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Fracionamento de glicosaminoglicanos extraidos de
escamas de tilapia

Fractionation of glycosaminoglycans extracted from tilapia
scales

RESUMO

A tildpia esta entre as espécies mais cultivadas no Brasil e no mundo. No processamento,
sdo gerados diversos subprodutos com potencial para exploragdo. O trabalho teve como
objetivo obter glicosaminoglicanos a partir de escamas de tilapia. O extrato bruto obtido
das escamas de tilapia foi submetido a cromatografia de troca idnica para fracionamento
dos glicosaminoglicanos (GAG's). Foram obtidas 95 aliquotas (5 mL), as quais foram
agrupadas em seis fragdes, de acordo com a presenca de dacido urdnico e GAG's
sulfatados. Foi observada a presenca de acido urdnico nas fragdes Il, lll e V e a presencga de
GAG's sulfatados nas fragdes Ill e V. As escamas de tildpia podem ser uma potencial fonte
para extracdo de GAG's.

PALAVRAS-CHAVE: Glicosaminoglicanos. Escamas. Tildpia.

ABSTRACT

Tilapia is among the most cultivated species in Brazil and in the world. In processing,
several by-products are generated with potential for exploration. The work aimed to
obtain glycosaminoglycans from tilapia scales. The crude extract obtained from tilapia
scales was subjected to ion-exchange chromatography for fractionation of
glycosaminoglycans (GAG's). 95 aliquots (5 mL) were obtained, which were grouped into
six fractions, according to the presence of uronic acid and sulfated GAG's. The presence of
uronic acid in fractions Il, Ill, and V was observed, the presence of sulfated GAG's in
fractions Ill and V. Tilapia scales can be a potential source for extraction of GAG's.
KEYWORDS: Glycosaminoglycans. Scales. Tilapia.
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INTRODUGAO

De acordo com o relatdrio da Associacdo Brasileira da Piscicultura Peixe br
(2020), a producdo brasileira de pescado cultivado atingiu 758.006 toneladas no
ano de 2019. Conforme Sucasas (2011) o desempenho é representado pelo
crescimento de 4,9 % em relagdo ao ano anterior. Assim Fao (2020) comenta que
a crescente importancia da atividade justifica-se por ser uma alternativa a pesca
extrativa que chegou ao seu limite maximo sustentavel, pois as espécies de
interesse nao tém volume suficiente para intensificar a captura. Portanto, com a
atividade pesqueira estabilizada, um dos caminhos alternativos para o equilibrio
entre a demanda e a oferta do pescado no cendrio mundial tem sido a
aquicultura.

Conforme Brasil (2011) tendo uma costa maritima de 8.500 km de extensdo
e 12 % da reserva de dgua doce do planeta, clima propicio e um crescente
desenvolvimento do mercado interno, o Brasil desponta como um grande
produtor de pescado cultivado como Peixe br (2019). Nos ultimos seis anos, a
producdo de peixes cultivados apresentou crescimento de 31 %, de 578.000
toneladas em 2014 para 758.006 toneladas em 2019 em concordancia com Peixe
br (2020).

Com o crescente aumento do cultivo de tildpia e a consequente
industrializacdo, cresce a geracao de subprodutos durante o processo, dentre
eles as escamas. Entretanto, hd uma gama de possibilidades a serem exploradas,
como a utilizacdo desses materiais como matéria prima para a extracdo de
compostos de interesse farmacoldgico, como os glicosaminoglicanos.

Os glicosaminoglicanos (GAGs) pertencem a uma familia de polissacarideos
anionicos, formados por cadeias ndo ramificada, compostas por unidades
dissacaridicas repetitivas de hexosamina (glucosamina ou galactosamina), acido
urénico (acido glucurénico ou idurdnico), ou galactose em conformidade a Rudd
et al. (2009) e Nakano et al. (2010). Os GAGs mais comuns sdo sulfato de
condroitina (SC), sulfato de dermatana (SD), acido hialurénico (AH), sulfato de
queratana (SQ), heparina (Hp) e sulfato de heparana (HS) Pomin (2015).

