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Resumen:

El colageno es la proteina estructural mas abundante en organismos vertebrados e invertebrados. Existen mas de 28 tipos, siendo
uno de los méas abundantes el de tipo | (pieles, tendones y tejido éseo). El proveniente de especies acuaticas es una alternativa
interesante ya que no presenta riesgo de transmision de enfermedades bovinas-porcinas y su extraccion es de bajo costo. La
hidrdlisis enzimatica de coldgeno de fuentes acudticas, genera péptidos bioactivos cuyas posibles aplicaciones son de gran interés
para la industria cosmética. Por otro lado, las metaloproteinasas del veneno de Bothrops alternatus (yarara grande) degradan el
colageno de tipo | gelatinizado. En la region del Noreste de Argentina anualmente se producen para consumo mediante acuicultura,
74 tn de Pseudoplatistoma sp (surubi), lo que genera grandes cantidades de desechos (piel y visceras) que podrian reutilizarse. El
objetivo de este trabajo fue obtener hidrolizados del colageno gelatinizado de la piel de surubi utilizando un extracto rico en
metaloproteinasas de veneno de serpiente y estudiar su actividad antioxidante. Primeramente, se prepararon dos extractos, uno rico
en pepsina de surubi (EAc) a partir de la disgregacion mecanica del estbmago de surubi con buffer y otro, rico en metaloproteinasas
de veneno de yarara grande (EMet), por combinacion de dos técnicas cromatogréaficas. Se determinaron las actividades enzimaticas
especificas de cada extracto y se realizé la extraccién acida enzimética del colageno de la piel del surubi con la adicion de EAc (10
U/g de piel) durante 72 h. El colageno soluble obtenido (CS) se secé con bomba de vacio y se almacené a -20 °C hasta su uso. Se
determiné la concentracion de hidroxiprolina (Hyp) y se calcul6 el contenido de colageno. A partir de colageno gelatinizado (GCS), se
realizé una hidrélisis enzimatica a pH constante (7,0) utilizando el extracto EMet (rico en metaloproteinasas, 0,1625 U/mg),
empleando la relacién sustrato: enzima de 200:1 (P:P). La hidrdlisis se detuvo por calentamiento (100°C-10 min) y se determino el
grado de hidrélisis empleando la metodologia de Adler-Nissen (factor de lisina 1/34,48 -masa molecular promedio de aminoacidos
108,63 g/mol). Se estudiaron los perfiles electroforéticos del GCS antes y después de la hidrolisis (12% tricina y 6%/6M
urea-glicina-SDS-PAGE) y determinaron la actividad antioxidante empleando la técnica de Fenton. El porcentaje de inhibicién del
radical OH se calcul6 utilizando la férmula: IROH (%) = [(Am-An)/(Ab-An)] x 100, donde Am, An y Ab son los valores de absorbancia
de muestra, control negativo y blanco respectivamente, registrados a 536 nm. Por ultimo, se realizd el analisis estadistico de los
datos mediante ANOVA siguiendo el test de Tukey (p<0,05). Los resultados mostraron valores de 0,19 + 0,02 mg/mL y 1,54 + 0,13
mg/mL para la concentracion de Hyp y CS, respectivamente (siendo 28,4% del CS colageno puro). El perfil electroforético del CS
mostré un patrén de bandas compatibles con las cadenas alfal, alfa2 y beta del colageno tipo I. Luego del tratamiento GCS con
EMet se obtuvo un grado de hidrdlisis obtenido fue 37,3 + 0,06 % y se observé la desaparicién de las cadenas alfal, alfa2 y beta del
CS y la aparicion de bandas de degradacion con masas moleculares menores a 20 kDa. La actividad antioxidante del GCS sin
hidrolizar e hidrolizado present6 un comportamiento dosis dependiente. El célculo de la concentracion inhibitoria cincuenta (IC50;
linealidad entre 2-70% de IROH) demostré que el colageno gelatinizado hidrolizado (IC50: 0,011 mg/ml) incrementa la actividad
antioxidante 3,7 veces respecto al colageno gelatinizado sin hidrolizar (IC50: 0,041 mg/ml). Si bien el grado de hidrdlisis alcanzado
en nuestro trabajo es menor al obtenido en otro estudio, donde hidrolizan colageno gelatinizado de piel de atin con alcalasa, la
actividad antioxidante del colageno gelatinizado de surubi sin hidrolizar e hidrolizado es elevada. La mezcla de péptidos obtenidos
(masa molecular < a 20 kDa) con elevada actividad antioxidante, resulta atractiva para su potencial aplicacion dermatoldgica.
Ensayos posteriores permitirdn estudiar las diferentes fracciones peptidicas del hidrolizado responsables de la actividad antioxidante,
asi como medir dicha actividad por otros mecanismos de inhibicion de radicales.
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