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Resumo
Na Europa e na Asia sdo produzidas trés espécies conhecidas como linguado (Psetta
maxima, Paralichthys olivaceus e Cynoglossus semilaevis). No Brasil ndo existe produgéo
comercial de linguado, no entanto a principal espécie alvo dos estudos é o Paralichthys
orbignyanus. Esta espécie ja foi um recurso pesqueiro importante no sul do pais, no
entanto, a pesca encontra-se estagnada. Assim, a producéo deste linguado pode ser uma
alternativa para aumentar a oferta de pescado na regido, devido as caracteristicas que
apontam a viabilidade de criagcdo como tolerancia as concentrac@es elevadas de compostos
nitrogenados, variaces de temperatura, bom crescimento em &gua salgada e salobra,
reproducdo e larvicultura em cativeiro dominadas. Entretanto, ainda existe uma grande
caréncia de pesquisas relacionadas a fisiologia disgestéria da espécie. Para isso foi
determinada e caracterizada a atividade de enzimas digestorias presentes no figado,
intestino e estdbmago do linguado (Paralichthys orbignyanus), através de substratos
inespecificos e especificos, alem de inibidores especificos. Os parametros fisico-quimicos
também foram determinados utilizando substratos especificos. Para a analise das enzimas
digestorias presentes no extrato bruto do intestino e figado realizaram-se ensaios in vitro na
presenca dos substratos de cadeia longa (azocaseina 1% e amido 2%), p-nitroanilide
(BApNA, SApNA e Leu-p-Nan). Para analise de enzimas digestorias presente no extrato
bruto do estbmago foi utilizado substrato hemoglobina. Para analise enzimatica das
aminopeptidases presentes no extrato bruto do intestino foi usado o substrato B-
naphthylamide (alanina, arginina, leucina, prolina, tirosina, serina, glicina, isoleucina e
histidina). Atividade enzimatica presente no extrato bruto do intestino foi: Azocaseina
(0,3645 + 0,25mU mg™), BApNA (0,5119 + 0,2 mU mg™), SApNA(2,6281 + 1,8 mU mg’
1, Leu-p-Nan (0,9709 + 0,83 mU mg™), amido (sem atividae). A atividade enzimatica

presente no extrato bruto do figado: Azocaseina (0,27 + 0,01mU mg™), BApNA (0),
3
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SApNA(0,7 + 0,08 mU mg™), Leu-p-Nan (0), amido (33,25 + 0,8 mU mg™).0 efeito dos
inibidores espécificos sobre a atividade residual das peptidases presentes no extrato bruto
do intestino apresentou o seguinte perfil: PMSF (BapNA=52+2,3; SapNa=42+1,2; Leu-p-
Nan= 43+1,4%), TLCK (BapNA=33+1,8; SapNa=45+0,3; Leu-p-Nan= 44+4,1%), TPCK
(BapNA=100+£1,2; SapNa=79+4,5; Leu-p-Nan= 60£1,8%), Benzamidina (BapNA=41+2,3;
SapNa=58+0,5; Leu-p-Nan= 40+1,2%). Padrdes de inibicdo peculiar podem ser explicados
devido a utilizacdo do extrato bruto que apresenta outras enzimas, além destes inibidores
serem baseados em enzimas de mamiferos. O pH 6timo observado para a atividade de
tripsina, quimotripsina, leucino aminopeptidase, amilase e pepsina foi pH 9,5, 9, 8, 7,5 e
3,5, respectivamente. A temperatura 6tima observada para a atividade destas enzimas foi
50, 50, 50, 40 e 45°C, respectivamente. A Alanina e a Leucina aminopeptidases
apresentaram uma alta atividade comparada a outras aminopeptidases avaliadas. A tripsina
e leucino aminopeptidase demonstraram ser termoestaveis até 70 e 50°C, respectivamente.

