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RESUMO. Colagenases sdo grupos de enzimas capazes de clivar a tripla-hélice do
coladgeno ndo tendo agdo sobre outro tipo de proteina. S&o obtidas a partir de uma vasta
gama de fontes, tais como tecido animal e vegetal. Uma fonte promissora na atualidade é a
partir de residuos negligenciados do processamento do pescado, tais como visceras internas
(intestino). Esta revisdo objetivou realizar um levantamento quantitativo da producéo
cientifica relacionada a colagenase do pescado, bem como dissertar sobre as principais
caracteristicas bioquimicas e aplica¢fes industriais dessa protease, com énfase nas
colagenases extraidas a partir de organismos aquaticos. Dessa forma, através de andlise do
Scopus, no periodo de 1963 a 2016, foram detectadas 274 citagdes ao termo “collagenase
fish”. A produgdo cientifica pertinente a colagenase do pescado esta intrinsicamente
relacionada a necessidade industrial de fontes alternativas dessas proteases colagenoliticas,
devido sua extensa aplicagdo industrial, tais como nos segmentos alimenticios, biomédicos,
terapéuticos e téxtil.

Palavras chave: Biotecnologia, enzimas, pescado, protease, residuos

Fish collagenases and its industrial applications

ABSTRACT. Collagenases are a group of enzymes capable of cleaving the triple-helix
collagen, having no action on another type of protein. They are obtained from a wide range
of sources, such as animal and plant tissue. A promising source at present is from neglected
fish processing residues, such as internal viscera (intestine). This review aimed to quantify
the scientific production related to fish collagenase, as well as to discuss the main
biochemical characteristics and industrial applications of this protease, with emphasis on
collagenases extracted from aquatic organisms. Thus, through analysis of Scopus, from
1963 to 2016, 274 citations were detected to the term "collagenase fish". The scientific
production relevant to fish collagenase is intrinsically related to the industrial need for
alternative sources of these collagenolytic proteases, due to their extensive industrial
application, such as in the food, biomedical, therapeutic and textile segments.

Keywords: Biotechnology, enzymes, fish, protease, residues

Colagenasas do pescado y sus aplicaciones industriales

RESUMEN. Las colagenasas son grupos de enzimas capaces de escindir la triple hélice
del colageno sin accidn sobre otro tipo de proteina. Se obtienen de una amplia variedad de
fuentes, tales como tejidos de plantas y animales. Una fuente prometedora actualmente es
a partir de residuos no utilizados del procesamiento de pescado, tales como las visceras
internas (intestino). Esta revisién tuvo como objetivo realizar un estudio cuantitativo de la
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produccion cientifica relacionada con la colagenasa de pecescados, asi como detalles sobre
las principales caracteristicas bioquimicas y las aplicaciones industriales de esa proteasa,
con énfasis en la colagenasa extraida de los organismos acuéticos. De este modo, mediante
el andlisis de Scopus en 1963 a 2016, se detectaron 274 citas con el término "collagenase
fish". La produccién cientifica pertinente a colagenasa do pescado esta intrinsecamente
relacionada a la necesidad industrial de fuentes alternativas de estas proteasas
colagenoliticas, debido a su amplia aplicacion industrial, tales como en los segmentos de
alimenticios, biomédicos, terapéutica y textiles.

Palabras clave: Biotecnologia, enzimas, pescado, proteasa, residuos

Introducéo

O mercado global de enzimas deve crescer em
média 4,6% até 2020, passando de US $ 5,78
bilhdes em 2015 para US $ 7,2 bilhdes em 2020.
Este mercado inclui enzimas usadas em aplicacdes
industriais (alimentos e bebidas, produtos de
limpeza, a producdo de biocombustiveis, racdo
animal e outros mercados) e aplicacdes especiais
(pesquisa e biotecnologia, diagnosticos e
biocatalisadores).  Alimentos e  bebidas
continuardo a ser o maior mercado para as
enzimas, com ganhos impulsionados pelo
aumento do consumo de produtos que contém
enzimas em regides em desenvolvimento
(Bussiness Standard, 2016). O potencial brasileiro
para uso de enzimas é bastante atraente para o
setor agroindustrial, podendo gerar novos
empregos e reduzir gastos com importacdo, uma
vez que s6 em 2005 o pais importou mais de
3.295.845 kg de enzimas industriais e produtos
relacionados (Politzer and Bon, 2006). As
proteases sdo uma das principais enzimas com
atuacdo industrial, junto com as amilases, lipases,
celulases, xilanases e fitases (Mussatto et al.,
2007).