Os GAGs possuem diferentes densidades de carga negativa em sua estrutura,
resultando em propriedades estruturais e bioldgicas distintas (SILA et al., 2018).
Podem funcionar como agentes terapéuticos em processos bioldgicos,
apresentando efeitos como antioxidantes, antivirais, anti-inflamatérios,
antiproliferativos e anticoagulantes (KRICHEN et al.,, 2018; LIU et al., 2018;
NOGUEIRA et al., 2019; e SILA et al., 2018).

O aproveitamento das escamas é visto como uma possibilidade de agregacao
de valor ao subproduto, obtendo glicosaminoglicanos com propriedades
terapéuticas e grandes possibilidades de aplicacdo. O trabalho teve como
objetivo o fracionamento por cromatografia de troca ib6nica, dos
glicosaminoglicanos extraidos de escamas de tilapia.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizado extrato bruto de glicosaminoglicanos (GAG’s) obtido de escamas
de tildpia além dos seguintes reagentes e insumos: resina (DEAE) Sepharose Fast
Flow, acetato de sddio, Cloreto de sédio (NaCl), tetraborato de sédio, reagente
de carbazol, reagente 1-9 dimetimetileno (DMB). Todos os reagentes utilizados
foram de grau analitico (P.A.).

O extrato bruto contendo GAGs foi fracionado utilizando cromatografia de
troca i6nica em coluna classica (3,5 cm x 20 cm) empacotada com resina (DEAE)
Sepharose Fast Flow estabilizada previamente com tampao acetato (50 mM) em
pH 5,0. Uma aliquota do extrato bruto (15 mg) foi solubilizada em 10 mL de agua
destilada e aplicada na coluna. A coluna foi eluida em Stepwise com solugao
tampdo acetato (50 mM em pH 5,0), acrescida de diferentes concentracbes de
(NaCl) como fases méveis (0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 2.0 e 4.0 Mol). As aliquotas foram
coletadas automaticamente em tubos de ensaio (aproximadamente 5 mL).

As aliquotas coletadas foram analisadas quanto ao conteudo de acido
urdnico conforme Dische (1946). Foram utilizados 100 pL da amostra na qual se
adicionou 1 mL da solugdo de tetraborato de sddio 0,025 M (em 4cido sulfurico),
entdo a mistura foi aquecida a 1002C por 10 min. Em seguida, ela foi arrefecida e
adicionou-se 40 plL da solugdo de carbazol 0,125 % (em etanol). A amostra foi
submetida a novo aquecimento de 1002C por 15 min com subsequente
resfriaimento.  Realizou-se a leitura em espectrofotémetro  UV-VIS
Thermospectronic a um comprimento de onda de 530 nm.

As fracOes amostrais foram avaliadas quanto a presenca de grupamentos
sulfatado, com o reagente (DMB). Da diluicdo foram utilizados 40 uL da amostra,
na qual foi adicionado 1 mL da solu¢cdo de (DMB), seguido de leitura em
espectrofotometro UV-VIS Thermospectronic a um comprimento de onda de 535
nm (Farndale, 1982; Sayer, 1982; Barrett, 1982).

O extrato bruto de GAGs foi eluido em coluna de troca iGnica (DEAE-
Sepharose Fast Flow), tendo como fase moével uma solugdo com gradiente linear
de(NaCl), que variou de 0,25 M até 4,0 M.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 95 aliquotas (5 mL) que foram avaliadas quanto a presenga de
acido urdnico e GAG's sulfatados (figura 1).

De acordo com a densidade de carga negativa da amostra, ocorreu a sua
interacdo com a resina, e consequentemente a sua eluicdo. Foram utilizadas
solucBes com diferentes concentragdes de (NaCl), o que promoveu a separacio
dos compostos, formando os picos que sdo observados na figura 1. Analisando os
perfis graficos dos resultados obtidos na determinacdo de 4cido urénico e (DMB),
as aliquotas foram agrupadas em 6 fracGes.