Caracteristicas que indicam a possibilidade de aplicagao biotecnologica.
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Abstract
In Europe and Asia three species known as flounder (Psetta maximum Paralichthys
olivaceus and Cynoglossus semilaevis) are reared. In Brazil the flounder production is still
incipient and is the main species found Paralichthys orbignyanus. This species was an
important fishery resource in the South Brazil. However, fishing is stagnant. Thus, the
production of this flounder in captivity can be an alternative to increase the supply of fish
in the region, due to the characteristics that indicate the feasibility of creating such
tolerance to high concentrations of nitrogen compounds, temperature variations, good
growth in saltwater and brackish, and knowledge about reproduction and larviculture.
However, there is still a lack of information related to the digestive physiology of the
species. This dissertation investigated and characterized the digestive enzymes activities
presented in liver; intestine and stomach of juvenile flounder (Paralichthys orbignyanus)
through nonspecific and specific substrates, in addition to specific inhibitors. The physico-
chemical parameters were determined using specific substrates. For the analysis of
enzymes digestive present in the crude extract of the liver and intestine were performed in
vitro in the presence of long chain substrates (1% azocasein 2% and starch), p-nitroanilide
(BApNA, Sapna and Leu-p-Nan ). For analysis of enzymes present in the crude extract
digestive stomach hemoglobin substrate was used. For enzymatic analysis of the
aminopeptidase present in the crude extract was used intestine B-naphthylamide substrate
(alanine, arginine, leucine, proline, tyrosine, serine, glycine, isoleucine and histidine).
Enzyme activity present in the crude extract of the intestine was: azocasein (0.3645 * 0.25
mU mg-1), BApNA (0.5119 £+ 0.2 mU mg-1), Sapna (2.6281 + 1.8 mU mg -1), Leu-p-Nan
(0.9709 £ 0.83 mU mg-1), starch (0). Enzyme activity present in the crude extract of the
liver: azocasein (0.27 = 0.01 mU mg-1), BApNA (0), Sapna (0.7 + 0.08 mU mg-1), Leu-p-

Nan (0 ), starch (33.25 + 0.8 mU mg-1). The effect of specific inhibitors on the residual
5
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activity of peptidases present in the crude extract of the intestine showed the following
profile: PMSF (BAPNA = 52 + 2.3; Sapna = 42 + 1.2;-Leu-Nan p = 43 £ 1, 4%), TLCK
(BAPNA = 33 + 1.8; Sapna = 45 + 0.3, p-Leu-Nan = 44 + 4.1%), TPCK (BAPNA = 100 +
1.2; Sapna = 79 £ 4.5, Leu-p-Nan = 60 + 1.8%), Benzamidine (BAPNA = 41 * 2.3; Sapna
= 58 £ 0.5, p-Leu-Nan = 40 + 1.2%). The peculiar inhibition patterns can be explained by
the use of crude extracts, which presents other enzymes, and these inhibitors are based on
mammalian enzymes. The optimum pH observed for the activities of trypsin,
chymotrypsin, leucino aminopeptidase, amylase and pepsin were pH 9.5, 9, 8, 7.5 and 3.5,
respectively. The optimum temperatures for the observed activities of these enzymes were
50, 50, 50, 40 and 45 ° C respectively. Alanine and leucine aminopeptidase showed high
activity compared to other aminopeptidases evaluated. Trypsin and leucine
aminopeptidases showed to be thermostable up to 70 ° C and 50 respectively.

Characteristics that indicate the possibility of biotechnological applications.
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Lista de abreviaturas

AA-NA - aminoacyl B-naftilamida

BAPNA - benzoil arginina p-nitroanilida

DMSO - dimetil sulféxido

DNSA &cido 3,5 — dinitrossalicilico

EC — Enzyme Commission

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético

IUBMB - Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
Leu-p-Nan — leucina- p-nitroanilida

pH - potencial hidrogenibnico

PMSF — Fluoreto fenil metil sulfonil

SAPNA - N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
TCA - Acido Tricloroacético

TLCK - tosil cetona lisina clorometil

TPCK — tosil fenilanina clorometil cetona
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1. Introducéo geral

1.1. Linguado (Paralichthys orbigyanus)

Atualmente sdo conhecidas 25 espécies do género Paralichthys em todos os
oceanos (ITIS, 2013). Apresentam formato plano e assimétrico, devido a metamorfose
marcante que ocorre durante o estadio larval. Nesta fase a transi¢cdo da simetria bilateral
em um formato assimétrico e comprimido dorso-ventral, onde um dos olhos migra para o
lado oposto da cabeca (Ahlstrom et al., 1984). Além da mudanca morfoldgica, os peixes

apos a metamorfose alteram seu comportamento pelégico para o demersal (Nelson, 2006).

Figura 1. Metamorfose que ocorre durante o estadio larval de espécies do género
Paralichthys (Martinez & Bolker 2003)

No sul do Brasil ha a ocorréncia de trés espécies do género Paralichthys: P.
orbignyanus (Valenciennes (1839), P. patagonicus e P. isosceles (Bianchini et al., 2010).
O linguado Paralichthys orbignyanus habita areas estuarinas e costeiras desde o Rio de
Janeiro no Brasil até Mar del Plata, na Argentina, habitando &guas inferiores a 20 m,
enquanto as demais espécies sdo encontradas em aguas de maior profundidade (Figueiredo

e Menezes, 2000).