Colagenases sdo proteases que fazem parte de
um grupo de enzimas de importancia vital,
sobretudo, do ponto de vista fisiol6gico, atuando
na manutencao e regeneracao de 6rgaos e tecidos;
além de sua extensa aplicabilidade biotecnoldgica.
Enzimas que apresentam a propriedade
colagenolitica também sdo capazes de hidrolisar
as ligagdes peptidicas de varios tipos de colageno.
Sdo de consideravel importadncia na medicina
humana e veterinaria (Rao et al., 1998, Watanabe,
2004, Lima et al., 2015). Esta revisdo objetivou
realizar um levantamento quantitativo da
producéo cientifica relacionada a colagenase do
pescado, bem como dissertar sobre as principais
caracteristicas  bioquimicas e  aplicagdes
biotecnoldgicas dessas proteases, com énfase em
enzimas extraidas a partir de organismos
aquaticos.

Metodologia

A presente revisdo foi subdividida em dois
momentos: 1. Levantamento da producgdo
cientifica a partir do termo “collagenase fish”
(colagenase de pescado), durante o periodo de
1963 a 2016, na base de dados Scopus
(https://www.scopus.com/), identificando quais 0s
principais anos, autores e tipos de documentos
(incluem-se artigos, publicacbes em livros,
capitulos ou outros, desde que correlacionadas
com as palavras-chaves) quantificando o total de
publicacbes; 2. Revisdo bibliogréafica sobre as
principais caracteristicas bioquimicas e aplicacdes
biotecnoldgicas das colagenases, com énfase nos
segmentos alimenticio, terapéutico e téxtil, a partir
da base de dados Science  Direct
(http://www.sciencedirect.com/), PubMed
(Http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e Google
académico (https://scholar.google.com.br/), sem
restri¢do de periodo e tipo de documento.

Evidéncias cientificas: Colagenase de pescado

De acordo com a base de dados do Scopus, no
periodo de 1963 até 2016, foram detectadas 274
citacdes ao termo “collagenase fish”, referindo-se
as colagenases de organismos aquaticos. De
acordo com a figura 1, o na ode 2012 foi o que
apresentou 0 maior namero de publica¢bes, com
18 no total, representando 6,6% do total de
publicacbes. Dentre o0s autores com maiores
nimeros de publicacdes, destaca-se Thomas A.
Braunbeck, com 2,19% do total de publicacdes
nesse mesmo periodo, como ilustrado na figura 2.
No concernente aos principais meios de
publicaces, a revista Biochemistry, Genetics and
Molecular Biology, com um total de 161
documentos, representando cerca de 58,8% do
total de publica¢Bes, como ilustrado na figura 3.
Por fim, foi verificado que o entre os tipos de
documentos, o principal meio de divulgagéo foi
através de artigos, como ilustrado na figura 4,
representando 90,9% do total de publicactes
acerca do tema.
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Figura 1. Producdo cientifica relacionada ao termo
“colagenase de pescado” no periodo de 1963 a 2016. Fonte:
Scopus.

Figura 2. Produgdo cientifica por autor relacionado ao termo
“colagenase de pescado” no periodo de 1963 a 2016. Fonte:
Scopus.
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Figura 3. Producéo cientifica por veiculos de publicacfes
relacionados ao termo “colagenase de pescado” no periodo de
1963 a 2016. Fonte: Scopus.
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Figura 4. Principais tipos de divulgacdes relacionadas ao
termo “colagenase de pescado” no periodo de 1963 a 2016.
Fonte: Scopus.
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Caracteristicas bioquimicas da colagenase

Colagenases (EC 3.4.24.7) sdo um grupo de
enzimas capazes de clivar o colageno nativo ou
desnaturado (Figura 5) em condigdes fisiologicas
de pH e temperatura, in vivo e in vitro (Teruel and
Simpson, 1995, Zimmer et al., 2009, Daboor et al.,
2010), ndo apresentando atividade para qualquer
outra proteina. Quando a molécula do colageno é
desnaturada, torna-se susceptivel a hidrolise por
outras proteases, como tripsina e quimotripsina,
por exemplo, (Teruel and Simpson, 1995).

COLAGENO

l COLAGENASE
FRAGMENTOS DE
COLAGENO

l PROTEASE COLAGENOLITICA

-—
—— et
—

PEPTIDOS DE COLAGENO

Figura 5. Clivagem do colageno por protease colagenolitica.

A forma ativa da colagenase é obtida através da
destruicdo de um inibidor ligado a enzima
(enddgeno) ou por clivagem de um zimogénio
(Daboor et al., 2010). As metalocolagenases sdo
secretadas como procolagenases (uma pro-enzima
inativa), sendo necessario a atuagdo de ativadores,
dentre os quais os mais utilizados para esta
conversdo sdo o 4-aminofenilmercurico (Daboor
et al., 2010), tripsina (Shinkai et al., 1977) e
tiocianato de sédio (ou de potassio) (Daboor et al.
2012, Daboor et al., 2010).