A fracdo | foi considerada a partir da amostra 1 até a amostra 25 (obtidas na
cromatografia de troca iGnica) e com base na condutividade elétrica atribuiu-se a
esse intervalo uma concentracdo salina de 0,25 75 mol/L. No intervalo das
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amostras 26 a 40, observou-se a fracdo Il a uma concentra¢do de 0,50 75 mol/L
de (NacCl). J4 a fracdo Ill compreende as amostras que vao de 41 a 53, que eluiram
a uma concentracgdo salina de 0,75 75 mol/L. A fragdo IV, com uma concentragdo
de 1,0 75 mol/L, abriga o intervalo de amostras que vai de 54 a 59. Eluindo a 2,0
75 mol/L de (NaCl) estd a fracdo V, é representada pelas amostras 60 a 85. E por
fim a fragdo VI, que agrupa as amostras 86 a 95, com uma concentragdo de 4,0 75
mol/L de (NaCl).

Figura 1- Determinagdo de acido urénico e GAG’s sulfatados nas aliquotas obtidas do
extrato bruto extraido de escamas de tilapia.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

A medida que a condutividade elétrica foi aumentando, as fragdes foram
eluindo e consequentemente ocorrendo a separacdao dos compostos presentes
na amostra, conforme é observado na (figura 1). A possibilidade de separagdo
estd justamente relacionada a capacidade de interagdo das moléculas do analito
com a fase estacionaria, quanto maior for a interagdao mais lenta serd a eluigao
conforme Collins (2006); Braga (2006) e Bonato (2006). Os GAG’s por possuirem
cargas negativas, interagem com a resina, neste caso, composta por esferas de
agarose e dietilaminoetil (DEAE), carregada positivamente.

O método de carbazol é muito eficiente para detectar acido urénico Bitter
(1962) e Muir (1962). No presente estudo, constatou-se a presenca de acido
urdnico apds o fracionamento por cromatografia de troca anionica, observou-se
um pico majoritario nas fracGes Il e Ill, e um pico na fracdo V. A fracdo Il
corresponde a uma concentracdo de (NaCl) de 0,5 mol/L, a fracdo 1ll 0,75 mol/L,
ja a fragdo V, a uma concentracdo de 2,0 mol/L.

O método possibilita a identificacdo do acido urdnico com diferentes
conformagdes espaciais, tanto na forma de acido B-D-glucurénico e a-L-
idurénico. Sendo assim, os picos detectados para a amostra de escama
correspondem as diferentes conformagbes do acido urbénico que compde os
GAG’s. Sabe-se que o Unico GAG que ndo apresenta acido urénico em nenhuma
de suas conformacdes é o sulfato de queratano de acordo com Sampaio (2006) e
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Nader (2006), portanto a andlise ndo pode ser considerada seletiva, uma vez que
os resultados de absorbancia indicam somente a presenca de GAG's mas ndo
consegue diferencia-los por tipo.

O corante DMB ¢é um corante catidbnico e possui propriedades
metacromaticas, ou seja, tem uma aparéncia azulada na auséncia de GAG's
sulfatados e torna-se lilds na presenca dessas substancias em conformidade com
(TEMPLETON, 1988).

Os resultados de DMB obtidos do material extraido de escamas de tildpia
apontam a presenca de GAG’s sulfatados. Dados estes que nos mostram dois
picos majoritarios. Os picos correspondem as fracdes Il e V, eluidas a uma
concentracdo de 0,75 e 2,0 mol/L, respectivamente.

Na analise de carbazol, a qual identifica a presenca de dacido urbnico, sdo
observados 2 picos majoritarios como citados anteriormente, assim como na
analise de DMB. Esses picos coincidem nos tempos de eluicdo e nas
concentracdes de NaCl. Sendo assim, pode-se dizer que os resultados da analise
de (DMB), corroboram com os resultados da analise de cabazol, confirmando a
presenca de GAG’S. Devido a reacdo metacromatica o método de DMB, detectou
a presenca de GAG's sulfatados.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, escamas de tilapia um
subproduto da industria pesqueira de baixo valor agregado, possuem potencial
para a extracdo de glicosaminoglicanos. Conforme os resultados apresentados,bo
perfil grafico obtido na determinacdo de acido urénico e (DMB), denota a
presenca de GAG’s sulfatados, nas fracGes Il e Ill e V. Novos estudos serdo
realizados afim de identificar quais GAG’s estdo presentes e avaliar seu potencial
farmacoldgico.
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