10
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P. orbignyanus possui alto valor comercial, por ser considerada a espécie de
linguado de maior porte no Sul do Brasil, podendo atingir peso superior a 10 kg, indicando
potencial para aquicultura (Bianchini et al., 2010).

Apresenta pigmentacdo apenas do lado direito do corpo, apresentando manchas
negras arredondadas de tamanhos variados (Figueiredo e Menezes, 2000). Geralmente
encontram-se camuflados no ambiente, enterrando-se na areia. Possui boca grande, dentes
bem desenvolvidos adaptados para a predacdo e habito alimentar carnivoro. No estuério
ndo demonstram seletividade, sendo oportunistas quanto a alimentacdo. Os juvenis
alimentam-se basicamente de poliquetas e crustaceos, e 0s adultos passam a alimentar-se
basicamente de peixes, camardes e caranguejos (Cazorla e Forte, 2005).

O periodo de reproducdo desta espécie no sul do Brasil tem inicio em outubro e
segue até abril (Silveira et al., 1995), sendo influenciados pelo aumento do fotoperiodo e
da temperatura (Sampaio et al., 2008). Realiza desova anual multipla, em ambiente
marinho e suas larvas migram para o estuario para se desenvolverem (Bianchini et al.,

2010).

Figura 2. Desenho de um exemplar adulto de Paralichthys orbignyanus (Cousseau e

Perrota, 1998).

11
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1.2. Importéncia econémica

Em vérias regides do mundo, especialmente na Europa e na Asia, os linguados s&o
criados, como o turbot (Psetta maxima), o hirame (Paralichthys olivaceus) e o
(Cynoglossus semilaevis). A producdo destas espécies aumentou significativamente de
26.300 t em 2000 para 148.000 t em 2008 (FAO, 2010).

No continente americano, a producédo de linguado obtida da aquicultura ainda ndo €
significativa (FAO, 2010). Porém, varias espécies do género Paralichthys estdo em estudo,
dentre elas o P. patagonicus e P. orbygnianus na Argentina (Bambill et al. 2006), P.
microps e P. adspersus no Chile (Alvial e Manriquez, 1999), P. woolmani no Equador
(Guartatanga, 1997), P. lethostigma e P. dentatus nos Estados Unidos (Lee e Ostrowski,
2001) e P. tropicus na Venezuela (Rosas et al. 1999).

No Brasil a espécie em estudo para a criacdo € o Paralichthys orbignyanus. Esta
especie ja foi um recurso pesqueiro importante para a regido sul do pais. No entanto, a
pesca do linguado no estuario da Lagoa dos Patos (RS) e na costa marinha adjacente esta
estagnada desde 2003 (MPA, 2010). Ainda segundo o Boletim Estatistico de Pesca e
Aquicultura a captura do linguado no Brasil em 2008 foi de 3,4t e em 2009 3,1t e 2010 3,2t
(MPA, 2010).

1.3. Estudos conduzidos com Paralichthys orbignyanus

A producdo de linguado em cativeiro pode ser uma alternativa para aumentar a
oferta de pescado (Sampaio et al. 2008). Alguns trabalhos apontam a viabilidade da criacédo
desta espécie, que apresenta caracteristicas como tolerancia a concentracfes elevadas a
compostos nitrogenados (Bianchini et al. 1996), variacfes de temperatura (Wasielesky et
al. 1998), bom crescimento em A&gua salgada ou salobra (Sampaio et al. 2001),

sobrevivéncia por longos periodos em agua doce (Sampaio e Bianchini 2002), reproducéo

12
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em cativeiro e larvicultura dominadas (Sampaio et al. 2008), temperatura ideal na fase de
bercério (Okamoto e Sampaio, 2012).

Diversos estudos com esta espécie sdo encontrados na literatura como:
desenvolvimento dos ovos, estudo primordial para a reproducédo artificial em ambientes
controlados (Cerqueira, 2005). Meier et al. (2009) relacionou o estresse hiperosmatico com
0 aumento do hormdnio de crescimento, sendo este parametro Gtil para conseguir um
melhor desempenho para a espécie. Campos et al. (2010) concluiu que o neuropeptideo Y é
influenciado pela temperatura, tal hormonio seria um grande estimulante de ingestéo de
alimentos.

Radonic e Macchi (2009) investigaram a diferenciacdo sexual por meio de cortes
histoldgicos. Trabalhos semelhantes sdo escassos, porém importantes, devido as fémeas
tanto selvagens como criadas em cativeiro apresentarem maior taxa de crescimento que 0s
machos (Cazorla, 2005).