Woessner (1977) observou que a tripsina
reforcou a atividade da colagenase em quase 30%.
Por a tripsina ser considerada um ativador potente,
supBe-se que a ativacdo do seu zimogénio
(tripsinogénio) em sua forma ativa, indiretamente,
possa ativar as colagenases presentes no meio.
Ainda, foi proposto por Freitas-Junior et al. (2012)
um processo de aquecimento do extrato bruto
enzimatico (EBE) como forma de ativagcdo do
zimogénio e desnaturagdo de proteases que
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apresentem baixa resisténcia térmica,
permanecendo, dessa forma, apenas as proteases
resistentes a temperaturas elevadas por longos
periodos de tempo. Dessa forma, teoriza-se que as
proteases que apresentam a propriedade
colagenolitica possam suportar o binbmio tempo x
temperatura por longo periodo.

A tabela 1 apresenta os pardmetros cinéticos e
a sensibilidade a ativadores e inibidores de
algumas colagenases de pescado. Em laboratério,
as colagenases podem ser determinadas através de
métodos colorimétricos, fluorescentes, radioativos
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e/ou viscosimétricos (Daboor et al., 2010). Os
colorimétricos sdo os mais empregados, através do
uso da ninhidrina (Daboor et al., 2010) e do
azocoll em micro-organismos (Lima et al., 2015,
Rosso et al., 2012). A primeira detecta
aminodcidos e peptideos liberados pela
degradacdo do colageno (Park et al., 2002, Kim et
al., 2002, Daboor et al., 2010), enquanto a segunda
é um colageno insollvel que esta ligado a um azo-
corante vermelho brilhante e tem sido utilizado na
determinacdo da colagenolitica de proteases
(Chavira et al., 1984, Lima et al., 2009, Rosso et
al., 2012).

Tabela 1. Constante de Michaelis-Menten e sensibilidade a ions metalicos

Organismo Nome cientifico Km* Vimax** Inibidores Ativadores  Referéncia

(Mm) )
Micro-organismo Bacillus licheniformis  0.26 0.27 Fe?*, Mg?*, Mn2* Ca?t, Cu?* Baehaki et al. (2012)
Pescado Thunnus thymus 3.82 851.5 Zn% Li*, Na*, Ca>* Byun et al. (2002)
Pescado Novoden modestrus ND ND Hg?*, Zn?*, Ni®* Ba?*, Ca%*, K* Kim et al. (2002)
Micro-organismo Bacillus cereus 1.31 1254  Cu?, Mn?*, Fe?* Ca?*, Zn®", Mg?* Liu et al. (2010)
Pescado Scomber japonicus 1.1 2.34 Hg?*, Zn?* FeZ*, Cd?*, Sn%* Park et al. (2002)

*Km = concentracao de substrato na qual a reacdo acontece na metade da velocidade méaxima;

**\/max = velocidade maxima.
ND - ndo determinado.

Além dos inibidores metélicos, colagenases
também sdo susceptiveis a inibidores naturais e
sintéticos, tais como o B-mercaptoetanol, &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(Kristjansson et al., 1995, Teruel and Simpson,
1995, Roy et al., 1996, Kim et al., 2002, Park et
al., 2002, Daboor et al., 2010) e o inibidor de
tripsina de soja (SBTI) (Daboor et al., 2012).

de pH e temperatura para colagenases do pescado
em comparagdo com outras fontes (micro-
organismos e planta). Proteases colagenoliticas
obtidas a partir de espécies de peixes e
invertebrados exibem atividade O6tima em pH
fisiologico. Para a maioria das espécies aquaticas,
esse pH situa-se numa faixa entre 6,0 e 8,0 (Park
et al., 2002, Kim et al., 2002, Daboor et al., 2010).

Enzimas colagenoliticas podem ser extraidas a
partir de uma variedade de técnicas (Figura 6) que
utilizam diferentes sistemas de tampao (tris-HCI,
bicarbonato de sédio, cloreto de calcio e
cacodilato) (Daboor et al., 2012, Daboor et al.,

A estabilidade enzimética as varia¢Ges de pH foi
reportada para espécies aquaticas (peixes,
crustaceos, esponjas), variando entre 5,0 a 10,0, a
escala de recuperacdo de atividade (Kristjansson
et al., 1995, Teruel and Simpson, 1995, Lima et

2010).

