conceitualmente, os peptideos séao fragmentos que se encontram inativos,
ou criptografados na proteina nativa, 0os quais ao serem liberados através da
hidrolise proteica podem exercer diferentes bioatividade (SGARBIERI et al., 2020).
Alguns destes peptideos gerados tém estruturas que permitem sua interacdo com
0 organismo de modo similar aos peptideos endégenos (MACHADO et al., 2004),

atuando na expressao de respostas fisioldégicas do metabolismo.
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Essa interacdo, permite que os peptideos gerados na hidrélise das proteinas
sejam classificados como bioativos, pois tem o poder de contribuir com efeito
benéfico a salde humana de diversas maneiras: podem ser antioxidantes, anti-
hipertensivos, antidiabéticos, entre muitas outras funcdes que ndo sédo encontradas
nas proteinas ndo hidrolisadas (CHAKRABARTI et al., 2018).

Baseado na bioatividade dos peptideos tém-se desenvolvido varios estudos
de pesquisa, 0s quais estabelecem suas funcionalidades através de ensaios
validados pela literatura, sendo associados a possivel prevencdo de doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNT), como doencas cardiovasculares, alguns tipos
de cancer, diabetes Mellitus, Alzheimer e entre outras (KITTS, WEILER, 2003;
SARMADI, ISMAIL, 2010; MOHANTY etal., 2016; CICERO, FOGACCI, COLLETTI,
2017).

Os peptideos bioativos podem apresentar capacidade antioxidante,
neutralizando espécies reativas de oxigénio derivadas da respiracdo celular,
ajudando o organismo no combate ao estresse oxidativo. Outros beneficios
atribuidos aos peptideos sdo antibiose, reducdo do colesterol no sangue,
antitrombose, entre outras (MAESTRI et al., 2016, SANCHEZ, VAZQUEZ, 2017;
CHAKRABARTI et al., 2018).

Pelo exposto, os peptideos bioativos sdo cada vez mais reconhecidos pelo
seu potencial em contribuir na manutencdo de saude favorecendo o processo
anabdlico, sendo que os peptideos de colageno nos ultimos anos estdo ganhando
destaque na industria farmacéutica, como um ingrediente suplementar a dieta para
auxiliar no processo de envelhecimento e, estdo relacionados na prevencdo de
doencas, como o envelhecimento celular (KONIG et al.,, 2018; OERTZEN-
HAGEMANN et al., 2019; JENDRICKE et al., 2019).

5.1. Peptideos de Origem Animal

O crescimento da populacdo mundial levou ao aumento da demanda por
produtos de origem animal, e a tendéncia é que continue a crescer (LAFARGA et
al., 2017). Atualmente, a principal fonte proteica alimentar € de origem animal, seja

através do consumo de carne bovina, suina e peixes ou ingestao ovos, leite e seus
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derivados. Segundo um levantamento do Departamento de Agricultura do Estados
Unidos (USDA) sobre o consumo mundial de carne bovina mostra uma tendéncia
ascendente na demanda desse alimento. Em 2017, o consumo era de 57 mil
toneladas (equivalentes em peso de carcacga), enquanto em junho de 2019 esse
valor subiu para 59 mil toneladas, com os principais consumidores sendo, Estados
Unidos, China e Unido Europeia (USDA, 2020). Cada vez mais as populacdes
mundiais, em especial de paises desenvolvidos, buscam saudabilidade, através de
informacéo. Os consumidores estdo cada vez mais exigentes e preocupados em
alimentar-se de forma nutritiva, sendo que os estudos de pesquisa proporcionam
conhecimento do potencial dos alimentos, em especial dos peptideos bioativos,

para uma vida saudavel.

Recentemente, Yu et al. (2020), analisaram o efeito imunomodulador em
camundongos imunossuprimidos induzidos de peptideos de baixo peso molecular,
obtidos através do hidrolisado de proteinas da pele de Nibea Japbnica. Os
peptideos estudados aumentaram positivamente os indices bioquimicos de
imunidade, melhoraram o peso corporal dos camundongos tratados e restauraram
a histomorfologia patolégica dos  6rgdos imunes, mostrando-se um

imunomodulador promissor.

Li et al. (2020), hidrolisaram a clara de ovo em pé utilizando as enzimas
comerciais Alcalaze® e Flavourzaime®, obtendo o peptideo KR-9, o qual, a partir de
testes em células em ensaio “transwell”, facilitou a migracéo de fibroblastos, sendo
esta etapa fundamental para a cicatrizacdo de ferimentos. O peptideo da clara de
ovo também promoveu a cicatrizacéo de feridas na pele de ratos quando aplicados

sobre a superficie, por estimulacdo de secrecdo da membrana celular Hsp90a.

Peptideos bioativos do colostro bovino fermentado por bactérias
constituintes da microbiota de grdos de kefir foram estudados por GASPAR-
PINTILIESCU et al. (2019) e mostraram elevada inibigédo da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Os valores semelhantes ao exercido por 5 ng/mL do
medicamento Captopril, utilizado para o tratamento da hipertensédo, comprovando

por este mecanismo sua acdo anti-hipertensiva. Com relacdo a atividade
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antioxidante, o extrato peptidico apresentou alta atividade de eliminagdo dos
radicais ABTS, e se mostrou n&o citotoxico.

Com a finalidade de desenvolver um método rapido e eficiente de extracao
de peptideos antioxidantes, Zou et al. (2016) hidrolisou cérebros de porco pré-
tratados por ultrassom e comparou com hidrolisados por enzimolise tradicional. Os
hidrolisados que passaram pelo pré-tratamento por ultrassom apresentaram menor
peso molecular, maior concentracdo de peptideos hidrofilicos e peptideos
hidrofébicos com eluicdo tardia. Ambos os hidrolisados apresentaram peptideos
antioxidantes, com atividade acima de 60%. O hidrolisados com pré-tratamento
se mostraram mais sollveis e apresentaram efeito de eliminacéo de radicais DPPH
e ABTS. Os resultados mostraram que o hidrolisado pré-tratado possuiu boas

propriedades funcionais como potencial ingrediente alimentar antioxidante.

Outros estudos sobre peptideos de origem animal e seus potenciais

bioativos podem ser vistos na tabela 1.

Tabela 1. Peptideos de origem animal e seus potenciais bioativos.
Fontes animais

Origem Obtencéo Efeito bioativo E Me_todo Referéncia
xperimental
In vitro: cultura
de
células Jurkat

T-leucemia e Arias et al.

Leite Bovino Lactoferrina comercial  Anti-cancer células de (2017)
cancer de
mama MDA-
MB-231
Combate ao

envelhecimento

Obtidos da gelatina de cronologico da pele, In vivo: estudo

Colageno de ossos  0ssos bovinos com as  aumento da acéo ; Song et al.
X X S aplicado em
bovinos enzimas alcalase e antioxidante do ratos (2017)
colagenase organismo,
reposicao de
colageno.
Hidrolisadas com as vitro: z;'[ri]vidade
Caseina de bufalo e enzimas alcalase, Atividade L Shazly et al.
bovina tripsina, pepsina antioxidante antioxidante (2019)
e e por ABTS,
papaina. ORAC, FRAP
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Atividade anti-
hipertensiva

Digestao gastrointestinal (inibicdo da enzima Sangsawad

Pl e e simulada de converséo da Lt et al. (2017)
angiotensina -
ECA)
Hidrolise enzimética In

(Neutrase, alcalase, vitro (inibicdo Yuan et al.

Casca de camarao Hipoglicemiante

tripsina, papaina enzima a- (2018)
e protamex ) amilase)
Mytilus edulis (mexil o o Atividade antitrom . Quiao et al.
hao) Hidrolise enzimatica bética In vitro (2018)

6. Estresse Oxidativo e Antioxidantes

O estresse oxidativo pode sobrecarregar os sistemas antioxidantes
fisiolégicos normais, favorecendo o envelhecimento celular e organico, migracéo
celular ou neoplastica, proliferacdo, senescéncia ou morte (STORZ, 2011).
Ademais, pode contribuir para a patogénese de varias doencas neurodegenerativas
humanas, como Alzheimer e Parkinson (SGARBIERI et al., 2020).

No organismo existe um sistema de defesa antioxidante contra espécies
reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres que sdo constantemente formados no
processo aerdbio diario, pelas fontes dietéticas e células imunes ativadas por
nitrogénio. Todavia, quando ocorre uma produgcdo excessiva de “espécies de
radicais livres”, podem ocasionar a oxidagdao de moléculas biol6gicas provocando
um desequilibrio entre o processo oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante
do organismo, ocasionando um estresse oxidativo (MACHADO et al., 2009).

O termo radical livre refere-se a atomo ou conjunto de moléculas organicas
e inorgénicas que contém em sua estrutura um ou mais elétrons desemparelhados,
isto é, possui em sua camada eletrnica um numero impar de elétrons e sao
altamente reativos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990). Os radicais livres podem
ser agentes ou produto de reacdes de 6xido-reducéo, podendo ceder o elétron ndo
pareado, oxidando-se, ou receber outro elétron, reduzindo-se (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). O termo “espécies radicais livres” muito utilizado para
identificar a origem dos radicais livres, contém uma série de espécies radicalares

ou ndo radicalares derivadas tanto do oxigénio ERO (espécies reativas de
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oxigénio), quanto do nitrogénio ERN (espécies reativas de nitrogénio) (ANGELI,
2011).

Segundo Halliwell, Gutteridge, Cross (1992), as EROs estédo relacionadas
com varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracao,
catarata, disfuncbes cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator
agravante do quadro geral. Contudo, para evitar essas doencas, a ingestao de
alimentos ou componentes de alimentos que apresentam propriedades

antioxidantes pode auxiliar na prevenc¢ao ou tratamento desse desequilibrio.

Desse modo, nas Uultimas décadas, varios estudos determinaram a
capacidade de alguns peptideos bioativos provenientes de coldgeno com
propriedades antioxidantes. Estas podem auxiliar e proteger células do estresse
oxidativo pela captura dos radicais livres, além de proporcionarem efeitos anti-

inflamatorio, anti-hipertensivo e antimicrobiano (Tabela 2).