Robaldo et al. (2012) relataram maior rendimento de filé para peixes criados em
cativeiro, do que para selvagens, além da grande quantidade de pele que pode ser usada
como matéria prima para a industria de couro, ou extracdo de colageno (Singh et al., 2011),
contribuindo assim, para a viabilidade econémica da espécie.

Trabalhos descrevendo a presenca de parasitos e enfermidades em linguados
também séo encontrados, como Caligadae Caligus sp. (Robaldo et al., 2002), Lernaiedae
Brasilochondria riograndensis (Thatcher e Pereira Jr., 2004), Amyloodinium ocellatum
(Abreu, 2005), Ergasilidae Therodamas fluviatilis (Velloso et al., 2005), mixosporideo
Myxobolus sp. (Eiras et al.,, 2007) Bacciger (Alarcos et al., 2008), apicomplexa
Haemogregarina platessae (Davies et al., 2008). Além da presenca de micobacteriose
(Romano et al., 2012).

1.4. Sistema digestdrio de peixes
13
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Os peixes em geral apresentam varia¢cOes de estrutura do trato digestério de espécie
para espécie, a qual esta correlacionada ao tipo de dieta e ao ambiente, e podem influenciar
a presenca, posicdo, formato e tamanho de um 6rgdo em particular (Rotta, 2003). O trato
digestorio dos peixes compreende o tubo que vai da boca ao anus, por onde passam 0s
alimentos. Pode ser subdividido em cavidade bucal ou bucofaringeana, intestino anterior
(esdfago e estbmago), intestino médio (intestino propriamente dito) e intestino posterior
(reto). Orgdos anexos ao sistema digestorio sio o pancreas, vesicula biliar (quando
presente) e figado (Rust, 2002). Os vérios tecidos e 6rgdos relacionados a ele estdo
envolvidos com a apreensdo, mastigacao e degluticdo, seguidas da digestdo e absor¢édo dos
nutrientes, como também com a excrecédo (Rotta, 2003).

Conforme o habito alimentar dos peixes, sdo divididos basicamente em carnivoros
(alimentam-se de peixes e invertebrados maiores), onivoros (alimentam-se de dieta mista),
herbivoros (alimentam-se de plantas) e detritivoros (que ingerem detritos) (Rust, 2002).

Peixes carnivoros geralmente apresentam boca grande, permitindo ingerir grandes
presas, enquanto peixes herbivoros apresentam boca pequena e tubular, permitindo a
succdo dos alimentos. O esb6fago € quase sempre um tubo curto, largo, reto e muito
musculoso. Sua funcdo é de transporte de alimentos ao estdmago. Pode desempenhar
diferencas funcGes como a de osmorregulagdo em peixes eurialinos, ou auxiliar na
respiracdo. Este orgdo é de dificil identificacdo em teledsteos. O estdbmago de peixes
carnivoros apresentam glandulas gastricas mais desenvolvidas e de maior volume devido
as presas que consomem. Peixes de habitos onivoro e herbivoro realizam diversas refeicdes
por dia, porém consomem pouco alimento, assim apresentam geralmente estdmago de
menor volume (Rotta, 2003).

Os cecos piloricos sdo estruturas especializadas encontradas no intestino, com

caracteristicas histoldgicas e histoquimicas semelhantes, sugerindo que estas estruturas
14
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sirvam para aumentar a superficie intestinal sem aumentar o comprimento ou espessura do
intestino. Sdo mais desenvolvidos em peixes carnivoros e reduzidos, ou mesmo ausentes,
nos herbivoros. Entretanto, ndo estd bem definido se ha relacdo entre a presencga de cecos
piloricos e a dieta do peixe, pois eles ocorrem nos peixes carnivoros, onivoros e
herbivoros.

O intestino é o 6rgdao onde ocorre a maior parte da absorcdo dos nutrientes, ions e
agua oriundos da dieta. Nos peixes, além da funcdo de digestdo e absorcdo, o intestino
pode desempenhar outras fungdes, como auxiliar na osmorregulacdo ou na respiracdo
(Rotta, 2003). O comprimento do intestino varia conforme o habito alimentar e as
caracteristicas dos alimentos naturalmente ingeridos pelos peixes. Os carnivoros possuem,
basicamente, um intestino curto, reto e espesso, 0s onivoros um intestino em forma de “N”
e 0s herbivoros possuem um intestino longo, enovelado e fino. Peixes herbivoros e
fitoplanctofagos consomem alimentos de menor digestibilidade e apresentam, geralmente,

intestinos mais longos se comparados aos peixes carnivoros (Rust 2002; Rotta, 2003).

