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Afz da defesa de dissertacao da Mestranda Helane Maria da Silva Costa
rezfizada em 10 de maio de 2007, como requisito final para obtengéo do titulo
de Mestire em Bioguimica.

s (3:04 (nove horas), do dia 10 de maio de 2007, foi aberto, no “Anfitiatro 12
- .entro de Ciéncias Biologicas/UFPE, o ato de defesa de dissertagdo da
miesiranda Helane Maria da Silva Costa, aluna do Curso de Mestrado em
Bicguimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Vera Lacia de
Kenezes Lima, Coordenadora do Curso supra citado, fez a apresentagao da
aluna, de seu orientador Prof. Dr. Ranilson de Souza Bezerra, dos co-
orientadores Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Janior, Profa. Dra. Patricia
iz Guedss Paiva e da Banca Examinadora composta pelos professores
‘eg: Ranilson de Souza Bezerra, na qualidade de Presidente, Maria
dos Santos Correia, ambos do Depto. de Bioquimicaz/CCB/UFPE,
te Lins da Silva, do Depto. de Engenharia Quimica/lUFPE e Eurico
de Oliveira Filho, do Depto. de Botidnica da USP. Apds as
apresentacdes, a Profa. Dra. Vera passou a palavra para o Presidente que
convidou a aluna para a apresentacdo de sua dissertacdae intitulada:
“Parificacdo e caracterizacao da tripsina sensivel a metal pesado do peixe
ropical Caranx hippos* e informou que de acordo com o Regimento Interno
do Curso, a candidata dispoe de até 50 (trinta) minutos para apresentacio do
trabatho e o tempo de argiiicio para cada examinador, juntamente com o
tempo gasio pelo aluno para responder as perguntas sera de 30 (trinta)
minutos. A aluna procedeu a explanagdo e comentarios acerca do tema em
40 {guarenta) minutos. Apos a apresentagdo da mestranda, o Sr. Presidente
convidou a Banca Examinadora para ocupar seus lugares e passou a palavra
a0 primeire examinador, o Prof. Dr. Eurico Cabral de Oliveira Filho, que
agradeceu o convite, fez alguns comentarios, deu sugestoes, e iniciou sua
sicdo. Ao final, o referido professor deu-se por satisfeito. Em seguida, o
51. Presidente passou a palavra para Profa. Dra Maria Tereza dos Sanios
oireia que agradeceu o convite, fez alguns comentarios e deu algumas
ugestdes, iniciando sua argiiicao. Ao final, a referida professora deu-se por
a‘*gs eita. Dai o Sr. Presidente passou a palavra para a Profa. Dra. Valdinete
ins da Silva, que agradeceu o convite, fez alguns comentarios e deu
aiqéigma:, sugestdes, iniciando sua argiiigdo. Ao final, a referida professora
deu-se por satisfeita. Em seguida, o Sr. Presidente usou da palavra para
tacer alguns comentarios, agradecer 3 Banca Examinadora e parabenizar a
candidata. Finalmente, a sessio foi suspensa para proceder ao julgamento
pela Banca Examinadora, a qual se reuniu ha Secretaria do Curso. Apés
aiguns comentarios, a Banca decidiu, por unanimidade, conceder a mencgéo
“Aprovada com Distingdo”. Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata
gue val assinada por mim, Secretario, e demais membros da Banca

i, -

Examinadora. Recife, 10 de maio de 2007. (;// . ya
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RESUMO

A tripsina-simile extraida do ceco pilorico de xaréu (Caranx hippos) foi purificada por um
procedimento de trés etapas. tratamento térmico, precipitacdo com sulfato de amonio e

cromatografia de gel-filtragcdo em Sephadex G-75. Os efeitos de varios ions metalicos e
inibidores de proteases na atividade digestiva da enzima in vitro foram determinados. As
propriedades fisico-quimicas e cinéticas da tripsina foram estabelecidas. O pH e
temperatura Gtima de reagcdo encontrada foram 8,0 e 50°C, respectivamente. Apés 30

minutos de incubagdo a 50°C, foi detectada uma perda de 20% da atividade triptica. A

constante de Michadlis Menten foi 1,21 + 0,38 mM usando benzoil-p -arginina-p-
nitroanilida (BApNA) como substrato. Uma Unica banda (35,2 kDa) foi observada quando a
amostra da enzima purificada foi aplicada em gel de eletroforese utilizando sulfato sodico
de dodecila (SDS-PAGE, 12,5%). Atividade com substrato especifico e inativagdo por

inibidores de protease forneceram evidéncias adicionais que uma tripsina € responsavel por

esta atividade proteolitica. A tripsina de C. hippos apresentou sensibilidade a metais
pesados. Utilizando solugdes de ions na concentragdo de 1 mM, a tripsina foi inibida na
ordem decrescente: Cd?*=Al**>Zn*>Cu*">Pb?*>Hg?*. Menor efeito foi detectado com
Co?", K*, Li*, Ba®", Mn?*, Mg**e Ca®*. Contudo, a concentraco tdo baixa quanto 0,01 ppm
(10 pg/mL) dos fons Zn?*, Cu®*, Hg**, Pb*", Cd** e AI®* foram suficientes parainibir 34%,
33%, 33%, 32%, 29% e 28%, da atividade proteolitica, respectivamente.

Palavras-chaves. espécies biomonitores, metal pesado, peixe marinho, tripsina, Xxaréu

(Caranx hippos).
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ABSTRACT

A fish trypsin-like enzyme extracted from pyloric caeca of crevalle jack (Caranx hippos)
was purified by a three-step procedure previously described: heat treatment, ammonium
sulfate precipitation and Sephadex G-75 filtration chromatography. The effect of various
metal ions and protease inhibitors on the in vitro activity of digestive enzyme was
determined. The physical-chemical and kinetics properties of a trypsin-like were
characterized as well. The optimum pH found was 8.0, whereas the optimum temperature
was 50°C. After incubation at 50°C for 30 min it was registered a loss of 20% the tryptic
activity. The Michaelis-Menten constant was 1.21 + 0.38 mM using in benzoyl-p -arginine-
p-nitroanilide (BApNA) as substrate. Only one band (35.2 kDa) was observed when a
sample of purified enzyme was applied in sodium dodecylsulf ate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE, 12.5%). Specific substrate and protease inhibitors provided
additional evidences that a trypsin-like enzyme is responsible for this proteolytic activity.
This fish tryptic activity demonstrated to be very sensitive to metal ions. Its activity was
inhibited by the following ions (AmM) in decreasing order:
Cd?*=AI**>Zn*>Cu*">Pb**>Hg?*. The effects of Co®*, K*, Li*, Ba®", Mn*", Mg?* and Ca®*
were noticeable but not extreme. Moreover the concentration as low as 0.01 ppm (10
ng/mL) of zn®*, Cu®, Hg?*, Pb®, Cd*" and AI** ions was enough to inhibit 34%, 33%,
33%, 32%, 29% and 28%, respectively.

Key words: Biomonitor species, Crevalle jack (Caranx hippos), Heavy metal, Marine fish,

Trypsin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Xaréu (Caranx hippos).

Caranx hippos (Carangidag), conhecido regionamente como Xxaréu e
internacionalmente como crevalle jack (Fig.1), € um peixe marinho encontrado em aguas
tropicais e subtropicais, tem sua ocorréncia da Nova Escocia até o Golfo do México e do
Caribe ao Uruguai; ao Leste do Atlantico, de Portugal a Angola e no Oeste do Mediterraneo
(Fig.2). Podem ser encontrados em todo o litoral brasileiro. Habitam regides de fundo duro,
pedra ou areia, proximos a ilhas e costées. Grandes exemplares sdo encontrados em mar
aberto, sendo que os pequenos podem ser capturados dentro de baias. Seu comprimento
total médio é 100 cm, podendo acancar 150 cm. E um peixe carnivoro alimentando -se
principamente de peixes, mas também de camardo e outros inver tebrados (BERRY &
SMITH-VANIZ, 1978). A maioria dos teledsteos ndo possui pancreas definido, suas
células pancredticas estdo difusas ao longo do trato digestivo. Nos peixes carnivoros o ceco
pilorico geralmente é responsavel pela sintese das enzimas digest ivas (MARTINEZ &
SERRA, 1989). Como um tipico peixe de carnivoro, o sistema digestivo do xaréu é
composto por um curto estbmago seguido pelo ceco pilérico, e um pequeno intestino

(ALENCAR et al., 2003).