Tabela 2. Peptideos de colageno e seus efeitos bioativos.

) ) o Método )
Origem Obtencéo Efeito bioativo _ Referéncia
Experimental

Combate ao
Gelatina de envelhecimento
Hidrolisado 0ss0s bovinos cronoldgico da pele, Song et al
de Coldgeno com as enzimas aumento da agéo In vivo g '
. - (2017)
bovino alcalase e antioxidante do
colagenase. organismo, reposicao
de colageno.
Enzimas
. . pepsina,
dH(IadrrnOl'J“sScaudlg tripsina, Potencial antioxidante In vitro: - DPPH,  Chang-Feng
neutrase, OH- e O2-- et al. (2015)
de atum .
papaina e
alcalase
Coléageno .
ele de - Potencial antioxidante In vitro: DPPH e Zhang et al.
peie ( ABTS. (2016)
tildpia
Hidrolisado
de colageno i Potencial antioxidante In vitro: DPPH, Li, et al.
da pele AQM, SPAL, (2011)

suina
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Hidrolisado

. . o DPPH (Bersuder Ao e Li
de Co[ageno - Potencial antioxidante et al. 1998) (2012)
suino
Potencial efeito do
Hidrolisado colageno nos sinais de  In vitro: cultura de
de Colageno ) envelhecimento da células dérmicas  Zague et al.
comercial pele através do humanas (2018)
bovino metabolismo de (Fibroblastos)
fibroblastos
. . In vitro: ABTS,
HIdI’O|I,SadO o ' o DPPH, FRAP,
de Colageno Hidrolise com Potencial antioxidante . Ahmed e
. . L . atividade quelante
de pele de agua subcritica e antimicrobiano e efeito Chun (2018)
atum o .
antimicrobiano
H|droI[sado - Potencial efeito contra In vivo Oertzen-
de colageno sarcopenia Hagemann et
comercial P al. (2019)
bovino
Hidrolisado Hidrolise enzimatica
de colaneno (Protease M, Potencial efeito anti- In vitro: cultura de  Offengenden
de frar? o Alcalase, Protex 50 inflamatério células HDFs et al. (2018)
9 FP e Protex 51FP)
Hidrolisado - Reducéo de dor nas In vivo Zdziedlik et
de colageno articulacdes (joelho) al. (2017)
comercial apos atividade fisica
bovino
Hidrolise
Hidrolisado (322'2222(:3_
de colageno QuimFi)otri ’sina Potencial anti- In vitro: Inibicdo Ngo et al.
de pele de . psina, hipertensivo da ECA (2016)
Pepsina, Tripsina,
bacalhau
Neutrase e
Alcalase)

Segundo Halliwell (2000): “Antioxidante € qualquer substancia que, quando

presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o

substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo”. O excesso de

radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo
ou absorvidos da dieta (BARREIROS, 2006).

A importancia dos antioxidantes é reconhecida pela Organizagdo Mundial da

Saude desde o ano de 1990, a qual recomenda um aumento do consumo de fontes
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alimentares ricas em antioxidantes, sendo a ingestéao alimentar a principal forma de

aquisicao desses compostos (WHO, 1990).

Os antioxidantes endogenos (produzidos pelo organismo) agem
enzimaticamente, sendo composto por trés diferentes sistemas: O primeiro &
composto por dois tipos de enzimas, a superoxido dismutase (SOD) responsavel
por catalizar a desmutac¢éo do radical &nion superéxido, convertendo-o em oxigénio
e peroxido de hidrogénio (BABIOR, 1997). Além do mais, existem dois tipos de SOD
no organismo, a primeira contém cobre e zinco como centros redox e ocorre no
citosol, porém néo é afetada pelo estresse oxidativo; e a segunda contém magnésio
como centro redox, ocorre na mitocondria e sua atividade aumenta com o estresse
oxidativo (BARREIROS, 2006; BABIOR, BRAZ, 1997).

O segundo sistema antioxidante € composto pela enzima catalase (CAT),
responsavel pela dismutacdo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. O
terceiro sistema € composto pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas,
a glutationa peroxidase (GPx ou GSH-Px) e a glutationa redutase (GR ou GSH-Rd).
A presenca de selénio na enzima (seleno-cisteina) denota a importancia desse

metal e sua atuagdo como antioxidante no organismo (BARREIROS, 2006).

Além de sistemas enziméaticos, o organismo também utiliza antioxidantes
provenientes da dieta, como a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A),
acido ascérbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde se destacam os
flavondides e poliflavondides (PIETTA, 2000; HALLIWELL et al., 1995). O &cido
ascorbico é comumente localizado nos tecidos organicos do organismo humano na
forma de ascobarto, atua como agente redutor, reduzindo metais de transicéo (Fe3*
e Cu?*) presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo.
Ademais, pode ser oxidado pela maioria das ERO e ERN que chegam ou sé&o
formadas nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (BARREIROS et al.,
2006).

Outra possibilidade para avaliagbes potenciais da atividade antioxidante de
um determinado composto puro ou extrato é pelo método in vitro. Segundo Bertoldi

(2006), uma avaliacéao in vitro, se bem conduzida com a finalidade da utilizacéo de
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antioxidantes em alimentos para fins tecnologicos pode fornecer uma estimativa
importante do potencial antioxidativo do composto em analise. O equilibrio entre
agentes redutores e o sistema antioxidante € muito importante. Logo quantidades
adequadas de antioxidantes no meio intracelular séo de grande importancia para
maior seguranca contra 0s ataques dessas espécies reativas, prevenindo o
aparecimento de doengas e evitando suas complicagdes, principalmente no
diabetes mellitus (VALKO, et al., 2007; OLIVEIRA, 2010).

A importancia dos antioxidantes é reconhecida pela Organizacao Mundial da
Saude desde o ano de 1990, a qual recomenda um aumento do consumo de fontes
alimentares ricas em antioxidantes, sendo a ingestéao alimentar a principal forma de

aguisicao desses compostos (WHO, 1990).

No entanto, cabe ressaltar que a capacidade de prevenir reacdes oxidativas
ndo é proveniente somente dos conhecidos antioxidantes naturais. Os peptideos
derivados da digestéo proteica também podem exercer atividade antioxidante pelos
mesmos mecanismos que 0s observados para outros antioxidantes. Porém, a
exploracdo de peptideos antioxidantes requer tecnologias adicionais para liberar
sequéncias de aminoacidos ativos das proteinas, uma vez que as proteinas
precursoras podem nao apresentar o mesmo efeito antioxidante (CHI et al., 2014;
GALLEGO, MORA, HAYES, REIG, TOLDRA, 2017; HOMAYOUNI-TABRIZI,
ASOODEH, SOLTANI, 2017; JEMIL et al., 2016; RIZZELLO et al.,, 2017;
SACHINDRA, BHASKAR, 2008).

Proteinas de carne, leite e peixe foram estudadas e identificadas como
fontes importantes de peptideos bioativos. Sarmadi e Ismail (2010), discutiram
varios aspectos relacionados aos peptideos antioxidantes em destaque sobre a
importancia dos peptideos bioativos, particularmente para reagdes alérgicas. Liu et
al. (2010) exploraram a composicao peptidica em carnes e derivados, juntamente
com o papel biolégico e potencial em aplicacdes farmacoldgicas. Halim, Yusof e
Sarbon (2016), avaliaram a aplicacdo tecnolégica da liberacdo dos peptideos de
proteinas de peixe, como a capacidade de retencdo de agua e gordura, e 0s
beneficios pretendidos a saude da atividade antioxidante e outras atividades

biologicas. De maneira semelhante, Mohanty et al. (2016) revisaram como a
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digestédo, fermentacado e atividade enzimatica afetavam a liberacdo de peptideos
bioativos a partir de proteinas do leite. Os autores também relataram aspectos
importantes relacionados a atividade biolégica, especialmente como potenciais
agentes terapéuticos contra doencas degenerativas ndo transmissiveis, tais como

hipertenséo e doencas imunoldgicas.

A Tabela 3 mostra alguns hidrolisados provenientes de diferentes fontes de
proteinas alimentares como provedoras de peptideos que apresentam atividade
antioxidante. Aqui foram destacados os trabalhos provenientes da proteina de
gelatina e colageno. Os autores atribuem a presenca de alguns aminoacidos na
porcdo terminal dos peptideos, tais como prolina e glicina, assim como o peso da

cadeia molecular.

Tabela 3. Estudos sobre a atividade antioxidante de peptideos de diversas fontes

proteicas, com destaque ao colageno e gelatina.

Fontes Caracteristicas Peso Molecular Referéncias

Hidrolisado do peixe - <1 kDa Rabiei et al. (2019)
Liza klunzingeri

Extrato aquoso de Oliveira, M. C. M.
alpiste - - (2015)
(Ahmed, EI-

Proteinas do leite de

<2 kDa Bassiony, Elmalt, &
cabra -

Ibrahim, 2015)

Hidrolisado de

colageno da pele de  Gly na cadeia principal e Pro 5.04 < MPM =< Chang-Feng et al.
peixe (Spanish nas cadeias laterais 47.82 kDa (2014)
mackerel)

Memarpoor-Yazdi,
<3 kDa Asoodeh, &
Chamani, (2012)

Lisozima de clara de
ovo -

Hidrolisado de Ao e Li (2012)
colageno suino -
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Peptideos de <2 kDa Sun, Zhang e

gelatina de tilapia Leu-Ser-Gly-Tyr-Gly-Pro Zhuang (2013)

Hidrolisado de

colageno da pele GIn-Gly-Ala-Arg ) Li, et al. (2011)

suina

Hidrolisado de

colageno da pele de ) 7-12 kDa Liu, et al. (2010)

lula

;'éd:;:’ggfesrg;elco Pownall, Udenigwe
. - - e Aluko (2010)

ervilha

Hidrolisado de Pro-Arg combinando 1-2 e

protamina de 16-17 residuos da protamina i Wang et al. (2008)

salméao do salméo

Hidrolisados de Cumby et al. (2007)

proteinas de canola - -

Hidrolizado de Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-

gelatina da pele de Pro-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly 15245 kDa Kim, Kim, Byun,

peixe (Alaska
Pollack)

Park, et al. (2001)

Contudo, existem varios estudos que comprovam que a composicdo e
sequéncia dos aminoacidos determinam a atividade dos peptideos, uma vez que
processos naturais no organismo sdo modulados pela interacdo de sequéncias de
aminoacidos especificas que fazem parte das proteinas (SANCHEZ, VAZQUEZ,
2017; FIELDS, 2009).