O perfil eletroforético é muitas vezes
empregado para estimar sua massa molar (Park et
al., 2002, Kim et al., 2002, Wu et al., 2010a) que
sofre variacdo em relacdo ao tipo de enzima e a
sua origem (Byun et al., 2002, Park et al., 2002,
Kim et al., 2002, Wu et al., 2010a, Daboor et al.,
2012, Duarte et al., 2014).

Fatores que afetam a atividade enzimatica

Proteases com propriedades colagenoliticas
apresentam pequenas diferencas em suas
caracteristicas fisico-quimicas, quanto ao pH e a
temperatura (Teruel and Simpson, 1995, Daboor
etal., 2010). Atabela 2 ilustra as condi¢Bes 6timas

al., 2009, Mukherjee et al., 2009, Murado et al.,
2009, Wu et al., 2010a, Hayet et al., 2011, Souchet
and Laplante, 2011).

A temperatura € um fator limitador para
proteases menos sensiveis e funciona como
ativador de  proteases que  convertem
procolagenases. Colagenases isoladas a partir de
subprodutos de peixes marinhos tém evidenciado
atividade em uma faixa de temperaturas,
dependendo do tecido e das espécies das quais elas
foram isoladas (Daboor et al., 2010), embora a
faixa relatada até entdo esteja entre temperaturas
20 °Ce 60 °C (Kim et al., 2002, Park et al., 2002,
Daboor et al., 2012, Daboor et al., 2010, Wu et al.,
2010a, Hayet et al., 2011).
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Visceras  negligenciadas Etapas de maceragdo e : z
(intestino,  estomago, homogeneizagéo Etapas de centrifugacdo
coragdo, figado, pancreas, (Tris-HCI 0,05M pH 7.5, > E&%OOO g por 30 min. a
etc.) contendo 5mM CaCl,) )
7 |
5 Etapa de pré-purificacio Etapas de purificagao:
(Péogu)gao LD UG AL p. . p~ . ¢ ——| cromatografias debaixa,
o (precipitacao) média e alta resolucéo
| |
Colagenase purificada Aplicacio industrial:
(caracterizagio fisico- Processo de imobilizagdo ——| alimentos, téxtil, couro,
quimica) biomédica.

Figura 6: Etapas simplificadas para obtencdo/extracéo de colagenase a partir de visceras negligenciadas de peixes. No caso da
indUstria téxtil ndo se faz necessario que haja alto grau de purificagdo e imobilizacdo, sendo dispensadas as demais etapas. A
indUstria farmacolégica e de alimentos necessita de uma enzima com alto grau de pureza e que tenha passado por todos os
testes antimicrobianos e antioxidantes, sendo necessarias todas as etapas (exceto a de imobilizagdo, uma vez que é uma

tecnologia altamente eficiente e desejada, porém ndo é indispensavel).

Tabela 2. Fatores que afetam a atividade colagenolitica

Organismo Nome cientifico pH Temperatura Referéncia

Peixe Novoden modestrus 8,0 55°C Kim et al. (2002)

Peixe Pagrus major 8,0 40°C  Wu et al. (2010a)
Micro-organismo Bacillus pumilus 75 45°C  Wu et al. (2010b)

Peixe Sardinella aurita 8,0 60°C Hayet et al. (2011)
Micro-organismo Bacillus cereus 8,0 40°C  Liuetal. (2010)
Micro-organismo Bacillus subtilis FS-2 9,0 50°C  Nagano and To (2000)
Micro-organismo Klebsiella pneumoniae 6,0 37°C  Suphatharaprateep et al. (2011)
Micro-organismo Céndida albicans 8,2 45°C  Lima et al. (2009)
Micro-organismo Bacillus licheniformis 7,0 50°C Baehaki et al. (2012)
Planta Ficus carica 8,0 60°C Raskovic et al. (2014)
Micro-organismo Bacillus stearothermophillus 9,0 50°C  Limaetal. (2015)

Esponja Rhopaloeides odorabile 50 30°C  Mukherjee et al. (2009)
Peixe Raja clavata 6,0 40°C  Murado et al. (2009)

Peixe Gadus morhua 8,0 50°C  Kiistjansson et al. (1995)e
Caranguejo Carcinus maenas 7,0 30°C  Royetal. (1996)

Peixe Pseudopleuronectes americanus 75 40°C  Teruel and Simpson (1995)
Peixe Thunnus thymus 75 55°C  Byun et al. (2002)
Camaréo Macrobrachium rosenbergii 7,0 60°C  Sriket et al. (2011)

Peixe Scomber japonicus 75 55°C  Park et al. (2002)

Camarao Chionoecetes opilio 8,0 40°C Souchet and Laplante (2011)
Mix de pescado Mistura de residuos (cabega, barbatana, cauda etc.) 7,5 35°C  Daboor et al. (2012)