Boca  Eséfage , Estémago [ntS“ﬂomEdlf Intesﬁnu]ﬁ)sten'ur

\
1
1

—_————-— _-3_..1
!
N

Figura 3. Diagrama modificado de Smith (1989) do sistema digestério de peixes
(@) carnivoro, (b) onivoro, com maior alimentacdo de origem animal, (c) onivoro com

maior alimentacdo de origem vegetal, (d) herbivoros.
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1.5. Importéncia biolédgica das enzimas

Enzimas sdo proteinas que atuam na diminuicdo do nivel de energia de ativagdo,
implicando no aumento da velocidade das reacdes bioquimicas (Champe et al., 2009).
Estdo presente em todos os organismos vivos, sendo essenciais para a manutencéo,
crescimento e diferenciacdo celular (Gupta et al., 2002). Agem em sequéncias organizadas
e catalisam centenas de reagdes sucessivas, pelas quais as moléculas de nutrientes séo
degradadas. Essas biomoléculas catalisadoras ndo reagem quimicamente com as
substancias sobre as quais atuam, nem alteram o equilibrio das reagdes. Provavelmente,
apenas uma fracdo da molécula denominada sitio ativo é a responsavel pela ligacdo da
enzima ao substrato e essa fracdo determina a especificidade enzimatica (Nelson e Cox,
2004).

A reacdo quimica catalisada por uma enzima é propriedade especifica que distingue
uma enzima de outra, desta forma, a IUBMB (Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular) dividiu as enzimas em seis grandes classes (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo das enzimas segundo a IUBMB.

CLASSE REACOES QUE CATALISAM

1. Oxidorredutases Reac0es de oxidacao-reducéo

2. Transferases ReacGes de grupos contendo C, N ou P -

3. Hidrolases Clivagem das reacdes adicionando agua

4. Liases Clivagem de C-C, C-S e certas ligagdes de C-N
5. Isomerases Racemizacdo de isbmeros  dpticos ou

geomeétricos
6. Ligases Formacdao de pontes entre C e O, S, N acoplados

a hidrdlise de fosfatos de alta energia.
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C, carbono; N, nitrogénio; P-, ion fosfato; S, enxofre; O, oxigénio.
Fonte: (Nelson e Cox, 2004).
De acordo com a IUBMB as peptidases estdo no grupo trés (Hidrolases), pois por
uma reacdo de hidrdlise, clivam ligacdes peptidicas adicionando uma molécula de agua

(Berg et al., 2004) (Figura 4).

0 0
R'\ H H ﬁ PROTEASE R‘\ H H
X N + H0 —= X 0+ HsNL
H | & H H |- AW
Ry (o) Ry )
PEPTIDEO GRUPO CARBOXIL GRUPO AMINO

Figura 4. Hidrolise enzimatica de uma proteina hipotética. (Fonte: Berg et al.,
2004).

A tripsina e a quimotripsina sdo endopeptidases, ou seja, clivam as ligacdes
peptidicas dentro da proteina, enquanto as aminopeptidases sdo exopeptidases (Figura 5),
isto €, clivam residuos de aminoécidos na posicdo N-terminal da proteina (Gonzalez e

Robert-Baudouy, 1996).

2 1

R

HoN — Xy Xz X3 Xa Xs— COOH

Figura 51. Classificacdo das peptidases: Endopeptidases clivam ligacdes peptidicas
dentro da proteina (1). Exopeptidases, mais especificamente as aminopeptidases, clivam
residuos localizados na posicdo N-terminal da proteina (2). Figura modificada de Gonzalez

e Robert-Baudouy (1996).
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As enzimas amiloliticas séo classificadas segundo a IUBMB de acordo com o tipo
de ligagdo em que atuam: hidrolisadoras de ligagdes a-1,4-glicosidicas (a-amylase, EC
3.2.1.1), hidrolisadoras de ligagdes al,6-glicosidicas (pululanase, EC 3.2.1.41 ou
isoamilase 3.2.1.68), transglicosilagdo para formacao de ligagdes a-1,4 (ciclodextrina
glicosiltransferase — GCTase, EC 2.4.1.19) ou transglicosilacdo para formacéo de ligagbes
a-1,6 (enzima ramificadora, EC 2.4.1.18) (Kuriki e Imanaka, 1999).