No estudo de Aleman et al. (2011), os autores evidenciaram que a presenca
de residuos de leucina (Leu) na sequéncia de peptideo de hidrolisado de gelatina
de lula, pode ser um fator importante para atividade antioxidante e inibitéria da
enzima conversora de angiotensina (ECA). Especificamente, para a inibicdo da
ECA a sequéncia tripeptidica terminal-C e a presenca de um aminoacido
hidrofébico foram determinantes para a inibicdo, em virtude de que ECA prefere

inibidores que contém aminoéacidos hidrofobicos localizado na terceira posi¢cao da
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sequéncia do terminal-C, seguidos de glicina (Gly), prolina (Pro), leucina (Leu),
fenilalanina (Phe) e serina (Ser), mais especificamente na ordem Gly-Pro-Leu-Gly-
Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gly-Pro-Leu-Gly-Leu-Ser (MURRAY & FITZGERALD, 2007).

De acordo com Banerjee e Shanthi (2016), a presenca dos aminoacidos
tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp), histidina (His), metionina (Met) e
prolina (Pro) nas sequéncias peptidicas aumentam a quelacéo e a eliminacdo dos
radicais livres, em razdo de que aminoacidos aromaticos Phe, Tyr, Trp e His podem
doar prétons proporcionando a eliminacéo desses radicais (TOLDRA et al., 2017).
Para Zhang et al. (2019), os aminoacidos hidrofobicos Ala, Val e Leu, também

podem desempenhar um importante papel para a atividade imunomodulatéria.

Pode se dizer, que a sequéncia de aminoacidos de peptideos hidrolisados é
um fator importante para determinar sua bioatividade. Essa observag¢do pode ser
indicada pela melhora da cicatrizacéo de feridas cutdneas em camundongos, ou
melhor, pelo estimulo do crescimento de fibroblastos através da aplicacao direta da
sequéncia Pro-Hyp. No entanto, quando foram adicionados 0s mesmos
separadamente ndo obteve o mesmo efeito (SHIGEMURA et al., 2009). Segundo
Sato (2017), o crescimento de fibroblastos € controlado por fatores de fixacdo na
matriz extracelular e presenca dos dipeptideos de coldgeno (como Pro-Hyp e Hyp-
Gly), assim explica parcialmente os efeitos benéficos da ingestdo de colageno
hidrolisado em pacientes que sofrem de Ulcera por pressdo, melhor dizendo, lesdo
da pele resultante da pressao prolongada sob a pele (LEE et al., 2006; SUuGIHARA
et al., 2015).

Além da composicdo e sequéncia aminoacidica, o peso molecular dos
peptideos também favorece a propriedade bioativa. De acordo com o estudo de
Nurilmala et al. (2020), peptideos de colageno de pele de atum apresentaram maior
atividade antioxidante com peso molecular inferior e superior a 3 kDa e entre 10-30
kDa. Song et al. (2017), peptideos de colageno provenientes de pele e 0sso bovino
apresentaram efeitos benéficos no fotoenvelhecimento da pele de camundongos
envelhecidos cronologicamente, melhorou significativamente a flacidez da pele,
reparou as fibras de colageno, aumentou o contetudo de colageno e normalizou a

proporcao do colageno tipo | para o tipo 1l em pele envelhecida cronologicamente.
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7. Diabetes Mellitus e Enzimas Gastrointestinais

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2020), diabetes mellitus é uma
doenca crbnica nao transmissivel (DCNT) e considerado um importante e crescente
problema de saude para todos os paises, independente do seu grau de
desenvolvimento. Em 2019, foram 16,8 milhées de adultos entre 20 a 79 anos de
idade diagnosticados com diabetes no Brasil, 0 sexo feminino é que representa
mais 0s casos de diabetes no pais, cerca de 44% de mortes atribuidas a essa

doenca sdo de pessoas menores de 60 anos. (IDF, 2019).

O aumento da prevaléncia do diabetes esta associado a diversos fatores,
como rapida urbanizacéo, transicdo epidemioldgica, transicdo nutricional, maior
frequéncia de estilo de vida sedentario, maior frequéncia de excesso de peso,
crescimento e envelhecimento populacional e, também, a maior sobrevida dos
individuos com diabetes (SBD, 2020).

O Diabetes Mellitus (DM) é um distarbio metabdlico caracterizado pela
elevacao da glicose no sangue (hiperglicemia) persistente decorrente da deficiéncia
de producédo da insulina ou na sua agdo, ou em ambos os mecanismos. Outra
caracteristica de DM € a elevada glicemia em jejum e 0 aumento de concentracfes
de glicose sanguinea apos refei¢cdes, devido a uma menor sensibilidade insulinica
nos tecidos alvo ou reducdo da producao de insulina pelo pancreas (ADA, 2005).
Existem cinco tipos de DM, porém as mais comuns sdo: o diabete tipo 1 (DM 1) e
diabete tipo 2 (DM 2) (SBD, 2019).

A DM 1, geralmente aparece na infancia ou adolescéncia, mas também pode
ser diagnosticado em adultos. A causa € pela diminuicdo absoluta da secrecédo de
insulina em virtude da destruicdo de células B-pancreéticas pela doenca auto-
imune, promovendo a hiperglicemia. Contudo, pacientes com DM 1 devem
administrar a insulina exdgena para evitar a cetoacidose e reduzir o nivel de
glicemia (ZIMMET, ALBERTI, SHAW, 2001).

A DM 2 na maioria dos casos (cerca de 90% dos pacientes diabéticos) ocorre
em adultos acima de 50 anos, ainda assim, nos ultimos anos aumentou o nimero

de jovens e criangas com DM 2, em razao do aumento do consumo de gorduras e
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carboidratos aliados a falta de atividade fisica (SBEM, 2020). Esta doenca esta
associada ao aumento de peso e obesidade, além de ser caracterizada pela
resisténcia a insulina ou pela deficiéncia da secrecdo da mesma (ZIMMET,
ALBERTI, SHAW, 2001). O tratamento da DM 2 pode ser por varios mecanismos:
Estimulacdo de secrecdo de insulina endégena, que incluem as sulfoniuréias e
meglitinidas; o aumento da sensibilidade a insulina, como as biguanidas e
tiazolidinodionas; e a inibicdo da degradacéo de oligossacarideos e dissacarideos,
formado pelos inibidores das enzimas a-amilase e a-glicosidase (CHENG,
FANTUS, 2005).

Outros tipos de DM podem ocorrer durante ou pds-gestacdo, por uma
doenca pancreatica ou por outras doencas endocrinas, além da possibilidade de

ser induzida por medicamentos e outras substancias quimicas (SBD, 2020).

As complicagbes associadas ao DM incluem hipertenséo,
hipertrigliceridemia (aumento sérico de triglicerideos), hipercolesterolémica
(aumento sérico de colesterol), problemas cardiacos, derrames, problemas
oculares, nefropatia (podendo evoluir para insuficiéncia renal) e neuropatias
(podendo evoluir de Ulceras nos pés as amputacdes) que diminuem a qualidade de
vida do paciente (SBD, 2016). Entretanto, os principais sintomas da DM s&o diurese
e sede excessiva, aumento do apetite, perda de peso, cansaco, turvacao visual e
infecgdes, sendo as mais comuns as infeccdes de pele (SBD, 2020).

As a-amilases podem ser encontradas em animais, plantas e
microrganismos, sdo enzimas da familia endoamilases que catalisam a hidrélise
das ligacbes glicosidicas a-1,4 do amido liberando glicose, maltose,
oligossacarideos e dextrinas. Essas enzimas podem ser secretadas pelas
glandulas salivares e pelo pancreas desempenhando um papel importante na
digestdo do amido e glicogénio (WHITCOMB, LOWE, 2007). A a-amilase
pancreatica pode ser obtida de pancreas suino e bovino, sendo a suina usada como

um auxiliar de digestao e apresenta potencial de uso em ragfes para animais.

As a-glicosidases estéo localizadas nas células intestinais, responsaveis por
catalisar a hidrolise das ligacbes glicosidicas a-1,4 de dissacarideos e

oligossacarideos e/ou poliglicanos em moléculas menores, denominadas de
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monossacarideos  (glicose), enquanto outras glicosidases  hidrolisam
preferencialmente substratos heterogéneos como sacarose (CHIBA, 1997). Os
monossacarideos sao utilizados como fonte de energia e carbono para as células
(ALLABY, 1999).

As a-glicosidases sdo um grupo de exo-glicosideo hidrolases capazes de
clivar os residuos a-glicosila das extremidades nao reduzidas de substratos a
ligados para liberar a-D-glicose (CHIBA, 1997). Além disso, as glicosidases sao
classificadas com a especificidade da clivagem da ligacao glicosidica, dependendo
do numero, posi¢cdo ou configuragdo do grupo hidroxila na molécula do acucar
(MELO, GOMES, CARVALHO, 2006).

As enzimas a-glicosidases também, podem ser encontradas em animais,
plantas e microrganismos. Ademais, € importante para o metabolismo, como na
degradacdo de polissacarideos provenientes da alimentacdo e assim pelo auxilio
da geracao de glicogénio e glicoproteinas celulares, pela biossintese e modificacdo
de a-glicoproteinas, e catabolismo de peptidioglicanos (GANEM, 1996). Contudo
desempenha func¢des bioldgicas tanto para o reconhecimento intercelular,
proliferacdo e diferenciacdo celular como funcdes patologicas que auxiliam no
cancer e inflamacédo (MELO, GOMES, CARVALHO, 2006).