Fontes de colagenases

1995, Kim et al., 2007, Duarte et al., 2014). Outras

fontes microbianas ja foram

A principal fonte de colagenase empregada na
inddstria é de origem microbiana a partir do
Clostridium histolyticum (Teruel and Simpson,

reportadas na

literatura, como as obtidas a partir de C. albicans
(Lima et al., 2009), Penicillium aurantiogriseum
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(Rosso et al., 2012, Lima et al., 2013), Bacillus
pumilus (Wu et al., 2010b), B. cereus ((Liu et al.
2010) e B. licheniformis (Baehaki et al., 2012). A
afinidade por varios sitios ao longo da cadeia de
coldgeno torna as colagenases de fontes
microbianas uma das mais utilizadas. Apesar
disso, a viruléncia de bactérias patogénicas
produtoras deste tipo de enzima é uma grande
desvantagem, a medida que suas aplicacfes sdo
em locais de mobilizacdo imunolégica (Duarte et
al., 2014).

Colagenases a partir de fontes vegetais também
ja foram citadas na literatura cientifica, tal como a
descrita por Kim et al. (2007) e Raskovic et al.
(2014). No entanto, espécies de peixes e
invertebrados tem sido objeto de investigagdo por
possuirem fontes vasta e disponiveis de
colagenases e/ou de enzimas que apresentam a
propriedade de clivar o coladgeno nativo ou seus
fragmentos, como as descritas por Teruel and
Simpson (1995), Roy et al. (1996), Teruel (1997),
Park et al. (2002), Kim et al. (2002), Wu et al.
(2010a), Daboor et al. (2012).

Pelo reaproveitamento dos subprodutos do
processamento da indUstria do pescado, a
colagenase tem sido investigada a nivel de figado,
estdmago, intestino, eventualmente parte anterior
e posterior, dos cecos piléricos, quando se fazem
existentes, pancreas ou do hepatopancreas e da
gordura mesentérica (Bertuzzi et al., 2009,
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Classificagédo das colagenases

Do ponto de vista fisioldgico, as proteases
colagenoliticas sdo agrupadas em dois grupos,
com descritos na figura 7: (1) metalocolagenases,
sdo as colagenases de vertebrados ou designadas
de verdadeiras; e (2) serinocolagenases, as vezes
chamadas de falsas colagenases, sdo as
serinoproteases que exibem a caracteristica de
clivar a parte ndo helicoidal do colageno.

COLAGENASES
o
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Figura 7: Classificagdo das colagenases.

Metalocolagenases

Metalocolagenases sdo endopeptidases da
familia das metaloproteinases (MMPs), que
promovem a degradacdo da matriz extracelular,
também conhecidas como matrixinas ou
colagenases de vertebrados. Todos 0os membros
dessa familia sdo secretados como pré-enzimas
ligadas a membrana (Cawston, 1996, Brinckerhoff
and Matrisian, 2002, Greenlee et al., 2007,
Murphy and Nagase, 2008, Tallant et al., 2010).

Yoshinaka et al., 1976, Yoshinaka et al., 1977,
Yoshinaka et al., 1978).

Yoshinaka et al. (1978) verificaram qual seria
o0 local de producdo de colagenase em diferentes
6rgdos que compdem o sistema digestivo (figado,
estbmago, intestino delgado, mesentério) de
diferentes espécies de peixes subtropicais, tais
como nas espécies Sardinops melanosticta, Salmo
gairdnerii, Cyprinus carpio, Parasilurus asotus,
Anguilla japonica e Seriola quingquerdiota. Dentre
as visceras analisadas pelos autores, o estdbmago
foi a que apresentou a menor atividade
colagenolitica, quando comparado as demais
visceras, ou mesmo ndo demonstrou nenhuma
atividade, dependendo da espécie. Uma das
explicacbes para esse fato € a variabilidade
morfolégica do aparelho digestivo de peixes,
diferindo das porcGes do intestino que sdo sempre
ricas em colagenases. Soma-se a isso, 0 habito
alimentar, uma vez que espécies carnivoras
tendem a necessidade de digerir o colageno da
alimentag&o (Seixas Filho, 2003).