FIGURA 1. Caranx hippos. Fonte: www.mrmalin.com/fish/info-
crevalle-jack.jpg
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FIGURA 2. Distribuicdo geografica do C. hippos. Fonte:
www.fishbase.sinica.edu.tw/tools/aquamap/receive.php

1.2 Residuos do processamento do pescado como fonte de biomoléculas.

Em 2005, aproximadamente, 4.900 toneladas de C. hippos foram capturadas na
costa brasileira (IBAMA, 2007) gerando uma consideravel quantia de residuo pesgueiro,
principalmente visceras. O processamento de peixes gera grande quantidade de residuos
liquidos (&guas residuais) e solidos como: visceras e cabegas. Estes geramente sdo
descartados no mar sem tratamento e ndo possuem valor comercial causando poluicéo
ambiental (DOODE, 1996). A utilizacdo de enzimas proteoliticas obtidas a partir das
visceras do peixe € uma alternativa para minimizar o 6nus econémico e ecoldgico gerado
pelo descarte destes residuos da industria pesgueira no ambiente marinho ( BEZERRA et
al., 2001, 2005; SOUZA et al., 2007). Este importante subproduto, em condicdes
adequadas, pode ser utilizado como fonte alternativa de moléculas bioativas, como enzimas
(BEZERRA et al., 2001, 2005; CASTILLO-YANES et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

As enzimas digestivas presentes nas visceras de peixes sd0 as &cidas, encontra das no

estbmago e as acalinas, encontradas no ceco pilérico. No que concerne as enzimas
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alcalinas, tripsinas, quimiotripsinas e elastases, pertencentes a familia das serino proteases,

S80 as principais enzimas encontradas nesses tecidos (SIMPSON, 2000).

1.3 Proteasesnaindustria.

Proteases representam a classe mais importante de enzimas industriais, sendo
responsaveis por 60% de toda enzima comercializada (Fig. 3) (DE VECHI & COPPES,
1996; JOHAVESLY & NAIK, 2001). Neste contexto, o uso de visceras de pei xes é citado
como uma fonte alternativa de enzimas proteoliticas (BEZERRA et al., 2001, 2005;
RATHORE et al., 2005; KURTOVIC et al.,, 2006; KISHIMURA et al., 2007,
KLOMKLAO et al., 2007; SIRINGAN et al., 2007; SOUZA et al., 2007). Alencar et al.
(2003) em estudo prévio das proteases encontradas em diversos peix es, detectaram uma alta
atividade de proteases acalinas no ceco pilorico de C. hippos, sendo a tripsina responsavel

pela maioria desta atividade proteolitica.

Pectinases Lipasas
3% 3% Calulasea

1%

Glicose
isomerases

o
6% Prote ases

Enzimas Alcalinas
analiticas & Lt
farmace uticas
10%
Amilaze Qutras
18% prote ases
21%

Tripsina

a9, Renina

10%

FIGURA 3. Enzimas no mercado mundial. Fonte: RAO et al., 1998.
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1.4 Tripsina

Do ponto de vista fisioldgico, enzimas sdo catalisadores hiologicos especificos,
responsaveis pelo aumento da velocidade das reagfes bioquimicas. Com excecdo de uns
poucos RNAS cataliticos, todas as enzimas conhecidas séo proteinas (NELSON & COX,
2004). Como sdo essenciais, tanto para a manutencdo, coOmo para O crescimento e a
diferenciacdo celular, essas moléculas sdo encontradas em todos 0s organismos Vivos
(GUPTA et al., 2002). As enzimas atuam de forma altamente especifica com seus
substratos. A reacdo enzimética ocorre no interior de uma cavidade na enzima chamada
sitio ativo (Fig. 4), onde amoléculaque seligaa regido é contornada com residuos de
aminoacidos cujos grupos substituintes se ligam ao substrato e catalisam a sua
transformacdo. As enzimas sdo divididas em seis grupos pela IUBMB de acordo com a

reacao especifica que catalisa (Tabelal) (NELSON & COX, 2004).

FIGURA 4. Ligac&o de um substrato ao
sitio ativo de uma serinoproteinase.
Fonte: NELSON & COX, 2004.
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Tabela 1: Classificagdo das enzimas segundo a lUBMB.

CLASSE REAQ@ES QUE CATALISAM

1. Okxidorredutases ReacOes de oxidac&o-reducdo

2. Transferases Reacdes de grupos contendo C, N ou P~

3. Hidrolases Clivagem das reacdes adicionando agua

4. Liases Clivagem de C-C, C-S e certas ligagOes de C-N

5. lsomerases Racemizacdo de isdmeros Gpticos ou geomeétricos

6. Ligases Formacdo de pontes entre C e O, S, N acoplados a hidrdlise de

fosfatos de alta energia.

C, carbono; N, nitrogénio; P, ion fosfato; S, enxofre; O, oxigénio. Fonte: NELSON & COX, 2004.

Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligacdes peptidicas entre as
proteinas (BERG et al., 2004), podendo ser classificadas segundo o valor do pH no qual
apresentam atividade maxima, diferenciando-se dessa forma em: proteases acidas, neutras
ou acalinas (RAO et al., 1998). De acordo com a I[UBMB as proteases estéo inseridas no
subgrupo 4 do grupo 3 (Hidrolases), pois clivam a proteina adicionando uma molécula de

agua aligacao peptidica (Fig. 5) (BERG et al., 2004).

R, H 9 PROTEASE R, H 0
\¢ H M H,0 ——— \¢ O + *HsN u
4 ¢ A N G EAN
H H S H H J - “H
0 Rz O R;
Peptide Carboxyl Amino
component component

FIGURA 5. Hidrolise enzimética. Fonte: BERG et al., 2004.
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A tripsina (Fig. 6) € uma enzima chave na digestdo protéica que apresenta atividade
de endopeptidase, responsavel também pela ativacdo do tripsinogénio e de outros
Zzimogénios, como por exemplo, o quimiotripsinogénio (WHITAKER, 1994; KLOMKLAO
et al., 2007). Estdo presentes em peixes como isoenzimas, apresentando essencialmente a
mesma especificidade (CASTILLO-YANEZ et al., 2005). Essa enzima hidrolisa os
peptideos nos sitios carboxilico dos residuos de aminoacidos carregados positivamente
como: arginina e lisina (Fig. 7). Como outras serino proteases, a tripsina se caracteriza por
possuir um residuo de serina no sitio ativo, por apresentar 0 maior nivel de atividade nos
valores de pH entre 8,0 e 11,0 e em temperaturas de 35°- 45°C, inibicdo ou instabilidade
em pH abaixo de 5,0 e acimade 11,0 e inibicdo por diisopropil-fluorfosfato (DFP), fluoreto
fenil-metil-sulfonil (PMSF), inibidor de tripsina de soja (SBTI) e aprotonina. A tripsina
hidrolisa substratos sintéticos como: N-a-benzoil-L-arginina-p-nitoanilida (BApNA) e

tosil-arginina-metil -éster (TAME) (WHITAKER, 1994; SIMPSON, 2000).

Lys P
Hydrolysis site
ot ydrolys
Arg f
Vig I
J\V H
“'\\ J,.--""’:\\\ \ N /)k
N E
Rz
FIGURA 6. Estrutura terci&riadatripsina FIGURA 7. Sitio de hidrélise datripsina
Fonte: www.icp.csic.es/biocatalisis/web3/tripsina.g Fonte: BERG et al., 2004.
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1.5 Purificacéo e caracterizacdo detripsinas

Com o objetivo de purificar tripsinas, se utilizam técnicas comuns a processos de
isolamento de proteinas, onde a primeira etapa € o preparo de extratos em solucéo salina ou
tampé@o, seguido de fracionamento salino com sulfato de aménio e didlise das preparacdes
protéicas obtidas. O tratamento com o sal, salting-out, € capaz de precipitar proteinas por
retirar a camada de solvatac8o que as tornam solUveis, este método é eficiente umavez que
separa moléculas de acordo com sua solubilidade (VOET & VOET, 1995; BRACHT &
ISHII-IWAMOTO, 2002). Tripsinas de peixes tropicais tém sido parcial mente purificadas
através deste procedimento (BEZERRA et al., 2001, 2005; BOUGATEF et al., 2007;
SOUZA et al., 2007).

Técnicas cromatograficas convencionais (Fig. 8) como, cromatografia de troca
ionica (SIRINGAN et al., 2007) e de gel filtragio (BEZERRA et al., 2001, 2005;
BOUGATEF et al., 2007; SOUZA et al., 2007) que separam as tripsinas de acordo com a
carga liquida da molécula ou por sua massa molecular, respectivamente, podem ser
utilizadas. Além destas, a cromatografia de afinidade desenvolvidapor CUATRECASAS &t
al. (1968) isola as tripsinas de acordo com a especificidade de interacdo via sitio ativo.
Nesta técnica, as proteinas ligam-se ao suporte inerte para uma posterior dessor¢éo, seja por
competicdo bioespecifica pelo sitio protéico com o inibidor, sg a por ateracdo do pH e da

forcaionica (CASTILLO-YANEZ et al., 2005; KURTOVIC et al., 2006).
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FIGURA 8. Técnicas cromatogréficas. (A) Gel Filtracdo; (B) Interacdo Hidrofdbica; (C) Troca
I6nica; (D) Afinidade; (E) Fase Reversa. Fonte: Amersham Bioscience Handbook. Gel
Filtration. Principles and Methods.