As a-amilase humana possuem os dominios: A, B e C. Na a-amilase o sitio
ativo, regido onde o substrato se liga a enzima, esté situado em uma fenda longa
entre os dominios A e B, onde também esta o calcio que atua na estabilizacdo da
estrutura tridimensional e ativador alostérico. A enzima a-glicosidase é constituida
por 4 dominios (A, C, D e N) e 2 subdominios (B e B’). O dominio A é a regiao
catalitica, o dominio C pode desempenhar uma protecdo do dominio catalitico
contra solventes, sendo que a capacidade da enzima a-glicosidase em se ligar ao
amido pode ser atribuida para o dominio D. O dominio N-terminal interage com o
dominio catalitico e pode conter sitios secundarios de reconhecimento dos
carboidratos. B e B’ estdo localizados préximos do dominio A proporcionando um
papel na ligacdo da enzima ao substrato (SIM et al., 2008). As estruturas das

enzimas estéo representadas na figura 5.
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Figura 5. A: Estrutura tridimensional de a-amilase, o ion Ca?* esta representado como um
esfera azul e o ion cloreto esta como esfera amarela. As estruturas verdes sao ligantes da
enzima na superficie do sitio ativo e na sua fenda. B: Estrutura tridimensional de a-
glicosidase (SIM et al., 2008).

8. Mecanismo de Inibi¢cdo das enzimas a- amilase e a- glicosidase

A inibicdo das enzimas a- amilase e a- glicosidase € um dos mecanismos
gue podem auxiliar no tratamento de DM 2, através da captacdo de carboidratos
pelas células intestinais. Logo, a inibicdo competitiva dessas enzimas reduz a taxa
de absorcédo de monossacarideos impedindo o aumento da glicemia pos-prandial
(PERFETTI et al., 1998).

Segundo Bischoff (1994), inibidores de a-glicosidase (EC 3.2.1.20) retardam
a digestdo de sacarose e amido, dessa forma sdo considerados superiores aos
inibidores de a-amilase (EC 3.2.1.1.). Em vista disso, a inibicdo da enzima a-
glicosidase (EC 3.2.1.20) é um dos tratamentos eficazes de diabetes mellitus
(ABESUNDARA et al., 2004). Foram realizados alguns estudos com essas enzimas

para avaliar o potencial anti-diabético (hipoglicemiante) de albumina hidrolisada,
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peptideo de colageno de peixe, extrato de flores de C. auriculata, rabanete japonés,
repolho, cebola, couve chinesa, tomate, pepino e cenoura frutas, tangerina, maca,
melancia, meldo e toranja, salsa italiana e rucula (YU et al.,, 2012; ZHANG et
al.,2016; ABESUNDARA, MATSUI, MATSUMOTO, 2004).

Desse modo, o consumo de inibidores provenientes da dieta pode ser uma
terapia eficaz para gerenciar a hiperglicemia pés-prandial. O tratamento tradicional
€ pelo uso do farmaco acarbose (pseudotetrassacarideo) produzido pelo processo
de fungos que provocam efeitos adversos, como distarbios gastrointestinais, 20%
dos pacientes sofrem de desconforto abdominal, diarreias e flatuléncias
(CHIASSON et al., 2002)

Considerando que a digestao de carboidratos se inicia na boca pela a-
amilase salivar e continua no intestino com a agao da a-amilase pancreatica, a
reducgéo ou blogueio da atividade da enzima a-amilase pode acarretar na reducao
da degradacao de polissacarideos em glicose, maltose e maltotriose impedindo o
aumento da glicemia poOs-prandial, proporcionando uma segurangca para 0S

diabéticos (Figura 6).

Dieta

!

Polissacarideos @J Acarbose |

ﬁ o -amilase *~ ‘/c;/

Oligossacarideos o
Glicosidase

Figura 6. Mecanismo de inibicdo das enzimas a-amilase e glicosidase. Fonte: Proprio

Autor.

Diante do exposto acima o trabalho teve como motivagdo estudar a

interferéncia das diferentes fontes dos peptideos de colageno hidrolisado sob suas
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capacidades antioxidades e por uma possivel inibicdo das enzimas
gastrointestinais alfa-amilase e hipoglicemiante que quando inibidas podem

favorecer com efeitos hipogliceminates.
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CAPITULO 2

Artigo para submissdo na Revista Science Food

ATIVIDADE HIPOGLICEMIANTE E ANTIOXIDANTE DE PEPTIDEOS DE
COLAGENO HIDROLISADO DE DIFERENTES ESPECIES

Resumo

Os pesquisadores tém dado atencéo especial aos peptideos derivados de hidrolisados de
proteinas devido a sua capacidade de modular algumas atividades biologicas diferentes da
proteina nativa. Os peptideos de colageno tém uma funcao importante no envelhecimento
celular, entretanto, suas propriedades antioxidantes bioativas e hipoglicemiantes nao foram
totalmente exploradas. Este estudo teve como objetivo caracterizar e avaliar o potencial
biolégico in vitro de hidrolisados bovinos (BH), hidrolisados de peixe (FH) e hidrolisados
suinos (PH) quanto as suas atividades antioxidante e hipoglicémica. Todas as amostras
apresentaram percentuais acima de 90% de contetdo proteico, com elevados teores de
aminoacidos (glicina, prolina e hidroxiprolina), responsaveis pela estrutura especifica do
colageno. A amostra de BH apresentou maior grau de hidrélise (DH) (8,7%) e maior
percentual de peptideos menores que 2 kDa (74,1%). Todos os colagenos analisados in
vitro apresentaram inibicdo das enzimas pancreaticas (a-amilase e a-glicosidase), com
potencial para prevenir diabetes mellitus. A amostra de PH apresentou maiores atividades
antioxidantes medidas pelos métodos ORAC (67,08 + 4,23 umol Trolox Eq./g) e eliminagéo
do radical ABTS (65,69 + 3,53 umol Trolox Eq./g). O maior potencial antioxidante do PH
pode estar relacionado & maior quantidade de tirosina (Tyr), que é um aminoacido livre. A
primeira analise de prote¢do de DNA foi relacionada a peptideos de colageno hidrolisados,
e a amostra de FH apresentou acéo antioxidante protetora para DNA superenrolado tanto
na presenca (39,51%) quanto na auséncia (96,36%) de AAPH (reagente 2,2'-azobis (2-

amidinopropano) .Os resultados confirmaram que a fonte de colageno nativo reflete na
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bioatividade dos peptideos de colageno hidrolisados, provavelmente devido a sua

composi¢do aminoacidica.

Palavras-chave: Atividade antioxidante; Atividade hipoglicémica; Protecdo de DNA;

Peptideos Bioativos

1. Introducéo

O mundo comecou a envelhecer mais nos Ultimos anos, uma vez que paises
desenvolvidos e em desenvolvimento passaram a apresentar reducdo das taxas de
mortalidade e fecundidade, bem como aumento da expectativa de vida da populagéo. Com
0 aumento da longevidade, as doencgas crbnicas associadas ao envelhecimento assumiram
uma proporgao maior, junto com os custos hospitalares com essa populagéo (Martin et al.,
2005). Uma das consequéncias do envelhecimento é a degradacédo ou reducdo do
colageno no corpo. O colageno é a principal proteina do tecido conjuntivo e é importante
guanto a integridade estrutural e adesao a matriz extracelular. Nas Ultimas décadas, o
colageno tornou-se cada vez mais importante no mercado, devido as suas inUmeras
aplicacdes. Estudos mostram que a ingestao de peptideos de colageno hidrolisados pode
favorecer a regeneracdo e recuperacdo de lesdes, aumentar a densidade 6ssea, bem
como combater doencgas relacionadas a idade, como tendinite, bursite, osteoporose,
osteoartrite e tensdo muscular (Bello e Oesser, 2006; Moskowitz , 2000; Porfirio e Fanaro,
2016).

As propriedades bioativas dos peptideos de coldgeno ainda s@o pouco exploradas
quando se consideram as complicacbes do envelhecimento, que incluem estresse
oxidativo, dano ao DNA e condicao hiperglicémica (observada no Diabetes mellitus tipo I
- DM2). Afirma-se que a prevencao do estresse oxidativo pode auxiliar no tratamento do

DM 2, pelo combate as espécies reativas de oxigénio (ROS). Além disso, alguns peptideos,
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como a acarbose, impedem o intestino de digerir todos os carboidratos consumidos,
inibindo enzimas importantes envolvidas no metabolismo da glicose. Os peptideos inibem
as enzimas a-amilase e a-glucosidase, reduzindo a taxa de absor¢cdo dos
monossacarideos e evitando o aumento da glicose pés-prandial (Perfetti et al., 1998).

Os peptideos sao definidos como fragmentos inativos ou criptografados na
proteina nativa, que, quando liberados por protedlise enzimética, tém bioatividade
promotora da saulde (Chakrabarti et al., 2014; Sgarbieri et al., 2020). O colageno
hidrolisado pode ser obtido de diferentes fontes de processamento animal e representa um
subproduto industrial com ampla aplicagdo em produtos cosméticos e alimenticios. Nos
dltimos anos, os hidrolisados de coldgeno tém recebido cada vez mais valorizagédo e
interesse na industria farmacéutica no que diz respeito a produgédo de compostos bioativos.

Apesar de sua importante acdo estrutural, a bioatividade e os mecanismos de
acao dos peptideos de colageno ainda ndo foram exaustivamente explorados em outras
areas, principalmente no que diz respeito a sua atividade antioxidante e hipoglicEmica. O
colageno hidrolisado pode ser obtido de diversas espécies animais, variando de acordo
com suas caracteristicas intrinsecas, processo de extracdo e condi¢des especificas de

hidrdlise.

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Colagenos hidrolisados comerciais foram utilizados neste estudo, e as amostras
foram nomeadas de acordo com sua origem: BH (hidrolisado bovino), FH (hidrolisado de
peixe) e PH (hidrolisado suino).