1.6. Enzimas digestdrias

Dentre as peptidases digestdrias de maior importancia encontram-se a tripsina, a
quimotripsina e as aminopeptidases. As peptidases digestorias do pancreas sdo produzidas
sob a forma de zimogénios, como o tripsinogénio, que é ativada no limen do intestino pela
acdo da enteroquinase, uma peptidase do intestino delgado, que hidrolisa uma ligagao
peptidica especifica no tripsinogénio, transformando-o em tripsina ativa. A partir disto, as
moléculas de enteroquinase juntamente com as de tripsina (recém - ativadas) promovem
um efeito cascata, responsavel pela ativacdo de novos tripsinogénios e outros zimogénios
como quimotripsinogénio, procarboxipeptidase, proelastase e profosforilase (Brody, 1994).

Segundo Rotta (2003), na maioria dos teledsteos, o pancreas encontra-se difuso em
outros orgaos, como no figado, intestino e cécos pildricos. Einarsson e Davies (1996)
relataram que o tripsinogénio e quimotrispinogénio estdo contidos nos granulos secretores
das células acinares pancreaticas, tanto dos peixes como nos vertebrados superiores, sendo
estimulados pelo horménio colecistoquinina.

Diversos estudos tem demonstrado que a tripsina pode ser um indicador nutricional,
por ser considerada uma enzima chave no processo de digestdo (Cara et al. 2007), pois
ativa sua propria forma precursora (tripsinogénio), assim como varias outras peptidases,
incluindo a quimotripsina (Sunde et al., 2004). A atividade especifica da tripsina e a taxa

de atividade tripsina/quimotripsina (T/Q) sdo afetadas geneticamente e ambientalmente e
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sdo considerados parametros bioldgicos chave que afetam o processo digestivo e
consequentemente a taxa de crescimento (Rungruangsak-Torrissen et al., 2009).

A tripsina (EC 3.4.21.4) faz parte da familia das serino peptidases, caracterizadas
por apresentar um mecanismo comum, envolvendo a presenca de uma triade catalitica
composta de residuos especificos: serina, histidina e &cido aspartico. Esta enzima cliva as
ligacOes peptidicas no lado carboxila de residuos de aminoécidos carregados positivamente
como arginina e lisina (Klomklao et al., 2007). Sdnchez-Paz et al. (2003) estimam que esta
enzima contribui em torno de 60% na digestao protéica. A atuacdo da tripsina € importante
em Vvarios processos bioldgicos como: digestdo protéica propriamente dita, ativacdo de
zimogénios e mediacdo entre a ingestdo do alimento e assimilacdo dos nutrientes (Sainz et
al., 2004). Devido a extrema relevancia funcional da tripsina, associada a uma ampla
aplicabilidade industrial, esta enzima é uma das mais estudadas em organismos aquaticos
(Freitas-Junior et al., 2012).

A tripsina caracteriza-se por apresentar o maior nivel de atividade nos valores de
pH entre 8.0 e 11.0 e em temperaturas de 35 a 45 °C. Esta enzima pode ter sua atividade
alterada em pH abaixo de 5.0 e acima de 11.0 ou pela presenca de alguns inibidores como
diisopropil-fluorfosfato (DFP), fluoreto fenil-metil-sulfonil (PMSF), inibidor de tripsina de
soja (SBTI) e aprotonina. Dentre os substratos sintéticos hidrolizados pela tripsina e usados
em pesquisas cientificas destacam-se: N-a-benzoil-L-arginina-p-nitoanilida (BApNA) e
tosil-arginina-metil-éster (TAME) (Whitaker, 1994; Simpson, 2000).

A quimotripsina (EC 3.4.21.4) é outro membro da familia das serino peptidases,
com funcdo digestoria. Em geral estas enzimas sdo moléculas polipeptidicas com pesos
moleculares de 25 a 28 kDa, sendo mais ativas dentro do pH 7.5 a 8.5 e mais estaveis em
pH 9.0 (Simpson, 2000). Esta endopeptidase possui uma especificidade maior que a

tripsina, clivando ligac6es peptidicas na porcdo carboxila de aminoécidos aromaticos, tais
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como tirosina, fenilalanina, triptofano (Simpson, 2000) e também substratos sintéticos, tais
como SApNA (De vecchi e Coppes, 1996; Castillo-Yariez et al., 2006).

Apobs a hidrolise de proteinas por proteinases, estas sdo degradadas em fracGes
menores a aminoacidos livres, melhorando a absor¢do destes nutrientes (Buarque et al.
2009). As principais enzimas responsaveis pela liberacdo dos aminodcidos livres sdo as
aminopeptidases. Além dos aminoécidos, as aminopeptidases liberam também pequenos
peptideos através da hidrélise das ligacGes peptidicas na posicdo N-terminal de proteinas
(Gonzalez e Robert-Baudouy, 1996).