As tripsinas podem ser caracterizadas por eletroforese; um método comumente
utilizado para a determinagéo da pureza e da massa molecular de subunidades proté icas faz
uso do detergente sulfato sddico de dodecila (SDS). Depois de redizada a el etroforese as
proteinas sdo visualizadas pela adicdo de um corante, 0 azul de Coomassie (LAEMMLI,
1970). Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas sob condigdes néo
desnaturantes € uma poderosa técnica de andlise de pureza de estruturas moleculares
nativas (NEMOTO & SATO, 1998), baseando-se em suas cargas resultantes totais positivas
ou negativas (conteldos relativos acidos e basicos, respectivamente).

Tripsinas tém sido extraidas, purificadas e caracterizadas a partir de visceras de
peixes, incluindo: Mallotus villosus (HIELMELAND & RAA, 1982), Gadus ogac
(SIMPSON & HAARD, 1984), Colossoma macropomum (BEZERRA et al., 2001),
Engraulis japonica (KISHIMURA et al., 2005), Sardinops sagax caerulea (CASTILLO-
YANEZ et al., 2005), Oreochromis niloticus (BEZERRA et al., 2005), Sardinops

melanostictus e Pleurogrammus azonus (KISHIMURA et al., 2006), Solephorus spp.
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(SIRINGAN et al., 2007), Sebastes schlegelii e Alcichthys alcicornis (KISHIMURA et al.,
2007), Sardina pilchardus (BOUGATEF et al., 2007), Katsuwonus pelamis (KLOMKLAO
et al., 2007) e Pseudupeneus maculatus (SOUZA et al., 2007).

Tripsinas de peixe tropical foram estudadas (GUIZANI et al., 1991; BEZERRA et
al., 2001, 2005; KISHIMURA et al., 2006; KLOMKLAO et al. 2007; SOUZA et al.,
2007). Estas enzimas demonstraram ser termoestavel, com ata atividade em pH acalino e
sensivel a metais pesados. O fato das tripsinas de peixes tropicais serem termoestavels tem
contribuido para sua purificagdo através do uso de tratamento térmico como etapa de

purificagdo (BEZERRA et al., 2001, 2005; BOUGATEF et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

1.6 Metais pesados e Biomar cador es

Ao longo das décadas, a poluicéo ambiental por metais se tornou um dos problemas
mais importantes no mundo (CHANDRAN et al., 2005). O ambiente marinho esta
continuamente sujeito a poluicdo quimica proveniente das atividades antropogénicas que
podem aumentar a descarga de metais pesados em vérias concentracfes no S ecossistemas
aquéticos naturais (PAPAGIANNIS et al., 2004) e prejudicar 0s organismos aquéticos que
vivem naquele ambiente (ALINK, 1982). Esta contaminagdo ocorre devido ao uso extenso
de metais nos processos agricolas, quimicos e industriais (PREGO & CO BELO-GARCIA,
2003; CHEUNG et al., 2004). A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por metais
pesados aumentou mundia mente, esta polui¢do € menos visivel e imediata que outros tipos,
mas seus efeitos sobre 0 ecossistema e nos seres humanos séo intensos e d e longo prazo
(LANGSTON & SPENCE, 1995). A presenca de metais pesados no ambiente é
parcialmente devido aos processos naturais, mas é principa mente resultado dos residuos

industriais (MANSOUR & SIDKY, 2002). Os efeitos iniciais da polui¢cdo por metal pesad o
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podem ser evidenciados em niveis celulares ou teciduais antes que mudangas significativas
no comportamento dos peixes ou na aparéncia externa possam ser identificadas. Estas
substéancias quimicas podem afetar a biotransformacdo e a detoxificacdo das enzim as dos
organismos aquéticos, seja como inibidores ou como moduladores de atividade enzimética
(MOYLE & CECH, 1988).

Metais pesados sdo constituintes comuns do ambiente marinho e sdo encontrados
em diversos niveis no solo e na agua (NIEBOER & RICHARDSON, 19 80; MARTIN &
COUGHTREY, 1982). Os contaminantes ambientais sdo aqueles que tendem a acumular -se
em organismos, possuem estabilidade quimica ou baixa biodegradabilidade, e aqueles que
sd0 soluvels e entdo ambientalmente moveis (HELLAWELL, 1986; SANDERS, 199 7).
Alguns metais pesados sd0 elementos essenciais para 0 metabolismo normal de
organismos, enguanto outros, nao-essenciais, ndo possuem nenhum papel biologico
significante (SANDERS, 1997; EC, 2001). Pelo menos, 11 sd0 essenciais aos organismos
marinhos. Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, V e Zn (BRYAN, 1979). Estes metais sempre
funcionam em combinacdo com moléculas organicas, geramente proteinas (RAINBOW,
1992). Todos os metais, inclusive os essenciais, so toxicos em altas concentragdes, Ag,
Cd, Cu, Hg e Pb sdo particularmente téxicos (BRY AN, 1979; EC, 2001).

Os metais pesados devido a suas propriedades bioacumulativas e n éo
biodegradaveis constituem o topo dos poluentes aguéticos (RAMESH, 2006). A
concentracdo destes ions no ambiente marinho € variavel e depende da entrada de efluentes
no meio aquético (VENKATESWARA RAO et al., 2006). Estudo comparativo da poluicéo
por metais pesados nos ambientes aquaticos € possivel através da andlise da agua, dos
sedimentos e dos membros da biota como biomarcadores ou biomonitores (PHILLIPS &

RAINBOW, 1993).
10
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Os metais podem ser obtidos pelos peixes através da agua, da comida, dos
sedimentos, e a partir do material particulado suspenso (HARDERSEN & WRATTEN,
1998). Os metais pesados podem ser captados atraves de diferent es 6rgéos e em variadas
concentragdes nos peixes (RAO & PADMAJA, 2000). Sabe-se que bioacumulacdo é
mediada por fatores abidticos e bidticos que influenciam na taxa de captacdo e de
eliminacdo do metal (HAKANSON, 1984; RAJOTTE et al., 2003) e pode ser
evidenciada mesmo quando estes contaminantes estdo presentes nas aguas em
concentragdes ndo detectdveis (MACHADO et al., 2002). O acimulo de metais nos tecidos
de organismos marinhos tem sido estudado como uma medida indireta da abundancia e
disponibilidade de metais no ambiente (LANGSTON & SPENCE, 1995). Estudos indicam
que espécies diferentes de peixes viventes numa mesma area apresentam diferentes
concentragOes de metal em seus tecidos (CANLI & ATLI, 2003; MARCOVECCHIO,
2004; DURAL et al., 2007) uma vez que estes podem usar diferentes estratégias para
alcancar a homeostase na concentragdo do metal. Os mecanismos para reduzir a toxicidade
0 acumulo de meta inclui a inibicdo da captacdo, aumento da excrecdo e detoxificacdo
(FERNANDES et al., 2007).

Nas andises ambientais, os poluentes como metais pesados e pesticidas sdo
gerdmente detectados pela inibicdo de uma atividade enzimética promovida por estes
contaminantes toxicos (MALITESTA & GUASCITO, 2005). AlteracBes na atividade
enzimatica de animais aquaticos podem servir como prévios indicadores de toxicidade por
metais pesados, pesticidas e outros poluentes (RAMESH, 2006). O estudo da
biotransformagdo das enzimas de peixes é importante em véarios aspectos incluindo

parémetros evolucionarios, ecol 6gicos e toxi coldgicos (MOY LE & CECH, 1988).
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O cadmio € um elemento-traco ndo-essencial, altamente toxico aos ecossistemas
aquéticos e ndo possui nenhum papel biolodgico (DWAF, 1996). E bastante utilizado nas
industriais. em baterias de Cd, camada anticorrosiva de metais, pigmentos, e estabilizadores
para plastico (JARUP, 2003). Nos peixes, a contaminacéo por cadmio pode ser pela via
alimenticia aquética, através do consumo direto da agua ou biota; e ou por rotas néo
dietéticas como absorcdo epitelial. Além disso, as branquias, a pele, e area digestiva séo
locais potenciais de absorcdo de Cd naagua (HANDY,, 1992).