Essas pro-enzimas sdo liberadas por neutrdfilos,
mondcitos, macrofagos, fibroblastos e, além disso,
também podem ser secretadas pelas células
tumorais em resposta a uma variedade de
estimulos, tais como processos cicatriciais e
tumorais. Apresentam massas molares entre
30.000 e 150.000 Da. Como todos os membros das
MMPs, sdo enzimas Zn?* dependentes, sendo
inibidas por qualquer quelante que se ligue a esse
fon, tendo a necessidade do Ca?* para manutengéao
da sua estabilidade (Jung and Winter, 1998,
Daboor et al., 2012, Daboor et al., 2010). Apenas
as MMP 1, 8, 13, 14 e 18 possuem a atividade de
decompor os tipos de colageno nativo de cadeia
tripla 1, 11, 111, V1l e X (Daboor et al., 2010, Tallant
et al., 2010, Aradjo et al., 2011). Sdo usualmente
recuperadas de tecidos animais e de subprodutos
do processamento do pescado, tais como 0ssos,
barbatanas, peles e do hepatopancreas de
caranguejos marinhos (Bracho and Haard, 1995,
Brinckerhoff and Matrisian, 2002, Daboor et al.,
2010).
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Metaloproteinases podem ser divididas em: (1)
colagenases verdadeiras, que clivam a tripla hélice
do colageno num Udnico local ao longo das trés
cadeias, dando origem a produtos de 3/4 e 1/4 do
comprimento da molécula original (MMP-1, 8 e
13); (I1) gelatinases, que tém como alvo colagenos
desnaturados e gelatinas (MMP-2 e 9); e (Ill) as
estromelisinas, que tém uma ampla especificidade
e podem degradar os proteoglicanos (MMP-3, 7 e
10), matrilisinas (MMP-7 e 26), MMPs tipo
membrana (MMP-14, 15, 16, 17 e 24) e outras
MMPs 3, que sdo classificadas pela especificidade
ao substrato e, especialmente, de acordo com sua
estrutura (Cawston, 1996, Greenlee et al., 2007,
Murphy and Nagase, 2008, Tallant et al., 2010,

Aradjo et al., 2011). Enzimas dessa matriz
participam de processos fisioldgicos que
envolvem reparacdo tecidual durante a

implantacdo do blastocisto, ovulagdo, pds-parto e
involucdo pos-lactacdo, a reabsorcdo 0ssea,
cicatrizagdo de feridas. Essa capacidade de
processamento também é necessaria durante a
embriogénese e angiogénese (Tallant et al., 2010).

A participacdo das metaloproteinases em
diversos eventos bioldgicos deve-se ao fato de que
elas podem influenciar o comportamento celular
através de algumas acfes, como clivagem de
proteinas que fazem a adesdo célula—célula,
liberacdo de moléculas bioativas na superficie
celular ou por clivagem de moléculas presentes na
superficie celular, as quais transmitem sinais no
ambiente extracelular (Cawston, 1996, Araujo et
al., 2011). Para que ocorra a catélise, sdo
necessarios substratos que incluem outras (proé)-
proteases, inibidores de protease, fatores de
coagulacdo, peptideos antimicrobianos, moléculas
de adesdo, fatores de crescimento, hormonios,
citosinas, bem como os seus receptores e proteinas
de ligagdo. Os substratos de metaloproteinases
clivam o montante de residuos hidrofébicos,
tipicamente leucina (Murphy and Nagase, 2008,
Tallant et al., 2010). A desregulacdo das
metaloproteinases pode dar origem a degradagéo e
patologias decorrentes. Isto ocorre durante a
inflamacdo, ulceracdo, artrite, periodontite,
doenca cardiovascular, fibrose e enfisema. Outras
consequéncias da atividade metaloproteinase
desregulamentada incluem processos associados
ao cancer, como tumorigénese e
neovascularizagdo tumoral, invasdo e metéstase,
assim como apoptose, ativacao de defesa intestinal
e patologias do sistema nervoso, tais como
acidente vascular cerebral e doenca de Alzheimer
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(Murphy and Nagase, 2008, Tallant et al., 2010,
Araujo et al., 2011).

Serinocolagenases

As serinocolagenases ou serinoproteases
colagenoliticas, como todas as serinoproteases,
contém um residuo de serina no seu sitio catalitico.
Estas enzimas sdo Ca?* dependentes, apresentando
massa molar variando entre 24.000 a 36.000 Da,
estando muitas vezes associadas a Orgaos
digestivos, principalmente, intestinos e cecos
(Yoshinaka et al., 1976, Yoshinaka et al., 1977,
Yoshinaka et al., 1978, Kristjansson et al., 1995,
Kim et al., 2002, Park et al., 2002, Seixas Filho,
2003, Murado et al., 2009). Podem ser
exopeptidases, endopeptidases, oligopeptidades e
em grupos y-peptidases. S&o geralmente ativas
em pH alcalino e neutro, com um pH 6timo entre
7 e 11 (Rao et al., 1998, Daboor et al., 2010).