1.7. Enzimas digestorias em peixes

As peptidases encontradas nos 6rgdos digestorios da maoria dos peixes sdo pepsina,
gastrina, tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase, colagenase, elastase e esterase carboxila
(Haard, 1994; Simpson, 2000). Segundo Rust (2002) Cyprinus carpio ndo possue
estdmago, portanto ndo apresentam a pepsina. Em animais aquéticos, especialmente nos
teledsteos, as peptidases mais citadas e estudadas sdo a tripsina, quimotripsina e elastase
(De Vecchi e Coppes, 1996).

A pepsina é uma protease acida localizada no estomago (Gildberg e Overbo, 1990),
enguanto que a tripsina é uma protease alcalina, encontrada em sua forma ativa nos cecos
piloricos e/ou intestino (Kishimura et al., 2006). A secrecdo destas enzimas é realizada por
meio de estimulos neurais e hormonais, 0S quais provocam aumento na secrecdo
enzimatica para a luz do trato digestério (Fange e Chiou, 1989).

O primeiro registro de estudo sobre peptidases digestorias de peixes data da década
de 40, quando uma pepsina de salméo foi cristalizada (Norris e Elam, 1940). Desde entéo,
peptidases digestorias de peixes vém sendo comumente estudadas incluindo as pepsinas:
Merluccius gayi (Sanchez-Chiang e Ponce, 1982), Salmo gairdneri (Twining et al., 1983),

Gadus mohua (Gildberg e Overbo, 1990; Martinez e Olsen, 1989), Oncorhynchus keta
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(Sanchez-Chiang et al., 1987), Sebastes mentella, Sparus aurata, Scophthalmus maximus
(Munilla-Moréan e Saborido-rey, 1996), Takifugu rubripes (Kurokawa et al., 2005) e
Paralichthys olivaceus (Deng et al., 2010), como as tripsinas: Salmo gairdneri
(Kitamikado e Tachino, 1960), Gadus morhua (Asgeirsson et al., 1989), Oncorhynchus
mykiss (Kristjansson, 1991); Oreochromis niloticus (Bezerra et al., 2005); Pseudupeneus
maculatus (Souza et al., 2007) Colossoma macropomum (Marcuschi et al., 2010);
Oreochromis niloticus x O.aureus (Wang et al., 2010); Paralichthys olivaceus (Kim e
Jeong, 2012).

A pepsina (E.C. 3.4.23.1) é encontrada na sua forma inativa (pepsinogénio), que é
ativado pelo &cido cloridrico, secretado pelo estdbmago, ativando-a. Este zimogénio €
ativado por autocatalise, liberando cerca de 40 a 50 residuos de aminoacidos da sua regido
N-terminal (Brody, 1994). Esta enzima é composta por uma Unica cadeia polipeptidica de
321 aminacidos com peso molecular de 35 kDa (Simpson, 2000). No entanto, pepsinas de
animais marinhos possuem pesos moleculares que variam de 27 a 42 kDa (Sanchez-Chiang
et al., 1987; Klomklao, 2008).

A quantidade de carboidrases é grande devido sua alta especificidade. O amido e
glicogénio sao degradados por alfa-amilases em oligossacarideos ou também em maltose.
A digestdo dos carboidratos é realizada no intestino por uma variedade de enzimas. A mais
comum ¢ a amilase, produzida pelo pancreas, que atua em ligagdes glicosidicas a-1,4
encontradas no amido (Lovell, 1998). Esta enzima encontra-se em todo intestino dos
peixes (Kuz'mina, 1977). Apresentam uma ampla faixa de atuacdo (20-40°C) e atividade
méaxima em pH de 6-8.

A atividade amilolitica tem sido observada em varios teledsteos herbivoros,
onivoros e carnivoros, em diferentes regides do aparelho digestério, principalmente, nos

cecos piloricos, no estbmago, no figado, no pancreas e na regido bucofaringeana (Hidalgo,
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1999; Seixas Filho, 2003; Deng et al., 2010; Ren et al., 2011). A utilizag&o deste nutriente
difere entre as espécies e depende da fonte do carboidrato ingerida (Yamamoto et al.,
2000).

Espécies de peixes, particularmente carnivoros, geralmente utilizam mal o
carboidrato da dieta como fonte de energia e normalmente exigem altos niveis de proteina
na dieta (Wilson, 1994). No entanto, alguns carnivoros mostraram maior crescimento
quando alimentados com uma dieta em que possuia certa quantidade de amido, em
comparacao da dieta sem amido (Henre et al., 2002).