Os peixes estéo freqlentemente no topo da cadeia alimentar aguética e podem
concentrar grandes quantias de Cd obtidos na dgua. Estudo da exposi¢éo de Cd em pe ixe
detectou uma acumulacéo mais alta no intestino, rim e figado (HANDY, 1992). A presenca
de Cd em comidas pode constituir um sério risco a saide. Por exemplo, uma ata
quantidade Cd acumulado no corpo humano pode prejudicar o rim ou figado, com sintomas
de toxicidade cronica incluindo prejuizo da funcéo renal, tumores e deficiéncia hepatica
(MANSOUR & SIDKY, 2002).

Ruangsomboon & Wongrat (2006) em estudo sobre a bioacumulagdo de Cd na
cadeia trofica, tendo como produtor o fitoplancton, Chlorella vulgaris, como consumidor
primario, o zooplancton Moina macrocopa e as espécies de bagre Clarias macrocephalus e
Clarias gariepinus como consumidor secundario; detectaram que as concentracoes de Cd
no musculo do peixe era diretamente proporcional a0 aumento da con centragdo deste metal
na comida e que apos 60 dias de cultivo, as concentragtes m édias de Cd no grupo analisado
era de 1,04+0,06 pg/g (peso seco). O crescimento dos peixes também foi afetado quando

comparado ao grupo controle.
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O auminio ndo é considerado um elemento essencial aos humanos, a exposi¢ao ao
aluminio esta implicita em inimeras doengas humanas, incluindo Ma de Parkinson e
Doencade Alzheimer (NARIN et al., 2004). A dose de aluminio permitda para um adulto é
de 60 mg /dia (WHO, 1989). Tuzen & Soylak (2007) detectaram as concentragoes variantes
de aluminio entre 0,45-1,50 ug/g em cinco espécies diferentes de peixes. A variagdo do
contetdo de aluminio encontrado em 3 espécies de peixes por Turkmen et al. (2005) foi de
0,02-5,41 mg kg™ peso seco, enquanto Ranau et al. (2001) detectaram valores entre 0,032
5,346 ng/g peso seco.

Zinco é geralmente considerado um dos metais menos perigosos (DUFFUS, 1980;
ROBINSON, 1996), mas freglientemente encontra-se na natureza junto com outros metais,
dos quais 0 Cd € um do mais comuns (DALLAS & DAY, 1993). Yang et al. (2007)
detectaram as concentracdes de 2,0 e 6,9 ng/g de Cu?* e Zn**, respectivamente, em peixes
Gymoncypris namensis.

O mercario é um metal pesado que aém do seu estado elementar, se apresenta nos
estados Hg'* e Hg?*. Pode ser proveniente de fontes naturais, como o intemperismo,
atividades vulcanicas e a degaseificagdo da crosta e de fontes antropogénicas, incluindo a
agricultura, a extragdo minera e as atividades industriais. Em um ecossistema aquét ico, o
mercurio participa de multiplas reaces, uma delas é a metilacdo, que é a transformagéo de
Hg®* em metilmercirio (MeHg), entrando dessa forma na cadeia alimentar. Quando entra
na cadeia trofica, o MeHg apresenta biomagnificagéo, caracterizado pela t ransferéncia de
MeHg acumulado no primeiro nivel tréfico (os produtores) para os consumidores, sendo
gue quanto mais longa for a cadeia, maior sera a concentragdo acumulada pelo consumidor

final (CABANA et al., 1994). Destaforma, os maiores teores de MeHg sdo encontrados em
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peixes que estdo no topo da cadeia trofica, como 0s peixes carnivoros. A ingestdo de peixes
€ a principal via de exposicdo de MeHg ao seres humanos, sendo este um reconhecido
agente neurotdxico, em especial, sobre o sistema nervoso cent ral de fetos humanos (agéo
teratogénica) (WHO, 1990).

O Pb e seus sais podem danificar o sistema nervoso, a hematose, os rins de peixe e
seres humanos (CHUANG et al., 2004). Mendil & Uludzli (2007) em andlise da
concentracao de metais em 5 espécies de pei xes (Cyprinus carpio, Capoeta tinca, Leiciscus
cephalus, Carassius gibelio e Slurus glanis) de lagos de Tokat (Turquia) encontraram as
concentracbes maximas de: 167; 48,6; 3,6; 2,8; 1,6; 64,3 € 5,6 ng/g, para os ions Fe, Zn,
Cu, Pb, Cr, Mn e Ni, respectivamente.

O estudo da hicacumulacéo tem levado a adocdo do conceito de bioindicador
(LANGSTON & SPENCE, 1995). Uma vez que a andise direta de tais substéncias ndo
fornece informagdes sobre seu efeito no ecossistema, 0 uso de biomonitores ou
biomarcadores é uma opcdo atamente recomendada porque estes respondem
especificamente a quantidade de contaminante biodisponivel (RUELAS-INZUNZA &
PAEZ-OSUNA, 2000).

Biomarcadores sdo definidos como *“indicadores de curto prazo” de efeitos
biolégicos a longo prazo (CAJARAVILLE et al., 2000) que medem a interagcdo entre um
sistema biologico e um agente ambiental, que pode ser quimico, fisico, ou bioldgico
(WHO/IPCS, 1993). O uso de marcadores hiologicos ou biomarcadores a nivel molecular
ou celular foi proposto como ferramenta sensivel de “primeira adverténcia” para mensurar

qualidade ambiental (MCCARTHY & SHUGART, 1990).
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Os biomarcadores podem ser usados para varios propositos, dependendo da
finalidade do estudo e do tipo da exposicdo quimica. Podem ter como objetivos avaliar a
exposicdo (quantidade absorvida ou dose interna), avaiar os efeitos das substancias
quimicas e avaliar a suscetibilidade individual. Além disso, podem ser utilizados
independentemente da fonte de exposicao, sgja através da dieta, do meio ambient e geral ou
ocupacional. A utilizagcdo de biomarcadores pode ter como finalidade elucidar a relacdo
causa-efeito e dose-€efeito na avaliacdo de risco a saude; para fins de diagnostico clini co; e
para fins de monitoramento biologico, realizada de maneira sistematica e periodica (WHO,
1993).

Independente da finalidade e aplicacdo dos biomarcadores, eles podem ser
classificados em 3 tipos (WHO, 1993):

» Biomarcadores de Exposicdo: podem ser usados para confirmar e avaliar a exposi¢ao
individual ou de um grupo, a uma substancia exégena, seu metabdlito ou o produto de
interacd0 de um agente xenobidtico com uma molécula ou célula, estabelecendo uma
ligac&o entre a exposi¢ao externa e a quantificagdo da exposi¢ao interna.

* Biomarcadores de Efeito: podem ser usados para documentar as alteragdes bioquimicas,
fisiolOgicas e outras ateracdes nos tecidos ou fluidos corporeos decorrentes da exposicéo e
absorcao da substancia quimica. Dessa forma, aligacdo dos biomarcadores entre exposi¢éo
e efeitos contribui para a defi nigdo da relacéo dose-resposta.

» Biomarcadores de Suscetibilidade: permitem elucidar os graus de resposta inerentes ou
adquiridos de um organismo, a exposicdo a agentes xenobidticos especificos, incluindo
fatores genéticos e as mudancas nos receptores que podem aterar a suscetibilidade do

organismo ao que € exposto.
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1.7 Enzimas de peixes como biomar cador es ambientais.

A presenca de metais pesados e outros poluentes no ambiente aquético, seu acimulo
em peixes (OLSVIK et al., 2000, 20014, b; LUCKENBACH et al., 2001; WATANABE &
TANABE, 2003; AHMAD et al., 2006; RUANGSOMBOON & WONGRAT, 2006;
ASSIS et al., 2007; LAMAS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; YANG et al., 2007) e
em outros organismos, tais como baleias (MENDEZ et al., 2002) e moluscos (PEREZ et
al., 2004; MARIANO et al., 2006; JING et al., 2006; RICCIARDI et al., 2006) tem sido
investigada nos ultimos anos como indicadores de estresse ambiental .