Enzimas do grupo das serinocolagenases sao
capazes de clivar a tripla hélice do colageno dos

tipos I, 1l e 11, e muitas vezes estdo envolvidas
com a producdo de horménios, degradacdo de
outras proteinas, coagulacdo sanguinea e

fibrindlise (Daboor et al., 2010). Serinoproteases
colagenoliticas ja foram isoladas a partir de
visceras digestivas, musculo e de residuos gerais
do processamento do pescado (aglomerado com
cabeca, barbatanas, cauda, visceras digestivas,
reprodutivas), tais como o0s descritos por
Turkiewicz et al. (1991) para Euphausia superba,
Kristjansson et al. (1995) para G. morhua, Teruel
and Simpson (1995) para P. americanus, Roy et
al. (1996) para C. maenas, Byun et al. (2002) para
T. thymus, Kim et al. (2002) para o N. modestrus,
Park et al. (2002) para S. japonicus, Mukherjee et
al. (2009) para R. odorabile, Murado et al. (2009)
para R. clavata, Wu et al. (2010a) para P. major,
Hayet et al. (2011) para S. aurita, Souchet and
Laplante (2011) para Chionoecetes opilio e Sriket
et al. (2011) para Macrobrachium rosenbergii.

Visceras digestivas de peixes sdo fontes tanto
de serino quanto de metalocolagenases, todavia, a
maioria dos estudos tém se concentrado em
glandulas digestivas como fonte das colagenases
portadoras do grupo serino. De tal modo, 0s
residuos de tecidos, além das glandulas digestivas,
podem servir como um valioso e promissor
manancial de moléculas biologicamente ativas
para aplica¢bes biotecnoldgicas (Daboor et al.
2010).
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Aplicagdes industriais da colagenase

Na atualidade, varios processos
biotecnoldgicos estdo sendo utilizados para o
desenvolvimento de solugGes colagenoliticas que
apresentem eficécia catalitica e baixo custo. Na
industria, colagenases sdo empregadas em
diversas fases de producdo e podem ser
encontradas  nos  segmentos  alimenticio,
terapéutico e téxtil. Watanabe (2004) classifica
estas proteases em dois grupos/categorias
distintas: (a) aquelas em que proteases
colagenoliticas sdo utilizadas diretamente como
em solucdes topicas a partir da adi¢do direta em
pomadas; e (b) aquelas em que séo utilizados os
produtos resultantes da sua reagdo, como 0s
peptideos bioativos gerados a partir da degradagéo
de colagenos extraidos da pele de espécies de
peixes, empregando-o0s na producdo e aplicacdo de
moléculas biologicamente ativas (Teruel, 1997).

Aplicacfes na industria de alimentos

As colagenases sdo empregadas na indUstria de
alimentos nos segmentos de carne e pescado.
Essas enzimas sdo adicionadas nas etapas de
beneficiamento de produtos, tais como no preparo
e amaciamento da carne, uma vez que o colageno
insollvel contribui para a resisténcia da carne e
dessa forma a enzima atua no processo de
reparticdo do tecido conectivo aumentando a
textura e a qualidade de carnes e derivados
(Foegeding and Larick, 1986, Kim et al., 1993).
No processamento do pescado, age ha
musculatura de peixes, auxiliando nas etapas de
remogdo da pele e extragcdo do colageno
(Suphatharaprateep et al., 2011, Rochima et al.,
2016). A patogenicidade de alguns tipos de
bactérias e leveduras produtoras de colagenases é
uma das preocupacles da industria alimenticia,
uma vez que estirpes patogénicas podem
contribuir para a viruléncia destes micro-
organismos e contaminar o alimento. Dessa forma,
fontes alternativas para substituir as colagenases
microbianas sdo altamente desejaveis pelo
segmento alimenticio. E uma das opges viveis é
a utilizacdo de colagenases a partir de organismos
aquaticos, como peixes, mariscos, camardes,
esponjas, entre outros (Kim et al., 1993, Teruel,
1997).

Aplicacdes na industria biomédica e
terapéutica
A capacidade de decompor o colageno sem

afetar as propriedades de outras proteinas, tornou
a colagenase uma ferramenta aplicavel nas
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ciéncias médicas para limpar feridas necrosadas,
escaras, cicatrizes pos-operatdrias, em
gueimaduras, no tratamento de psoriase e
pediculoses, em casos de implantes e perdas
0sseas, em casos de lesdes de mamilos de
mulheres em aleitamento, no tratamento de
cicatrizes hipertréficas, no tratamento de fibroma
uterino, de isquemias do coracdo, de glaucoma, no
reparo de cartilagem, de queloides, no de hérnia de
disco intervertebral, no da celulite, no
debridamento de Ulceras de pessoas diabéticas e
na regeneracdo dos tecidos da pele (Takahashi et
al., 1999, Ozcan et al., 2002, Watanabe, 2004,
Arakawa et al., 2012, Alipour et al., 2016, Tallis
et al., 2013, Brunengraber et al., 2014, Chandika
et al., 2015).