Enzimas alfa-amilases pancreéticas suinas, tipo VI-B (EC3.2.1.1-A3176-500KU);
alfa-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (EC3.2.1.20-G5003-100UN); 2,2-Azobis
amidinopropano (AAPH-440914); sal de sédio de fluoresceina (F6377); 2,2-azinobis (acido

3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS-10102946001); 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-
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D9132); Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano; O acido 2-carboxilico (Trolox-238813)
e 0 acido gélico (G7384) foram adquiridos na Sigma-Aldrich. Todos os outros produtos
quimicos eram analiticos ou cromatograficos.

2.2. Caracterizagdo das amostras

2.2.1. Composicao Fisico-quimica

As amostras foram caracterizadas pelos métodos recomendados pela AOAC
(AOAC International, 2012), quanto a: umidade (método n.925.45b), cinzas (método
n.923.03), proteinas (método n.960.52) pelo método Kjeldahl, considerando o fator de
conversao de nitrogénio para contetado de proteina de 5,55. O grau de hidrélise das
amostras foi determinado pelo método o-ftaldeido (OPA) de acordo com (Church et al.,
1983), neste caso a gelatina foi a referéncia de htot = 11,1 g / Kg de proteina, com h

referindo-se ao numero de liga¢des hidrolisadas (Nielsen et al., 2001).

2.2.2. Perfil de aminoacidos totais e livres

O perfil de aminoacidos total foi realizado por derivatizacdo pré-coluna de
aminodcidos liberados ap6és hidrélise acida (6 mol / L) sob aquecimento (110 ° C/ 20 h) de
acordo com White, 1986 (White et al., 1986). Os aminoacidos livres foram determinados
sem realizar a etapa de hidrolise acida (Hagen et al., 1989). A andlise dos aminoacidos
derivatizados foi realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC (Shimadzu
Organismoration, Kyoto, Japan). Os aminodacidos foram dissolvidos em diluente e
introduzidos na coluna RP-HPLC com um detector de UV a 254 nm (Shimadzu
Organismoration, Toquio, Japdo), equipado com uma coluna C18 Luna/ Phenomenex (250
mm x 4,6 mm x, 5 py; Phenomenex Inc., Torrence, EUA). Os aminoacidos foram
quantificados por comparacdo usando o padrdo de aminoacidos da Thermo Scientific
(Rockford, IL, EUA) e o acido DL-2-aminobutirico (Sigma-Aldrich®, St.Louis, MO, EUA) foi

usado como padréo interno.
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2.2.3. Perfil de Hidrofobicidade

Os hidrolisados de colageno foram analisados por cromatografia liquida de fase
reversa, de acordo com a metodologia de (Bezerra et al., 2016) com algumas modificacoes.
A massa de 30 mg da amostra foi dissolvida em 10 mL com Eluente A (0,03% (v / v) acido
trifluoroacético (TFA) em &gua ultrapura) seguido de centrifugacdo a 3.500 g, ultrassom
por 10 minutos, centrifugacéo a 2.700 ge filtracdo de membrana de politetrafluoroetileno
hidrofilica (PTFE; 0,45 pm).

A coluna de fase reversa Phenomenex-Luna C18 foi usada (250 mm x 4,6 mm x, 5
H; Phenomenex Inc., Torrence, EUA). O volume de inje¢&o do hidrolisado de colageno (0,3
mg / mL) foi de 50 pL, utilizando um gradiente de fase mével estabelecido como: Eluente
A e Eluente B (0,04% de TFA em acetonitrila). Depois de equilibrar a coluna com 100% de
eluente A, os peptideos foram eluidos por 40 minutos com 70% de eluente B a uma taxa
de fluxo de 1 mL / min e deteccdo de 214 nm para ligacdes peptidicas e 280 nm para
peptideos arométicos (Hexis Scientific, DR3900 , Sdo Paulo). Com base na classificagéo
desenvolvida por Legay et al. (1997), os cromatogramas do hidrolisado foram divididos em
3 zonas, classificando os peptideos em: (I) baixa hidrofobicidade, cujo tempo de retengéo
é de até 10 minutos, com gradiente de concentracao do eluente de 25%; (l1) hidrofobicidade
média eluida com gradiente de concentracdo da solugéo B de 40% (entre 10 e 25 minutos)
e (lll) hidrofobicidade elevada com gradiente de solugdo B acima de 40% (apos 25
minutos).

O perfil de distribuicdo de tamanho molecular foi fornecido pela industria e realizado
por cromatografia de exclusdo de tamanho de alta pressdo (HPSEC) usando uma bomba
isocratica (modelo 510, Waters), coluna TSK G 2000 SWXL 5um (Ref. 0008540 Tosoh
Bioscience GmbH) acoplada a TSK SWXL Coluna de guarda Guardcol 7um (Ref. 0008543,
Tosoh Bioscience GmbH), com temperatura entre 25 ° C e 40 ° C, detector de UV (214 nm)

com software GPC adquir (para processamento de dados), tempo de execucdo 40 minutos,
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volume de injecao 20 uL e taxa de fluxo 0,5 mL / min. Os padrdes variaram de 1920 a 7765
Da.

2.3. Avaliacédo de bioatividade das amostras

2.3.1. Capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC é baseado na capacidade de reduzir o radical peroxil (ROO -*)
gerado pela degradacéao térmica do dicloridrato de (2-2-azobis (2-amidinopropano) (AAPH)
e preservacado da molécula de fluoresceina pelo antioxidante fluoresceina contra a agdo do
radical peroxila. O decaimento da fluorescéncia é monitorado no modo cinético com leitura
a cada minuto por duas horas em pH 7,4 (Chisté et al., 2011). A analise foi conduzida em
um leitor de fluorescéncia de microplaca de 96 pocos (software Synergy, BioTek®, Genb)
com filtros de fluorescéncia para excitagdo a 485 nm e emissédo a 528 nm a 37 ° C. Uma
curva Trolox padrdo foi usada para expressar os valores ORAC das amostras nas
concentracdes de 250, 500 e 1000 ppm. Um tampé&o de fosfato de potassio 75 mM (pH 7,4)
foi usado para diluicdo da curva, substrato de amostra. Cada pog¢o da microplaca teve a
adicdo de: 30 pL de amostra ou padrédo; 60 pl de solucao de fluoresceina 508,25 nM; 110
pl de solucdo AAPH 76 mM. As amostras e o padrédo de protecdo (AUCnet) foram
calculados pela diferenga entre a area sob a curva de decaimento de fluorescéncia das
amostras / padrdo (amostra AUC / padréo) e a area sob a curva de decaimento de
fluorescéncia sem amostra ou adicdo de Trolox (AUC branco). Os resultados foram
expressos em pumol equivalente de Trolox / g de amostra, em triplicado.

2.3.2. Método de eliminacao do radical ABTS

O ensaio antioxidante mediu a capacidade de eliminacdo do radical ABTS de
acordo com (Al-Duais et al., 2009). Resumidamente, solucéo de radical de &cido 2,2'-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS < +) foi realizada misturando persulfato de
potassio em solucdo aquosa (K2S208) 140 mM e ABTS 7 mM. A mistura permaneceu no
por 16 horas e teve sua absorbancia ajustada para 0,7 + 0,02 a 734 nm usando um

espectrofotbmetro UV-Vis antes da analise. Uma aliquota de 20 uL da amostra (500, 1000,
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2500 e 5000 ppm) foi colocada em uma microplaca pogo e 220 uL de solugéo de trabalho
ABTS (Abs 0,7 = 0,02) foram adicionados para reagir por 6 minutos. Apés isso, a
absorbancia foi de 730 nm na microplaca UV-Vis Reader Synergy (BioTek®, software
Genb). Uma curva padrao Trolox em tampéao fosfato 75 mM e pH 7,4 para expressar 0s
valores de ABTS. O volume de 240 pL de tamp&o fosfato de sodio (75 mM, pH 7,4) foi
diminuido a partir das absorbancias das amostras e padréo pela curva analitica, os
resultados finais foram expressos em pmol equivalente de Trolox / g de amostra, em
triplicata.

2.3.3. Capacidade de inibir a decomposi¢cdo do DNA por radicais livres

Alguns compostos tém a capacidade de proteger o DNA do estresse oxidativo
causado principalmente pela presenca de radicais livres no ambiente celular. Esta anélise
€ baseada em permitir que o DNA retenha sua estrutura supercoil nativa quando exposto
a agentes pro-oxidantes. Neste tipo de ensaio, a molécula de DNA do plasmideo é inserida
em um meio de reacdo contendo o agente oxidante e 0 composto antioxidante, reagindo a
temperatura corporal, de modo que com a eletroforese em gel de agarose a 0,8%, as
bandas de DNA "superenroladas" (estrutura original) podem ser observado, bem como o
aumento da intensidade da luz ultravioleta, das bandas circulares e lineares, formadas em
decorréncia da quebra do DNA original (Zhang et al., 2014). O método de (Yarnpakdee et
al., 2015) foi utilizado com algumas modificac6es para avaliar a capacidade antioxidante
da solucdo aquosa de colageno hidrolisado nas concentra¢des de 25.000, 30.000 e 50.000
ppm contra o radical peroxil, gerado pela degradacéo térmica (90 °© C / 10 min) de AAPH
através da eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O acido galico foi usado como controle
positivo da atividade antioxidante. O DNA de plasmideo superenrolado foi diluido em Tris-
HCI 10 mM contendo EDTA 1 mM (pH 8,0) a uma concentra¢do de 0,125 pg / pL. Em um
microtubo sem DNAse, esses reagentes foram adicionados na seguinte ordem: 4 uL do
DNA do plasmideo superenrolado, 2 pL dos extratos aquosos de colageno e 4 uL da

solucédo de AAPH 30 mM preparada durante a andlise. No controle positivo AAPH, o extrato
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foi substituido por agua. Todos os ensaios foram incubados no escuro a 37 ° C durante
uma hora. A mistura de reacédo (10 pL) foi aplicada a um gel de agarose a 0,8% preparado
com Tris-acetato EDTA (TAE) juntamente com 2 yL de tampdo de carga. O tempo de
execucéo foi de 90 minutos a 80 V seguido por 120 V durante uma hora. O gel foi corado
com 1: 20.000 SYBR Safe (Thermo Scientific) adicionado ao tampéo TAE e, em seguida,
as bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta no ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad).
A quantificacdo foi realizada no software J image. Os resultados foram expressos de
acordo com a equagao:

. ) lamostra supercoiled
%Retencao da banda do DNA supercoiled = Icontrol supercoiled x100

Onde:
lamostra= INtensidade da amostra na banda supercoiled

lcontroi= INtensidade do controle na banda supercoiled

2.3.4. Inibicdo da atividade da enzima a-amilase

A metodologia para inibir a atividade da a-amilase pancreética suina, tipo VI-B (14U
/ mg sélido, Sigma-Aldrich) foi baseada nos estudos de (Apostolidis et al., 2007; Ranilla et
al., 2010; Yu et al. ., 2012) com algumas modificacdes. 250 L de cada extrato de amostra
aquoso a 0,1e 1 mg/mL e 250 pL de solugao de a-amilase (4U / mL) em tamp&o de fosfato
de sédio 20 mM (pH 6,9) foram adicionados, ambos foram pré-incubados juntos a 37 ° C
em um banho-maria por 5 minutos. Apés a pré-incubacao, 250 pl de uma solucao de amido
a 1% soltuvel em tampé&o de fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9) foram adicionados a cada
tubo em intervalos de tempo. A reacdo das misturas foi entdo incubada novamente a 37 °
C por 10 minutos e foi finalizada com 500 pL do reagente acido dinitrosalicilico (DNS) a 97
° C por 15 minutos, entdo os tubos foram resfriados em banho de gelo até atingirem o
guarto temperatura. A mistura reaccional foi entdo diluida com a adicdo de 5 ml de agua

destilada e a absorvancia medida a 540 nm num espectrofotometro (Varian Cary 50 UV-
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Vis, Australian). Um branco comum foi preparado para os extratos e controle em duplicata
e 0s extratos e controle em triplicata. A acarbose em solugdo aquosa foi usada como
controle positivo para a inibicdo da atividade enzimatica nas concentracdes de 0,25, 0,5, 1
mg / mL. A porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica na presenca da amostra e

acarbose foi calculada de acordo com a equagao abaixo:

Ac — Ab) — (Aa/Aac — Ab
%Inibicio = L(Ac ()Ac EZZ) d )]x 100

Onde:

Aa= Absorbéancia da amostra (extrato + enzima+ amido+ DNS+ agua);

Ab = Absorbancia do branco (tampé&o + amido + DNS + agua);

Ac= Absorbancia do controle (-) (tampao + enzima + amido + DNS + agua);

Aac= Absorbancia do controle (+) (acarbose + enzima + amido + DNS + agua);

2.3.5. Inibicdo da atividade da enzima a-glicosidase

A atividade enzimatica da a-glicosidase de S. cerevisiae tipo | € baseada na
determinacédo da hidrdlise continua de pNPG em pNP. A metodologia de inibicdo da
atividade da enzima a-glicosidase foi baseada nos estudos de (Ranilla et al., 2010; Shinde
et al., 2008), com algumas modificacdes. Uma mistura foi pré-incubada a 37 ° C por 10
minutos e consistia em: 50 uL de extrato de peptideo de colageno aquoso (0,1 e 1 mg /
mL) dissolvido em tampéo de fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), 50 uL de potassio 50
mM tampé&o fosfato (pH 6,8) e 100 pl de solugao de a-glicosidase (0,4 U / ml) em tampé&o
fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8). Em seguida, 50 uL do substrato (solugao de p-
nitrofenil-a-D-glucuronideo 5 mM) foram adicionados e esta mistura foi incubada
novamente a 37 ° C por 5 minutos. A reagédo foi finalizada com a adigcdo de 100 pL de
solucao de carbonato de sodio (1M) e com a adicao de 700 pL de agua destilada, sendo o

volume final de 1,05 mL. Imediatamente, foram transferidos dos microtubos (duplicata) para
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uma placa de 96 pocos, 200 pyL da mistura, e a leitura foi realizada a 405 nm em
espectrofotdmetro de microplaca (EIx800TM BioTek, Vermont). No controle, a solucéo
tampédo foi adicionada ao invés do extrato de colageno, e no branco, a solu¢do tampao foi
adicionada para substituir a enzima e o extrato. A acarbose em solucao aquosa foi utilizada
como controle positivo para a inibi¢cdo da atividade enzimatica nas concentra¢des de 500;
100; 50; 1; 0,5 e 0,25 mg / ml. Cada ensaio foi realizado em 20 segundos em duplicata e
triplicata na microplaca. A porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica na presenca
da amostra e acarbose foi calculada de acordo com a equagéo abaixo:
[(Ac — Ab) — (Aa/Aac — Ab)]

%Inibicao = (Ac — 4b) x 100

Onde:

Aa= Absorbancia da amostra (extrato + enzima+ substrato + Na,COs + 4gua);

Ab = Absorbancia do branco (tampéo + substrato + Na,COs + 4gua);

Ac= Absorbéancia do controle (-) (tampé&o + enzima + substrato + Na,COg3 + agua);

Aac= Absorbancia do controle (+) (acarbose + enzima + substrato + Na,COs3 + agua);

O fluxograma a seguir explica a andlise realizada:

Bovino (BH) Pescado (FH) Suino (PH)
\ )
|
Caracterizagdo Bioatividades
\ )
|
Composicédo Pl de I
fisicof)quin?lica hidrofobicidade T —
dos peptideos antioxidantes
_Perﬁ! _ Testes In vitro | -
aminoacidico Afividades

hipoglicémicas

Grau de hidrélise

Peptideos de colageno hidrolisado
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Figura 1. Fluxograma de procedimentos analiticos (Fonte: Autor)

3. Anélises estatisticas

Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente pelo programa
STATGRAPHICS, versdo Centurion XV.II por meio de Andlise de Variancia (ANOVA) e as
diferencas entre os grupos estudados foram analisadas por meio do teste de Tukey para
comparacao de médias ao nivel de significancia de 5% (p <0,05 ) A andlise de protecdo de
DNA foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.1. Programas.

4. Resultados e Discussfes

4.1. Andlises Fisico-quimica

Os resultados das analises fisico-quimicas dos hidrolisados de colageno sao
apresentados na Tabela 1. Embora as amostras tenham o mesmo teor de sélidos totais
(cerca de 92%), elas variaram em relacé@o ao teor de proteina. O hidrolisado de colageno
suino (PH) apresentou o maior percentual (97,2%), seguido do hidrolisado de peixe (FH)
com 96,6% e bovino (BH) com 94,3, respectivamente. Os coladgenos apresentaram em
média 7% de umidade e cinzas <1%, sendo que o hidrolisado bovino (BH) apresentou
maior porcentagem para ambos os fatores fisico-quimicos, embora menor teor de proteina
em relacdo aos demais.

Tabela 1. Andlises de umidade, cinzas, proteina em base seca para as amostras de

colageno hidrolisado comerciais de diferentes espécies.

Amostras Teor ,:jo(?[;g“dos Umidade Cinzas Proteina

g/100 g amostra

BH 92,25+0,06% 7,85+0,18* 1,11+0,005?% 94,37+0,06°
FH 92,67+0,06% 7,50+0,302  0,61+0,02° 96,63+0,06"
PH 92,92+0,42 7,07+0,02°* 0,25+ 0,004° 97,20+0,412

Sendo, BH: colageno hidrolisado bovino; FH: colageno hidrolisado de pescado; PH: colageno hidrolisado suino.
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05), referente a

leitura na vertical.
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A Tabela 2 mostra que as amostras de BH e FH apresentaram maior DH (8,7% e
8,1%, respectivamente), o que esta relacionado ao maior percentual de peptideos menores
gue 2 kDa. A amostra com PH apresentou a menor DH (6,1%) e, consequentemente, a
maior porcentagem de peptideos com peso molecular de 5-10 kDa em relacéo as demais,
representada por 5,3%. Portanto, observou-se que a maior DH esté relacionada a uma
maior quantidade de peptideos de menor peso molecular. Varios estudos afirmam que os
peptideos de baixo peso molecular tém maior potencial para atividade biolégica (Ahmed et
al., 2015; Ao e Li, 2012; Chi et al., 2014; Liu et al., 2012; Rabiei et al., 2019; Shazly et al.,
2019).

No entanto, a DH dos peptideos de colageno foi relativamente baixa quando
comparada a outras proteinas, variando de 8,7 a 6,1% nas diferentes amostras. Outros
estudos também mostraram valores de DH abaixo de 10%, confirmando a dificuldade das
enzimas em quebrar a estrutura da hélice tripla do colageno durante a hidrélise (Chi et al.,

2014; Jamdar et al., 2010).

Tabela 2. Grau de hidrélise e peso molecular dos colagenos hidrolisados comerciais de

diferentes espécies.

Amostra % GH %Peso Molecular*
0,3mg/mL | <1 kDa 1-2 kDa 2-5 kDa 5-10 kDa >10 kDa
BH 8,7+0,0102 11,6 62,5 24,3 11 0,5
FH 8,1+0,003? 9,2 56,7 32,9 0,9 0,2
PH 6,1+0,008° 7,9 48,9 37,7 5,3 0,1

Sendo, BH: colageno hidrolisado bovino; FH: colageno hidrolisado de pescado; PH: colageno hidrolisado suino.
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05), referente a

leitura na vertical. *Valores fornecidos pela indUstria de peptideos de colageno hidrolisado.