Entre os biomonitores disponiveis, os peixes sdo freqUentemente usados, pois
oferecem vantagens especificas em descrever as caracteristicas naturais de sistemas
aquéticos e na avaliacd das mudancas do habitat (CHOVANEC et al., 2003).
Primeiramente, eles vivem muitos anos e integram e ou absorvem flutuacbes de
contaminantes com o passar do tempo. Além disso, 0s contaminantes mais persistentes
serdo mais abundantes nos tecidos dos organismos mais velhos. Segundo, por serem
organismos aquaticos, permitem uma monitoragdo continua dos contaminantes e
desempenham um importante papel na cadeia alimentar como o transp ortador de energia
entre os niveistroficos (BEYER, 1996; LAMAS et al., 2007). E finamente, a magnificacéo
devido a biocacumulagdo melhora a precisdo e baixa o custo da andlise dos contaminantes,
uma vez que permite a deteccdo dos contaminantes na faixa li mite de detecgéo analitica se
comparado as andlises da agua (RAINBOW & PHILLIPS, 1993). A compreensdo da forma
de captacdo, do comportamento e das respostas nos peixes possui uma grande relevancia
ecologica (STEGEMAN et al., 1992).

Apesar de suas limitagdes, como mobilidade relativamente alta, os peixes

geralmente sdo considerados 0s organismos mais viaveis para o monitoramento de polui¢do
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em ecossistemas aguaticos (van der OOST et al., 2003) e sdo extensamente usados como
bioindicadores de polui¢do marinha por metais (EVANS et al., 1993).

A fim de avaliar a ocorréncia da exposicdo ou os efeitos dos poluentes de
ecossistemas aquaticos, uma série de biomoléculas e parametros fisioldgicos encontrados
nos peixes pode ser utilizada como biomarcadores, como: enzimas de biotransformagédo
(fase | e 1), pardmetros de estresse oxidativo, produtos da biotransformacéo, proteinas de
estresse, metalotioneinas (MTs), parametros hematol 6gicos, imunologicos, reprodutivos,
enddcrinos, genotoxicos, neuromuscular, fisiolégico s, histologicos e morfolégicos (van der
OOST et al., 2003).

Dentre as enzimas de peixe utilizadas como bioindicadores, incluem-se: enzima
citocromo P450, 7 ethoxiresorufinas-Odeetilase (EROD), benzo(a)pireno monooxigenase
(BaPMO), acetilcolinesterase (AChE), catalase e superdxido dismutase (SOD) (CORSI et
al., 2003; ATLI et al., 2006; SEN & SEMIZ, 2006; KAVITHA & VENKATESWARA
RAO, 2007; VEGA-LOPEZ et al., 2007).

Uma vez que o tubo digestivo é uma viaimportante de captacdo e entrada de metais
pesados nos animais aguaticos, os efeitos adversos destas substancias quimicas podem
prejudicar o transporte de nutrientes através das células epitdiais (XU & PASCOE, 1993).
Embora o papel centra de enzimas digestivas nos processos clivagem e absor¢do de
alimentos, poucos estudos examinaram a atividade destas enzimas sob efeito de
contaminantes e seu potencial como biomarcadores. A exposicdo de concentraces sub-
letais de metais pesados pode interferir na atividade enzimética digestiva da espécie
exposta, e promover uma reducdo da captacdo de energia, afetando a sobrevivéncia, o
crescimento e a reproducdo dos organismos (DE COEN & JANSSEN, 1997; DE COEN et

al., 1998). Estes efeitos no metabolismo energético podem ocorrer pois as células
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digestivas estédo conectadas as células de armazenamento de carboidratos e lipidios
(BODAR et al., 1990). Enzimas digestivas possuem inibicéo por metais pesados. Wang et
al. (2006), isolaram e caracterizaram a pepsina do peixe Scophthalmus maximus L. que foi
inibida por Cu®* e Fe**. Como descrito em outras proteases de peixes tropicais (COHEN et
al., 1981; ARANISHI et al., 1998; BEZERRA et al., 2005; BOUGATEF et al., 2007;
SOUZA et al., 2007), tripsinas tém demonstrado sensibilidade a metais pesados.

O uso de tripsinas de animais aquaticos foi proposto como biomarcador para
monitoramento de metais pesados. A tripsina de Daphnia magna foi usada como um
biomarcador para Cd, Cr e Hg (DE COEN & JANSSEN, 1997; DE COEN et al., 1998).
Alayse-Danet et al. (1979) detectaram uma reducéo do crescimento gque coincidiu com uma
clara diminuicdo da atividade enzimética da tripsina e amilase em Artemia salina exposta
por 72h a concentragdes sub-letais de cobre (2 ppm) e zinco (5 ppm). Sastry e Gupta (1979)
avaliaram o efeito da concentracdo de 6,8 mg/L de CdCl, no sistema digestivo do peixe
teledsteo Heteropneustes fossilis e detectaram uma diminuicdo na atividade da tripsina e
um aumento da atividade da pepsina. O efeito da concentragdo de 0,3 mg/L de HgCl , na
atividade da fosfatase alcalina, fosfatase é&cida, glicose 6 fosfatase, amilase, maltase,
lactase, lipase, tripsina, pepsina, aminotripeptidase, glicilglicina dipeptidase e dlicil -L-
leucina dipeptidase no sistema digestivo do peixe-gato H. fossilis apés um periodo de 7, 15
e 30 dias de exposicéo foi avaliado por Gupta e Sastry (1981), uma diminuicao significativa
da atividade enzimética foi observada em todas as enzimas digestivas citadas, exceto a

pepsina que se manteve inalterada.
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2. JUSTIFICATIVA

Metais pesados sdo continuamente lancados no ambi ente agquatico por via natural ou
antropogénica, ainda que em baixas concentracdes, podem causar sérios efeitos toxicos aos
organismos e a0 ecossistema. Tripsinas s80 enzimas-chave na digestdo protéica nos
organismos e uma ateracdo na sua atividade pode af etar o desenvolvimento dos
organismos Vvivos. Devido ao fato da tripsina dos peixes poder ser obtida e purificada a
partir de visceras e apresentar sensibilidade a metais pesados, sugere-se que esta enzima

possa ser empregada como biomarcador de metais pesados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Extrair, purificar e caracterizar a tripsina presente no ceco pilérico do peixe tropical

xaréu (Caranx hippos) e avdiar a sensibilidade desta enzima perante diferentes

concentracdes de metais pesados através de um ensaio enzimético in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

Detectar a presenca de tripsina através de ensaio com substrato especifico (BApNA)
em preparacOes de ceco pildrico de C. hippos: extrato Bruto (EB), F 0-80% e pool
de proteinas obtido a partir da coluna de gel -filtracéo;

Purificar a tripsina através da metodologia previamente descrita por BEZERRA et
al., 2001;

Caracterizar os parametros fisico-quimicos e cinéticos datripsina purificada do ceco
pilérico de C. hippos;

Determinar 0 peso molecular aparente da tripsina purificada de C. hippos através de
SDS-PAGE;

Avaliar a sensibilidade da proteina purificada aos fons Al**, Cd**, Cu**, Hg**, Pb** e

Zn** nas concentragdes de 1 mM e 0,01, 0,001 e 0,0001 ppm (partes por milh&o).
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Abstract
A fish trypsin-like enzyme (35.2 kDa) was extracted from the pyloric caeca of a
crevalle jack (Caranx hippos) and purified. The effects of various metal ions and protease

inhibitors on the in vitro activity of the digestive enzyme was then determined. The
physical-chemical and Kkinetic properties of the trypsin-like enzyme were also
characterized. The optimum pH and temperature were 8.0 and 50 °C, respectively. After
incubation at 50°C for 30 min, a 20% loss was registered in the tryptic activity. The
Michaelis-Menten constant was 1.21 + 0.38 mM using benzoyl-p, -arginine-p-nitroanilide
(BApNA) as substrate. Specific substrate and protease inhibitors provided additional
evidence, which indicated that a trypsin-like enzyme is responsible for this proteolytic
activity. This fish tryptic activity proved extremely sensitive to metal ions. This activity
was inhibited by the following ions (1mM), In decreasing order:
Cd?*=Al**>Zn*>Cu*">Pb?**>Hg?". Although certain effects were traced of Co?", K*, Li*,
Ba®*, Mn**, Mg® and Ca®*, they were not to the extreme. Moreover, a concentration as low
as 0.01 ppm (10 pg/mL) of Zn?*, Cu®*, Hg*, Pb*", Cd*" and AI** ions was sufficient to
inhibit activity in 34%, 33%, 33%, 32%, 29% and 28%, respectively. Trypsin activity
inhibition may negatively affect the digestive physiology, thus causing a negative effect on

the survival, growth and reproduction of this species.

Keywords: Marine fish, Crevalle jack (Caranx hippos), Biomonitor species, Metal,

Trypsin.
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1. Introduction

The Crevalle Jack (Caranx hippos) is a marine fish found throughout tropical and
subtropical zones worldwide. On the American continent, it is found from Nova Scotia
through to the entire Gulf of Mexico and Caribbean, and as far south as the Uruguayan
coastline. It measures approximately 100 cm in length, but may reach 150 cm. It feeds
primarily on fish, but also on shrimp and other invertebrates ( Berry et a., 1978). In 2005,
around 4,900 tons of this fish were caught along the Brazilian coast, and it is of significant
commercial importance to the Brazilian fishery industry (IBAMA, 2007).