Ainda, é empregada no tratamento das doengas
de Peyronie, uma doenca caracterizada pelo
desenvolvimento de uma placa fibrética ou de um
noédulo que se instalam na tdnica albuginea,
estrutura que envolve 0s corpos cavernosos,
comprometendo sua elasticidade e impedindo sua
expansdo (Levine, 2013, Langston and Carson,
2014); na doenga de Dupuytren, uma contratura
fixa da mdo em flexdo caracterizada pelo
espessamento da fascia palmar (tecido encontrado
abaixo da pele da mao). Essa condicdo pode variar
desde pequenos nédulos até faixas muito espessas,
as quais podem tracionar dos dedos em direcéo a
palma da méo (Martin-Ferrero et al., 2013, Peimer
et al., 2013, Hentz, 2014, Meals and Hentz, 2014,
Leclére et al., 2014), na osteoartrite (Adaes et al.
2015), no tratamento de miomas uterinos (Jayes et
al., 2016) e na remodelagem da matrix
extracelular no cancer colorretal (Jucd et al.
2008).

Uma variedade de células produz colagenases,
tais como neutrofilos, granuldcitos, macréfagos,
fibroblastos, queratindcitos. Dessa forma, a ma
regulacdo das proteases colagenoliticas € lesiva,
principalmente quando ja ha algum agravo, uma
vez que o colageno é uma das principais proteinas
da matriz. As células produtoras de colagenases
desempenham um papel ativo nas diferentes fases
de cicatrizacdo de feridas. Os fibroblastos sdo
atraidos para a ferida por fatores segregados a
partir de macréfagos. Eles produzem colageno
novo para a reconstrugdo da matriz extracelular
(Jung and Winter, 1998). As colagenases
aumentam a proliferagdo, a angiogénese e a
migracdo das células dérmicas, removendo 0s
tecidos necréticos, mas ndo danificando o tecido
saudavel (Alipour et al., 2016).
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Existem indmeras vantagens do uso de
colagenases no tratamento de feridas: a) removem
o0 tecido necrosado com maior eficiéncia por sua
capacidade de hidrolisar varios tipos de colageno;
b) sdo indolores e ndo-hemorragicos; ¢) podem ser
usados por longos periodos e também em
associagdo com outros medicamentos; d) atraem
macrdfagos e fibroblastos para o local da ferida; e)
aumentam a formacao de tecidos de granulacdo e
estimulam o proprio organismo a promover a
cicatrizacdo (Jung and Winter, 1998).

Na medicina veterinaria, ja foram empregadas
para quebrar a rede fibromuscular para isolamento
de células espermatogénicas do tecido testicular
em equinos (Jung and Yoon, 2016), em casos de
tendinite equina (Wallis et al., 2010, Oloumi et al.,
2011) e no isolamento de células-tronco
mesenquimais em caninos (Lee et al., 2013).

AplicacOes na industria téxtil e do couro

Proteases com propriedades colagenoliticas
tém sido aplicadas no tratamento de couros e
tingimento de tecidos, por funcionar como um
biocatalisador ndo toxico, melhorando as
caracteristicas de tingimento, além de se tornar um
processo ecologicamente viavel (eco-benigno) por
reduzir a carga poluidora no processo poés-
tingimento.  Materiais ndo  colagenosos
indesejados  sdo  removidos durante o0
processamento de couro. O processamento do
couro envolve varias operacOes unitarias de pré-
curtimento, curtimento, po6s-bronzeamento e
acabamento. Couros tratados com colagenase
resultam em tingimento uniforme, brilhante e com
solidez compardvel aos tratamentos ndo
enzimaticos (Kanth et al., 2008).

Consideragdes finais

Colagenases sdo enzimas de valor precioso
para a industria. Seu emprego nos diversos
segmentos — alimenticio, téxtil, terapéutico, por
exemplo —, esta cada vez mais abrangente. Além
das qualidades bioquimicas das colagenases de
organismos aquaticos, a reducdo da carga de
poluentes é uma das vantagens de se fazer uso de
enzimas dessa fonte, visando tornar 0s processos
produtivos ecologicamente sustentavel e viavel
(eco-benigno). Assim, fontes alternativas de
colagenases sdo ao mercado um produto novo, de
qualidade consideravel e com perspectiva de
reducdo da carga poluidora, agregando valor ao
produto da pesca e impulsionando a economia.
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