Neste estudo, o colageno foi obtido de uma empresa, portanto os autores néo

puderam obter informacbes sobre as enzimas e condicbes que foram utilizadas no
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processo de hidrdlise. No entanto, varios estudos tém mostrado que o tipo de enzima usada
para quebrar a proteina do colageno pode influenciar a eficacia da DH. O uso da enzima
subtilisina em hidrolisados de gelatina de pele bovina apresentou menor DH em relacao
aos nossos dados (6,57%) (Nufiez et al., 2020). Além disso, 0 uso das enzimas pepsina,
papaina e protease aumentou a DH no coladgeno de peixes em 10, 20 e 28%,
respectivamente (Hema et al., 2017). Em outro estudo com colageno de cabeca de peru,
DH variou de acordo com a mistura de enzimas: 5,07% (Alcalase / tripsina), 6,63%
(Alcalase / Flavourzyme) e 10,42% com a mistura de trés enzimas (alcalase, Flavorzyme
e tripsina) (Khiari et al., 2014). Além disso, um estudo com colageno bovino hidrolisado
concluiu que as taxas de clivagem de ligacdes peptidicas foram maiores com o uso de
alcalase e tripsina do que com saborzima (Feng e Betti, 2017).

Outros fatores que podem interferir na degradacéo do colageno sao as diferentes
fontes e espécies animais de onde vem o colageno. Neste estudo, os peixes hidrolisados
(FH) apresentaram menor DH e maiores peptideos em comparacdo com as outras duas
fontes. Outros estudos também observaram diferengas nas caracteristicas intrinsecas da
estrutura do colageno entre as peles bovina e suina, o que pode refletir no peso molecular
entre as amostras (Klein, Elen, 2016). Alguns autores observaram que as gelatinas de
peixe tinham peptideos de peso molecular inferior do que as gelatinas de porco e bovina
(Chiou et al., 2006; Muyonga et al., 2004).

4.2. Avaliagéo do perfil de aminoacidos totais e livres

Em relagdo a andlise dos aminoacidos totais (Tabela 3), todas as amostras
apresentaram elevados teores dos aminoacidos alanina (Ala), glicina (Gly), prolina (Pro),
hidroxiprolina (Hyp), &cido aspartico (Asp) e acido glutdmico (Glu ), confirmando estudo de
outros autores (Ao e Li, 2012; Bawn, 1987). Esses aminoacidos sdo caracteristicos
daqueles que fazem parte da estrutura tridimensional do colageno, que possui uma
unidade tripla repetida (Gly-XY), na sequéncia de aminoacidos, sendo X prolina (Pro) e Y

hidroxiprolina (Hyp) (Ferreira et al., 2012). Esses aminoacidos hidrofébicos sao
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responsaveis pela formacdo e estabilidade da estrutura especifica do colageno,
denominada hélice tripla, provavelmente devido aos aminoacidos envolvidos nas
interacbes hidrofébicas da proteina, ligacbes de hidrogénio e interacdo eletrostatica que
sdo responsaveis pela formacdo e estabilidade da a estrutura especifica do colageno,
denominada hélice tripla (DAMODARAN et al., 2018).

Considerando a bioatividade, os aminoacidos Pro e Gly, expressos
predominantemente em nossa amostra, estdo relacionados a estabilidade e regeneragéo
da cartilagem, apresentando efeitos benéficos ao organismo (Walrand et al., 2008). Além
disso, a glicina, um aminoacido alifatico muito presente em nossa amostra, participa da
sintese do tripeptideo glutationa (Glu-Cys-Gly) que desempenha papel fundamental nas
reacOes antioxidantes celulares.

Tabela 3. Distribuicdo de aminoacidos totais (g/100 g de aminoé&cidos totais) das amostras

comerciais de colageno hidrolisado.
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Aminoacidos

Peptideos Colageno

Totais
(9/1009) BH FH PH
Alifaticos
Alanina 8,75x0,04¢ 9,86+0,052 8,68x0,05¢
Glicina 20,53+0,18b¢  20,97+0,182bc 20,95+0,182bc
Isoleucina 1,45+0,01b 1,34+0,01°¢ 1,21+0,014
Leucina 3,03+0,01¢ 2,95+0,014 3,04+0,01bc
Valina 2,360,004 2,53+0,00¢ 2,56+0,00°
Aromaticos
Fenilalanina 1,80+0,08¢ 1,90+0,04bc 2,00+0,012b
Tirosina 0,86+0,04°b¢c 0,85+0,00¢ 0,96+0,062>
Hidroxilados
Serina 3,17+0,01¢ 3,26+0,01° 3,310,012
Treonina 1,79+0,00¢ 2,470,002 1,7240,00¢
Sulfurados
Cistina 0,16+0,00¢ 0,32+0,002 0,23+0,01°
Metionina 0,57+0,01¢ 1,20+0,002 0,84+0,02°
Acidos
Prolina 9,07+0,08 8,77+0,08¢ 9,25+0,08P
Hidroxiprolina 10,99+0,09b 9,54+0,064 11,24+0,162b
Acidos + amidas
Ac. Aspartico  5,94+0,03¢ 5,81+ 0,03¢ 6,06+0,01°
Ac. Glutamico 10,61+0,16bc  10,39+0,11¢ 10,83+0,022
Basicos
Arginina 8,21+0,01d 9,08+0,022 8,43+0,02¢
Histidina 1,12+0,00¢ 1,12+0,00¢ 1,16+0,002
Lisina 3,81+0,00¢ 3,82+0,00¢ 4,01+0,00°

*Sendo as amostras BH= colageno hidrolisado de bovino, FH= colageno hidrolisado de pescado e Amostra
PH= colageno hidrolisado suino. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste

de Tukey (p < 0,05), referente a leitura na horizontal. ND significa < 10mg/100 g.

Em relagdo aos aminoé&cidos livres, a amostra de FH apresentou a maior taxa de
liberacdo (484,9 mg / 100g) em comparacdo com as outras duas amostras BH (275,1 mg /
100g) e PH (186,6 mg / 100g), apresentando uma variacdo intrinseca da origem
dependente proteina. A maior proporcao de aminoacidos liberados na amostra de FH foram
alifaticos: alanina, glicina e isoleucina (48,2; 69,9 e 76,6 mg / 100g, respectivamente); a

treonina hidroxilada (62,2 mg / 100g) e os aminoacidos acidos prolina e hidroxiprolina
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(101,89 e 20,9 mg / 100g, respectivamente). Em relacdo a amostra BH, o aminoacido
predominante foi 0 aminoécido aromatico fenilalanina (75,9 mg/ 100g), enquanto a amostra
PH apresentou niveis elevados de cistina e do aminoacido &cido glutamico (26,5 mg /
100g9).

Estudos anteriores sobre peptideos de caseina demonstram que a presenca de
aminoacidos hidrofébicos pode aumentar a atividade antioxidante, porém com baixa
estabilidade gastrica apds digestao simulada (Xie et al., 2015). Os amino&cidos acidos com
cadeias laterais ionizaveis, principalmente presentes em FH e PH amostras, possuem uma
propriedade que proporciona um maior potencial antioxidante, conforme observado em
nossas analises de DNA superenrolado para FH e na atividade antioxidante in vitro do PH.
E importante lembrar que a variagdo dos aminodcidos livres em relacdo as fontes de
colageno também pode ser explicada por uma diferenca em relagdo as enzimas utilizadas
para a hidrélise, que podem reconhecer sitios diferentes na proteina.

Tabela 4. Distribuicdo de aminoéacidos livres (mg/100 g de aminoéacidos totais) das
amostras comerciais de colageno hidrolisado.

Aminoécidos Peptideos Colageno
(mg/100 g) BH FH PH
Alifaticos
Alanina ND®P 48,25 +0a NDb
Glicina 21,52 +0¢ 69,97 +02 20,14 +0¢
Isoleucina 24,70 +0d 76,64 +02 10,20 +0d
Leucina 16,10 +0b 30,50 +0P 29,00 +0P
Valina 25,68 +0P ND¢ NDe¢
Aromaticos
Fenilalanina 75,87 +02° 20,84 +0bc ND¢
Tirosina 21,4 +0c ND¢d 22,29 +Qpe
Hidroxilados
Serina ND2 ND2 NDa2
Treonina 27,67 +0bec 61,20 +02 32,95 #QP
Sulfurados
Cistina 30,82 +0ab 27,44 +0bc 34 +02
Metionina 16,13 +0¢° 21,74 0,02 17,14 +0¢°
Acidos
Prolina 14,98 +0¢ 101,85 +02 27,50 £0¢
Hidroxiprolina ND2 20,98 +0 ND2
Acidos +
amidas
Ac. Aspartico ND¢ 57,54 +02 22,19 +0b
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Ac. Glutamico 11,05 +0P 10,83 +0P 26,49 +02

Basicos
Histidina 23,77 0 40,42 £0° ND¢
Arginina ND2 ND2 ND?2
Lisina 14,43 0P NDd NDd

*Sendo as amostras BH= colageno hidrolisado de bovino, FH= colageno hidrolisado de pescado e Amostra
PH= colageno hidrolisado suino. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o
teste de Tukey (p < 0,05), referente a leitura na horizontal. ND significa < 10mg/100 g.

4.3. Perfil de hidrofobicidade

Os peptideos de colageno sédo consumidos como suplemento dietético porque séo
facilmente sollveis em agua e absorvidos pelo corpo. Portanto, foi considerado o perfil de
hidrofobicidade de amostras hidrolisadas de colageno de origem bovina (BH), peixes (FH)
e suina (PH). Em relagdo a andlise de hidrofobicidade, como esperado, todos os
hidrolisados apresentaram alta concentracdo de peptideos nas partes com menor
hidrofobicidade (baixa e intermediaria), confirmando a solubilidade em agua e / ou
solventes polares (Figura 2). O mesmo perfil de cromatograma foi observado por Zhang et
al. (2014) para o colageno bovino, que demonstrou picos unidos sem muita resolucéo
(Zhang et al., 2014). O estudo envolvendo a identificagdo de peptideos e sua sintese revela
gue um grande numero de aminoacidos e sequéncias resultam em agregacdes por atracao
de cargas, justificando a dificuldade de obtencéo de picos bem definidos. Além disso, como

resultado de sua unido, bandas sédo formadas nos produtos de sintese e cromatogramas

mais complexos (Hansen e Oddo, 2015).
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Figura 2. Perfil de hidrofobicidade de peptideos de colageno hidrolisados comerciais
obtidos a 214 e 280 nm. As separacdes foram realizadas em gradiente de 0 a 70% de TFA
em 0,04% de acetonitrila por 40 minutos, a uma taxa de fluxo de 1 mL / min. BH =

hidrolisado bovino; FH = hidrolisado de pescado e PH = hidrolisado suino.