Most teleostei do not possess a defined pancreas gland, thus the pancreatic cells are
spread along the digestive tract. In carnivore fish, the pyloric caecais generally responsible
for the synthesis of digestive enzymes (Zendzian and Barnarb, 1967; Martinez and Serra,
1989). Being atypica carnivorous fish, the crevalle jack digestive tract is composed of the
stomach, leading to the pyloric caeca, and a short intestine. Previous study has revealed
high amounts of alkaline proteases in the pyloric caeca of this fish. Trypsin was found to be
largely responsible for most of the proteolytic activity (Alencar et al., 2003).

Trypsins are present in fish as isoenzymes and al have essentialy the same
specificity (Whitaker, 1994; Castillo-Y afies et a., 2005), and constitute the key enzyme in
the process of protein digestion. Moreover, it catalyses the hydrolysis of pancreatic
zymogens. These enzymes are determined as thermostable, with high levels of akaline pH
activity, and are sensitive to many metalsions (Bezerra et al., 2001, 2005; Castillo-Y &fies et
al., 2005; Bougatef et a., 2007; Kishimura et al., 2007; Klomklao et a., 2007; Siringan et

al., 2007; Souzaet al., 2007).
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Over the past few decades, great concern has been shown regarding the increasing
levels of environmental pollution from metals, due to the extensive use of metals in
agricultural, chemical and industrial processes (Cheung et a., 2003; Prego and Cobelo -
Garcia, 2003; Chandran et a., 2005). The marine environment is particularly vulnerable to
the toxic effects of pollutants discharged into aguatic systems, and which may be
detrimental to living aguatic organisms (Venkateswara Rao et al., 2006). These chemicals
may affect the biotransformation and detoxification enzymes of aquatic organisms, either as
inhibitors or as modulators of enzyme activity (Moyle and Cech, 1988).

Due to their bio-accumulative and non-biodegradable properties, metals constitute
one of the main groups of agquatic pollutants (Ramesh, 2006). Metal content in seawater
may vary from period to period, and depends very much on the discharge of effluentsinto
the water (Venkateswara Rao et al., 2006). The bioaccumulation of heavy metalsin fishis
evident even in cases where they inhabit waters in which the concentration of heavy metals
IS so low that it can not be detected (Machado et al., 2002).

Fish are frequently used as biomonitors, since they offer several specific advantages
for describing the natura characteristics of aquatic systems, and assessing changes to
habitats (Chovanec et al., 2003; van der Oost et a., 2003). These animals play an
increasingly important role in monitoring water pollution, due to their great sensitivity to
aquatic environmental changes, since they employ several enzyme systems in the
biotransformation of various xenobiotics. The impact of contaminants on aguatic
ecosystems can be assessed by measuring the biochemical parameters in fish (e.g. enzyme
activity) that respond specifically to the degree and type of contamination (presence of
metals, pesticides and other pollutants) (Petrivalsky et al., 1997; Chovanec et al., 2003; van

der Oost et al., 2003; Ramesh, 2006).
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This study presents the in vitro effect of metals on a trypsin-like enzyme from the
pyloric caeca of C. hippos. The use of specific inhibitors as well as certain physical -

chemical and kinetics propertiesis also discussed.

2. Materials and Methods

2.1. Materials
Noronha Pescados (Recife-PE, Brazil) kindly donated the specimens of crevalle
jack. Azocasein, benzoyl-p -arginine-p-nitroanilide (BApNA), phenyl-methyl-sulphonyl-

fluoride (PMSF), tosyl -lysine chloromethyl ketone (TLCK) and molecular weight markers
were acquired from Sigma Chemical Com. (St. Louis, MO, USA). All other reagents used

were of an analytical grade.

2.2. Enzyme extraction

The Caranx hippos specimens used in this study were fresh (dissected within 24 h
of being caught) with a total length of 74.7 £ 16.3 (mean = SD). The pyloric caeca (55 Q)
was dissected, carefully cleaned with deionized water, and kept at 4°C during tran sportation
to the laboratory (~30 min). After this, the tissue were homogenized in 0.1 M Tris -HCI pH
8.0 (40 mg of tissue/mL buffer) by using a tissue homogenizer (4°C). The homogenate was
then centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. The supernatant (crude extract) was frozen

at —20°C and used for further purification steps.
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2.3. Enzyme purification

The trypsin-like enzyme was purified with a three-step procedure. Crude extract
(100 mL) was incubated at 40°C for 30 min and centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C.
The supernatant was collected and fractionated with ammonium sulfate (0 -80% saturation)
for 1 h at 4°C. Afterwards, the precipitate containing trypsin activity was collected by
centrifugation and dialyzed against 0.1 M Tris-HCI pH 8.0. A dialyzed sample (5mg) was
applied to a Sephadex G75 column (1.2 x 42 cm), which was eluted with 0.1 M Tris -HCI
pH 8.0 at a flow rate of 0.34 mL.min"*. Each fraction was tested for tryptic activity. The
protein peak with a higher specific proteolytic activity w as pooled and used throughout the

enzyme characterization (Bezerraet a., 2001).

2.4. Unspecific proteolytic activity

In amicro centrifuge tube (quadruplicates), 1 % (w/v) azocasein (50 uL), prepared
in 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 was incubated with the crud e extract (30 uL) for 60 min at 25°C.
Then, 240 pL of 10% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) were added to stop the reaction.
After 15 min, centrifugation was carried out for 5 min at 8,000 g. The supernatant (70 pL)
was added to 1 M NaOH (130 pL) and the ab sorbance of this mixture was measured at 450
nm in a microtiter plate reader (Bio-Rad 680), against a similarly prepared blank, except
that 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 replaced the crude extract sample. Previous experiments have
shown that this reaction follows a first order kinetic model for the first 60 min. One unit
(U) of enzymatic activity was defined as the amount of enzyme capable of producing a

0.001 change in absorbance per minute (Alencar et a., 2003).
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2.5. Tryptic activity

30 uL of 4 mM N-a-benzoyl-p -arginine-p-nitroanilide (BApNA) prepared in
dimethylsulphoxide (DM SO) was incubated in microtiter wells with the enzyme (30 pL)
and 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 (140 uL). The release of p-nitroaniline was followed by an
increase in absorbance at 405 nm in amicr otiter plate reader (Bio-Rad 680). Controls were

performed without enzyme and substrate solution (Alencar et a., 2003).

2.6. Protein determination

The protein content was estimated by measuring sample absorbance at 280 nm and
260 nm, using the following equation: [protein] mg/mL = 1.5 x Ao nm— 0.75 x A260 nm

(Warburg and Christian, 1941).

2.7. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel e ectrophoresis (SDS-PAGE)
SDS-PAGE was carried out according to the Laemmli (1970) method, using a 4%
(w/v) stacking gel and a 12.5% (w/v) separating gel. The molecular weight of the crevalle

jack trypsin-like enzyme was estimated using the molecular weight markers.

2.8. Physical -chemical properties

The influence of both temperature and pH on the trypsin activity of the crevalle jack
preparations were studied as follows: the purified enzyme was assayed (quadruplicates) as
described above, at temperatures ranging from 25°C to 65°C and pH values from 6.0 to 10.5

(Tris-HCI buffer) using 4 mM BApNA prepared in DMSO as substrate. The thermal



160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

Helane Maria Slva da Costa

stability of the enzyme was determined by assaying (quadruplicates) its activity (25°C) after

pre-incubation for 30 min at temperatures ranging from 30°C to 60°C (Souza et al., 2007).

2.9. Effect of metal ions

Samples of the purified enzyme (30 uL) were added to a 96-well microtiter plate
with 1 mM solution (70 pL) of AICI 3, BaCl,, CaCl,, CdSO,, CoCl,, CuSO,4, HgCl,, KCl,
LiCl, MgCl,, MnCl,, and ZnSO,4, and with 0.0001, 0.001, 0.01 ppm solutions (70 L) of
AICl3 CdSO,, CuSO4, HCl,, PbCl, and ZnSO,. Deionised water was used to prepare these
solutions. After 30 min of incubation, 0.1 M Tris-HCI buffer (70 pL), pH 8.0, and 4 mM
BApPNA (30 pL) were added. The p-nitroaniline produced was measured in a microplate

reader at 405 nm after 30 min of reaction (Bezerra et al., 2005).