4.4. Atividades antioxidantes

Os resultados dos ensaios do ORAC e do radical ABTS séo apresentados na
Tabela 5. Os hidrolisados suinos (PH) apresentaram maior potencial antioxidante na
reducdo do radical ABTS e da capacidade de absor¢édo do radical oxigénio (ORAC). A
resposta em relacdo ao método ORAC torna-se fisiologicamente relevante, visto que este

método reflete melhor as agfes antioxidantes in vivo (Pior, 2005). Além disso, observou-
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se gue os colagenos tiveram resultados superiores no ensaio ABTS realizado com
peptideos bioativos de galinha (Bezerra et al., 2020). O potencial antioxidante pode ser
influenciado por diversos fatores, como DH e composi¢cdo de aminoacidos. Embora o PH
tenha menor DH e peptideos de maior tamanho molecular, apresentou maior teor do
aminodcido tirosina (22,29 mg / 100g) quando comparado as demais amostras. A tirosina
€ um aminodcido aromatico que apresenta alto potencial antioxidante devido a sua
capacidade de doar hidrogénio (de Souza et al., 2019). Além disso, a presenca de Tyr nos
peptideos antioxidantes das sementes de Perilla foi essencial para a absor¢éo do radical
de oxigénio (ORAC), eliminacdo do radical ABTS e inibicdo da peroxidagdo do acido

linoléico (Hernandez-Ledesma et al., 2005).

Tabela 5. Capacidade antioxidante por ORAC e ABTS de peptideos de colagenos
hidrolisados comerciais de diferentes fontes (bovino, pescado e suino) na concentracao de
1000 ppm.

Ensaio Bovino (BH) Pescado (FH) Suino (PH)
(umol Trolox eq./g
amostra)
ORAC 33,06+1,41° 43,54+4,50° 67,08+4,232
ABTS 47,29+2,96° 51,57+1,33° 65,69+3,532

Diferentes letras para 0 mesmo método indicam que entre as amostras apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). N=3. Os resultados foram expressos em pumol Trolox eq./g
amostra) + DP.

Para completar o estudo antioxidante, foi avaliada a capacidade dos peptideos de
colageno hidrolisados de proteger o DNA superenrolado de espécies reativas de oxigénio
geradas pela degradacao térmica de AAPH. A oxidacdo do DNA plasmidico promove a
clivagem de uma de suas cadeias superenroladas de fosfodiéster, gerando uma forma
linear, aberta e relaxada, spgerindo dano a estrutura (Singh et al., 2009). Para este estudo,
foram utilizadas inicialmente concentracdes de 25.000 e 50.000 ppm de diferentes fontes

de colageno (bovino, peixe e suino). A Figura 3A demonstra que os testes com colagenos
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suinos nao protegeram o DNA superenrolado do agente oxidante (AAPH), uma vez que
uma banda de arrasto é observada no gel. Este resultado indica a degradagéo da estrutura
da superespiral do DNA. No entanto, peixes e colageno bovino protegeram parcialmente o
DNA superenrolado a 25.000 ppm, por serem semelhantes ao controle, sem arrastamento

da banda. No entanto, essa protecao ndo foi mantida na concentracdo méaxima de 50.000

ppm.

Em relacdo aos resultados positivos do colageno de peixe, sua atividade
antioxidante foi confirmada na concentragdo de 30.000 ppm (Figura 3B). A protecéo da
banda superenrolada de DNA foi mantida tanto na presenca (39,51%) quanto na auséncia
de AAPH (96,36%) nos peptideos de colageno (Figura 3C). Vale ressaltar gue mesmo na
presenca de AAPH, o hidrolisado de peixe protegeu a banda superenrolada da degradacgéo
total, apresentando uma diferenca significativa na prote¢cdo da banda superenrolada do

DNA plasmidico, que pode ser considerada um agente antioxidante do DNA plasmidico.

N&o ha estudos de peptideos de coldgeno hidrolisados em relacéo a protecdo do
DNA superenrolado. Outros estudos também demonstraram efeito protetor contra DNA
superenrolado, porém com outros tipos de peptideos derivados de caseina bovina e farinha

de castanha de caju (Shazly et al., 2019; Sisconeto Bisinotto et al., 2021).

A B

-+ - + - + - + - ¥+ - + - ¥

Ctl Suino Bovino Pescado Suino Bovino Pescado Ctl Pescado Ctl Pescado Ctl Pescado

25.000 50.000 30000
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Figure 3. A- Avaliag&o do efeito protetor de trés colagenos hidrolisados de diferentes fontes
e acido gélico (controle positivo) ao DNA, os dados foram analisados usando o programa
ImageJ, n = 1; B- Colageno de peixe hidrolisado na concentracdo de 30.000 ppm
comparado a um controle positivo (acido galico), n = 3. Os valores C foram expressos em
triplicado como média, n = 3. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do teste t,
no software Prism, com **** <0,0001 para uma diferenca significativa. Os sinais + e -

indicam a presenca ou auséncia de AAPH.

5. Avaliagdo da Inibicdo da Atividade Hipoglicémica

Para avaliacéo da atividade hipoglicemiante foi testada a capacidade dos peptideos
de colageno em inibir a enzima a-amilase (Fig. 4a). Os resultados foram comparados com
o inibidor especifico da enzima, a acarbose usada como controle positivo. Foram avaliadas
as concentracdes de peptideo de 100 pg/mL e 1000 pg/ml, sendo que a menor
concentracdo resultou em maior porcentagem de inibicdo. As trés fontes de colageno
apresentaram porcentagem de inibicdo préximas a 15,5%, sendo ainda inferiores ao
controle positivo, o qual inibiu a enzima em torno de 60% (p<0,05) na concentracdo de
1000 pg/ mL. Portanto, os valores de inibicdo encontrados nas concentragdes avaliadas
neste estudo foram relativamente baixos quando comparados a extratos vegetais
apresentados pela literatura (Kim et al., 2005; Ranilla et al., 2010; Ohara et al., 2021,

WANG et al., 2018)
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Para o ensaio de inibicdo da enzima a-glicosidase, o resultado da concentracdo da
amostra em relacdo a porcentagem de inibicdo foi semelhante ao comportamento da
amilase. As menores concentracdes de hidrolisados (100 pg/mL) resultaram em maior
porcentagem de inibicdo. A porcentagem de inibicdo foi equivalente entre as trés fontes de
colageno hidrolisado. O colageno de pescado apresentou inibicdo de 14,8%, ndo diferindo
estatisticamente do colageno bovino e suino, com 10,4% e 10,9%, respectivamente.
Porém, neste ensaio o controle positivo também mostrou menor atividade sobre a enzima,
sendo de apenas 33% (p< 0,05) sua inibi¢éo (Figura 4b). Neste caso, podemos afirmar que
em relagdo a atividade inibitoria do controle positivo, a amostra de colageno hidrolisado de

pescado atingiu 50% deste valor.
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Figura 4. a) Porcentagem de inibicdo do colageno hidrolisado de diferentes fontes sobre a
enzima a-amilase; b) Porcentagem de inibicdo do extrato de coldgeno hidrolisado de
diferentes fontes sobre a enzima a-glicosidase. Os valores foram expressos em média de
triplicata, n=3. A,b,c: Diferenca significativa entre as concentracdes da amostras, pelo teste

Tukey (p< 0,05).

Nossos resultados mostram a a¢ao hipoglicemiante dos peptideos de colageno pela
primeira vez na literatura, porém existem outros estudos com peptideos de origem vegetal
(casca de pinheiro; sementes de jameldo; flores secas de Ranawara; teaflavinas e
catequinas presentes em chas verdes e pretos; antocianinas de framboesas; elagitaninos
presentes nos morangos; pé de acai; extratos de folhas de oliveira; clorofila; feijao;
lentilhas) que indicaram maior inibicdo das enzimas a-amilase e a-glicosidase (Kim et al.,
2005; McDougall et al., 2005; Shinde et al., 2008; Lee et al., 2010; Koch and Deo, 2016;

Magro et al., 2019; Ohara et al., 2021)(ABESUNDARA et al., 2004).

Estudos sugerem que a forma de inibicdo da a-amilase pancreatica suina seja de
forma competitiva, enquanto que para a-glicosidase de S. cerevisiae seria ndo competitiva,
além de que para a acarbose também é um mecanismo de inibicdo competitiva com essas
enzimas (Kim et al., 2005) MULLER et al.,1980; KIM et al.,1999). Ademais, a inibicdo pode

variar de uma enzima para outra na mesma concentragdo de amostra.

5. Concluséao
Os coladgenos hidrolisados apresentaram elevado conteddo proteico com tipico perfil
aminoacidico independente da espécie animal. Os peptideos apresentaram baixo peso
molecular, contudo com baixa porcentagem de grau de hidrélise, provavelmente devido a
complexidade estrutural da matéria prima. A atividade antioxidante foi encontrada em todos
os hidrolisados de colageno, porém com variacdo em relacdo a espécie de origem do

colageno, bem como em relacdo a técnica antioxidante testada. O PH mostrou-se mais

81



efetivo em relacdo a técnica DPPH e ORAC, enquanto o coladgeno FH apresentou
significativa protecdo ao DNA. Além disso, pela primeira vez foi mostrado a atividade
inibitéria dos hidrolisados de colageno em relacdo as enzimas gastrointestinais
hipoglicemiantes. Portanto, os resultados confirmam que a fonte do colageno nativo pode
influenciar na funcionalidade dos peptideos de colagenos hidrolisados, provavelmente
devido a sua variacdo na composicdo aminoacidica e presenca de aminoacidos

antioxidantes.
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