2.10. Effect of protease inhibitors

Purified crevalle jack trypsin (30 pL) was incubated during 30 min with protease
inhibitors (70 uL, 3mM): serine-protease inhibitor (PMSF) and trypsin-specific inhibitors
(TLCK). After incubation 4 mM BApNA was added and the release of p-nitroaniline was
followed by increasing absorbance at 405 nm. The enzyme and substrate blank were
similarly assayed without enzyme and substrate solution, respectively. The 100% values of

activities were those established in the absence of the inhibitors (Bezerraet a., 2001).

2.11. Kinetic parameters
BApPNA prepared in DMSO was used as substrate (final concentration from 0.125

mM to 16 mM), in a total volume of 200 pL, at pH 8,0 (0.1 M Tris-HCI) in a 96-well
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microtiter plate. The reaction (quadruplicates) was initiated by adding 30 uL of purified
enzyme solution (112.5 pg protein/mL) and the release of p-nitroaniline was followed at
405 nm by using a microtiter plate reader. Blanks were similarly prepared w ithout
enzymes. The reaction rates were fitted to Michaelis-Menten kinetics using Origin 6.0

Professional (Bezerraet al., 2001).

2.12. Satistical analysis

All values are presented as mean + standard deviations. These data were statistically
analyzed by ANOVA, followed by a post-hoc (Tukey—Kramer) test, when indicated.
Differences between groups were accepted as significant at the 95% confidence level (p <

0.05).

3. Results

The results of the purification are detailed in Table 1. Following the three s teps, the
enzymatic preparation was purified around 100-fold, and a yield of 18% was achieved.
Only one band (Fig. 1) with an apparent molecular weight of 35.2 kDa was observed when
a sample of purified enzyme was separated on SDS-PAGE (12.5%). The optimum pH and
temperature were 8.0 and 50°C, respectively (Figure 2A and 2B). Therma stability was
amost unaltered after being incubated for 30 min at 45°C (Figure 2C). This proteolytic
activity was strongly inhibited by TLCK and PMSF, classic specific inhibit ors of trypsin
and serine-protease, respectively (Table 2). The Michaelis-Menten constant for the trypsin-

like enzyme from pyloric caecawas 1.21 + 0.38 mM, using BApNA as substrate.
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The effects of the metal ions on the crevalle jack trypsin-like enzyme are also
shown in Table 2. The effects of all metal ions were statistically different when compared
to the activity in their absence (p>0.05). The presence of Cd?* and AI** strongly inhibited
the trypsin activity (>95%), while Zn®*, Cu*", Pb**, Hg*" resulted in inhibition between 50-
85% of the enzyme activity. The effects of Co?", K*, Li*, Ba®*, Mn**, Mg* Ca&" were
noticeable, but not extreme (46.2%, 36.7%, 34.6%, 32.6%, 30.6%, 24.6% and 21.1%,
respectively). Contradictorily, Ca®*, a known cofactor of mammalian trypsin, did not
activate the studied trypsin. The concentration effect of the metal ions (those which
presented higher inhibition degree) on the proteolytic activity is shown in the Figure 3. A
concentration as low as 0.01 ppm (10pg/L) of ions Zn?*, Cu®*, Hg**, Pb**, Cd** and AI**
was enough to inhibit 34%, 33%, 33%, 32%, 29% and 28% of crevalle jack trypsin -like
enzyme, respectively. Moreover, the presence of 0.0001 ppm (0.1ug/L) of Zn ?* and Cu®*

was capable of inhibiting in the region of 20% and 30 %, respectively.

4. Discussion

The purification of trypsin-like enzymes from fish tissue deserves considerable
attention, mainly due their characteristic properties (Bezerra et al., 2001, 2005; Castillo -
Y afes et al., 2005; Bougatef et al., 2007; Kishimura et a., 2007; Klomklao et a., 2007;
Siringan et a., 2007; Souza et a., 2007). The Sephadex G-75 chromatograms for trypsin-
like enzymes from tambaqui (Bezerra et al., 2001), Nile tilapia (Bezerra et al., 2005) and
spotted goatfish (Souza et a., 2007) presented similar profiles to those found in the crevalle
jack, with a protein peak of higher specific enzymatic activity. A similar methodology

using Sephadex G-100 has been used to purify trypsin-like enzymes from sardine ( Bougatef
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et al., 2007). These studies have also demonstrated the efficiency of heat treatment as a step
for purifying trypsins from tropical fish.

The optimum pH and temperature were 8.0 and 50°C, respectively. Similar behavior
was observed for the crude extract from the crevalle jack py loric caeca (Alencar et d.,
2003), Nile tilapia (Bezerra et a., 2005), monterey sardine pyloric caeca trypsin (Castillo -
Y ahes et a., 2005), elkhorn sculpin pyloric caeca trypsin (Kishimura et al., 2007). The
thermal stability was almost unaltered after 30 min incubation at 45°C.

Although the central role of digestive enzymes is encountered in the cleavage and
absorption dietary processes, very few studies have examined either the activity of
digestive enzymes under the effects of contamination, or its p otential as a biomonitor. It is
known that sub-lethal concentrations of heavy metals can disturb the digestive enzymatic
activity of the exposed species (De Coen and Janssen, 1997; De Coen et a., 1998). In the
present study, C. hippos trypsin activity proved to be highly sensitive to Zn**, Cu®*, Hg*",
Pb*, Cd** and AI*". In fact, these enzymatic endpoints are likely to be ecologically
relevant, as they play a crucia role in the overall food absorption process, i.e. reduced
enzyme activity may be linked to reduced energy uptake, which in turn affects the survival,
growth and reproduction of the organism (Bodar et a., 1990; Xu and Pascoe, 1993; De
Coenet al., 1998).

The use of trypsins from aguatic animals has aready been proposed as biomarkers
for monitoring heavy metals. They can be defined as practical, sensitive and cost -effective
tools for monitoring environmental risks. Trypsin activity from Daphnia magna was used
as a cadmium, chromium and mercury biomarker (De Coen and Janssen, 1997; De Coen et
al., 1998). The effect of 48h and 96h exposure to sublethal concentrations of CdCl ,, HgCl,

and K,Cr,0; on the digestive enzyme activity of D. magna was assessed. Both ions, CdCl ,
48
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(570 pg/L) and HgC1, (30ug/L) inhibited the enzyme activities after short-term (48h)
exposure. The residual activity for CdCl , and HgCl, were 10% and 70%, respectively (De
Coen and Janssen, 1997). De Coen et al. (1998) assayed the effect of Cd ?* (1 and 3 mg/L)
and Hg®* (0.05 and 0.10 mg/L) for 90 min. The residual activity was 40% a nd 20% for Cd**
(1 and 3 mg/L, respectively) and 60% and 30% for Hg** (0.05 and 0.10 mg/L).
Alayse-Danet et a. (1979) reported a growth reduction coinciding with a distinct
decrease in the trypsin and amylase activities in Artemia salina exposed for 72 h to
sublethal concentrations of Cu (2 ppm) and Zn (5 ppm). Sastry and Gupta (1979) assayed
the effect of concentration (6.8 mg/L) of CdCI , on the digestive system of the teleost fish,
Heteropneustes fossilis. An elevation in the pepsin activity in the stomach was aso
recorded, but trypsin revealed inhibition in the intestine. Marked inhibition was a so noticed
in the activities of aminotripeptidase and glycylglycine dipeptidase. The results indicated
that cadmium produces a decrease in digestive efficiency by inhibiting the activity of a
number of enzymes. The effect of a sublethal concentration of (0.3 mg/l) HgCl , on the
activities of akaline phosphatase, acid phosphatase, glucose -6-phosphatase, amylase,
maltase, lactase, lipase, trypsin, pepsin, aminotri peptidase, glycylglycine dipeptidase, and
glycyl-L-leucine dipeptidase in the digestive system of a freshwater catfish, H. fossilis,
after exposure for 7, 15, and 30 days was appraised by Gupta and Sastry (1981). These
authors also observed a significant decrease in the activities of al the digestive enzymes
except for pepsin, the activity of which remained unaltered.
As described for other tropical fish proteases (Bezerra et al., 2001, 2005; Bougatef

et a., 2007; Souza et a., 2007) trypsin-like enzymes from tropical fish have demonstrated

sensitivity to metal ions, particularly Cd%*, AI**, zn?*, Cu®*, Pb* and Hg*" (ImM). It is
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important to draw attention to the relatively low inhibitory effect of Co " and Mn?* (about
44% and 30%, respectively) on crevalle jack trypsin, also recorded for Nile tilapia and
spotted goatfish trypsins (Bezerra et al., 2005; Souza et al., 2007). Although it is known
that calcium is required for trypsin activity, especially in mammalians, the same was not
observed for this fish trypsin. Similar results regarding the effects of calcium on akaline
proteases from fish (Bezerra et al., 2005; Souza et a., 2007) and other aguatic animals
(Kishimura and Hayashi, 2002; Saborowski et al., 2004) has been reported in the literature.

The ions Cd?*, AI**, zn**, Cu* and Hg** also inhibited the trypsin-like enzyme
obtained from the intestine of the Nile tilapia (Bezerra et a., 2005) and from the intestine
and pyloric caeca of the spotted goatfish (Souza et al., 2007). However, the inhibitio n of
Cd**, AI¥, zn*, Cu* and Hg* (ImM) (99.7%, 99.6%, 82.3%, 76.2% and 55.1%,
respectively) on C. hippos trypsin activity was higher than the inhibition found for O.
niloticus trypsin (56.8%, 60.1%, 61.6%, 62.9% and 26.65). The effects of Cd %", AI**, Zn?*,
Cu®* (ImM) on the crevalle jack pyloric caeca enzyme (respectively, 0.3%, 0.4%, 17.7%
and 23.8%, residual activity) proved to be more severe than those registered for the pyloric
caeca spotted goatfish enzyme (46.85%, 2.51%, 25.6% and 30.8%, respectiv €ly). Bougatef
et a. (2007) obtained 31.7%, 51.1% and 62.2% (Mn?%, zn** and Cu* a 2mM,
respectively) of inhibition trypsin activity. The inhibition of crevalle jack trypsin registered
for Mn?*, Zn*" and Cu®* (1ImM) was 30.6%, 82.3% and 76.2%, respectivel y.

A concentration as low as 0.01 ppm of ions Zn%", Cu?*, Hg**, Pb*", Cd*" and AI**
was enough to inhibit 34%, 33%, 33%, 32%, 29% and 28% of the crevalle jack trypsin,
respectively. It is known that metals ions such as Cd**, Co*" and Hg®* act on sulfidryl
residues in proteins, and are responsible for a breakdown of disulfides bounds generaly

causing an inhibition effect on the enzymatic activity ( Aranishi et a., 1998). The inhibition
50
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caused by these metal ions suggests the relevance of sulfidryl residue s for the catalytic

action of this protease.

Conclusion

In this work, the crevalle jack trypsin (35.2 kDa) proved to be easily purified from
fish viscera. High sensitivity was also observed to metals such as zn %, Cu®*, Hg*", Pb*,
Cd** and AI**. Given that trypsin is a key enzyme for protein digestion, these metals may
negatively affect the digestive physiology, thus resulting in a negative effect on the
survival, growth and reproduction of this species. Furthermore, this species is widely
distributed around tropical and subtropical zones. Therefore, these facts suggest that
crevalle jack may be used as a metal biomonitor species. Thisis an important contribution
to the environmental monitoring of metals. However, further complementary studies need
to be carried out in order to obtain a better understanding of the relationship enzyme/heavy

metals, in order to support this application.
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Figurelegends

Fig. 1. SDS-PAGE (12,5%) of C. hippos trypsin-like enzyme collected by Sephadex G-75
chromatography. (1) Pattern of stained bands produced by standard proteins. (2) C. hippos

trypsin-like enzyme under denaturing and reduction conditions.

Fig. 2. The effect of (A) pH, (B) temperature, and (C) thermal stability for 30 min of
crevalle jack purified trypsin. Samples (quadruplicates) of the purified enzyme (30 ulL) was
assayed (quadruplicates) at pH values (A) from 6.0 to 10.5 (Tris-HCI buffer), temperatures
(B) ranging from 25°C to 65°C and the thermal stability (C) of the enzyme was determined
by assaying (quadruplicates) its activity (25°C) after pre-incubation for 30 min at

temperatures ranging from 30°C to 60°C.

Fig. 3. Effect of heavy metas (ppm) on the trypsin-like enzyme of crevalle jack pyloric
caeca. Samples (quadruplicates) of the purified enzyme (30 uL) were added to the meta
ions solutions (70 pL). After 30 min of incubation, 0.1 M Tris—HCI pH 8.0 buffer (70 uL)
and 4 mM BAPNA (30 ulL) were added. The p-nitroaniline produced was
spectrophotometrically measured at 405 nm after 30 min of reaction. Different |etters mean

statistically significant differences according to ANOVA followed by a post -hoc Tukey-

Kramer test, p<0.05.
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Table 1 - Purification of trypsin-like enzyme from crevalle jack pyloric caeca

Total protein Total Specific Purificatio
Step (nﬁ’ ) activity  activity  Yield (%) n
9 (L) (U/mg) (fold)
Crude extract 2,040.0 1.863 09 100.0 1.0
Heating. 1,560.0 1743 11 854 12
Ammonium sulfate precipitation 85.6 387 45 20.8 5.0
Sephadex G-75 step 37 341 91.2 18.3 100.2

Protein and enzyme activity were established according to Warburg and Christian (1941) and Alencar et
al. (2003), respectively.
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Table 2 — Effect of ions and protease inhibitors on the trypsin -like enzyme of

crevallejack pyloric caeca. Samples (n=4) of the purified enzyme (30 uL) were added

to the 1 mM metal ions solutions (70 pL). After 30 min of incubation, 0.1 M Tris -HCI,

pH 8.0 buffer (70 pL) and 4 mM BApPNA (30 pL) were added. The p -nitroaniline

produced was measured at 405 nm after 30 min of reaction. According to ANOVA

followed by a post-hoc Tukey-Kramer test, p<0.05, the effects of all metals or

inhibitors were dtatistically significant different when compared to the proteolytic

activity in their absence.

lon (1 mM) Residual activity
Lo (%)
Inhibitor (1 mM)

Control* 100.0
lons
Cd** 0.3+0.1
Al® 0.440.0
zZn* 17.7+0.5
cu® 23.8+1.2
Pb* 38.6+0.6
Hg?* 44.9+0.7
Co** 53.8+0.1
K* 63.3+0.8
Li* 65.4+1.3
Ba®t 67.4+1.7
Mn?* 69.4+0.2
Mg** 75.4+0.9
ca®* 78.9+1.7
Inhibitors
PMSF 22.4+1.7
TLCK 0+0

483 *Proteolytic activity without any of these ions and inhibitors solutions.

484
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superscript Arabic numbers.

Units: Use SI Units. If other units are necessary, include the conversion factor and
add the non-standard unit in parenthesis. Units should bein the form, e.g. gcm ™
rather than g/cm.

Symbols: Define in text. Place extensive list of symbolsin an appendix.

Maths: Avoid double suffix. Punctuate carefully. Stack numerators over
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and not dy/dx = a+ bx.

Abbreviations: Please follow the standard guide for abbreviation asgivenin

"Guidelines for use of technical abbreviations and acronymsin Chemosphere" at
=
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references following the text of the manuscript. In the text refer to: The author's
name (without initials) and year of publication (e.g. "Since Peterson (1993) has
shown that..." or "Thisisin agreement with results obtained later (Kramer, 1994;
Tusseau-Vuillemin et a., 1998; Brito and Melo, 1999)"). Please follow the
chronological order. For three or more authors use the first author followed by "et
al." in thetext.
Thelist of references should be arranged a phabetically by authors names. The
manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of authors*
names and dates are exactly the samein the text asin the reference list. The
Harvard system of references must be used. International abbreviations should be
used for journal names as determined by 1SI. For alisting please refer to: =+

. If the journal isnot included in
the 1SI list, a second consultation on &=+ i
recommended. References should ther efore be given in the following form:
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nitrate fluxes in an open coastal environment: Transport versus biogeochemical
processes. J. Geophys. Res. 103, 7693-7708.
Book: Cressie, N., 1991. Statistics for Spatial Data. John Wiley, New Y ork.
Article or chapter in edited book: Jeffries, P., Barea, JM., 1994. Biochemical
cycling and arbuscular mycorrhizas in the sustainability of plant -soil systems. In:
Gianinazzi, S., Schuepp, H. (Eds.). Impact of Arbusuclar Mycorrhizas on
Sustainable Agriculture and Natural Systems. Birkhauser Verlag, Basdl,
Switzerland, pp. 101-115.
Format for personal communication: Smith, J., Personal communication.
References to personal correspondence or to unarchived material obtained from
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the World Wide Web are discouraged. "Anonymous' is not acceptable as an
author. Citations in other languages are discouraged.

[llustrations:
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- Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and
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Footnotes to tables should be typed below the table and should be referred to by
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Supplementary files supplied will be published online a ongside the electronic
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order to ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that
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artwork instruction pages at =
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Be careful about the use of significant figures; provide concise description about
QA/QC of your data; use periods for your decimal points; define acronyms when
they first appear in the text; be consistent in the format of your unit expressions.
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Copyright
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