Varios estudos de caracterizacdo e identificacdo de amilases sdo encontrados na
literatura, tanto para espécies carnivoras como omnivoras, como: Rachycentron canadum
(Rem et al., 2011); Paralichthys olivaceus (Deng et al., 2010); Glyptosternum maculatum
(Xiong et al., 2009); Thunnus orientalis (Parra et al., 2007); Colossoma macropomum
(Almeida et al., 2006); Paralichthys californicus (Alvarez-Gonzalez et al., 2006);
Acipenser naccarii e Oncorhynchus mykiss (Furné et al., 2005). Deng et al. (2010)
identificou atividade da amilase no figado, intestino e estbmago.

A caracterizacdo das enzimas digestérias € um processo importante para a
compreensdo dos mecanismos digestivos e formulacdes de ragdes que promovam melhores
respostas de crescimento (Kolkovski 2001; Ldpez-Lopez et al., 2005). De acordo com
Lundstedt et al. (2004) a atividade enzimatica digestoria € um indicador confiavel do
estado nutricional dos peixes.

Na aquicultura a alimentacdo representa um dos maiores custos de producédo, em
muitos casos representando 50% do total das despesas (Alam e Watanabe, 2009). Ra¢6es
comerciais para peixes possuem precos relativamente altos, devido a alta taxa de inclusao

de diversos nutrientes, principalmente a proteina.
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O conhecimento a respeito das propriedades enzimaticas, fisiologia e nutricdo ainda
s80 escassos para a espécie Paralichthys orbignyanus. Diante deste fato, torna-se evidente
que a caracterizacdo de enzimas digestdrias para o linguado representa um estudo basico,
que subsidiard o conhecimento de enzimas-chave no processo de absor¢do de proteina e
carboidratos da dieta, servindo de referéncia para futuros estudos de digestibilidade e
nutricdo, que contribuirdo para o desenvolvimento de ra¢cdes mais apropriadas no mercado.

1.8. Aplicacdes biotecnologicas

Um aumento marcante no uso de peptidases alcalinas como catalisadores industriais
sdo registrados nos ultimos anos, por oferecerem vantagens em comparacdo aos
catalisadores quimicos convencionais: possui alta atividade catalitica, alto grau de
especificidade pelo substrato, podem ser produzidas em larga escala, sdo economicamente
viaveis e biodegradaveis (Gupta et al., 2002).

As peptidases vém sendo amplamente utilizadas nas industrias de detergentes,
alimentos, farmacéutica, couro e em processos de bioremediacdo (Rao et al., 1998) devido
as recentes tentativas de desenvolvimento de tecnologias ambientalmente corretas.
Atualmente, as peptidases sdo as principais enzimas industriais, grande parte, obtidas a
partir de microorganismos (Johnvesly, 2001).

As visceras dos peixes correspondem a aproximadamente 5% do seu peso total,
sendo fonte de enzimas digestdrias (Cancre et al., 1999). Segundo Asgeirsson et al. (1989),
0 intestino dos peixes contém cerca de 1 g de enzimas proteoliticas alcalinas (tripsina,
quimotripsina e elastase) por quilo, possuindo alto potencial biotecnoldgico.

Além da aplicabilidade na aquicultura, o estudo de enzimas digestdrias aliadas a
grande quantidade de visceras de peixes disponiveis no mercado (De Vecchi e Coppes,
1996) tornam estas enzimas com potencial para uso em inddstrias de alimentos e

detergentes, visto que peixes como animais ectotérmicos, apresentam adaptacdes em suas
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enzimas, como maior resisténcia a variacbes de temperatura do que 0s animais
homeotérmicos (Bezerra et al., 2001).
2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Caracterizar as peptidases e amilases do linguado (Paralichthys orbignyanus).
2.1. Objetivos especificos
Investigar a presenca de endo/exopeptidases e amilases
utilizando diferentes substratos;
Definir as propriedades fisico-quimicas das peptidases
alcalinas, acidas e de enzimas amiloliticas utilizando substratos especificos
e inespecificos;
Avaliar efeito de inibidores especificos sobre as enzimas:
tripsina, quimotripsina, leucino-aminopeptidase e amilase;
Comparar as propriedades das enzimas estudadas com

aquelas descritas na literatura;
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Resumo
No Brasil a principal espécie de linguado encontrada é o Paralichthys orbignyanus. Esta
espécie ja foi um recurso pesqueiro importante no sul do pais, no entanto, a pesca
encontra-se estagnada. Assim, a producdo deste linguado pode ser uma alternativa para
aumentar a oferta de pescado na regido, devido as caracteristicas que apontam a viabilidade
de criagdo como bom crescimento em agua salgada e salobra, reproducéo e larvicultura em
cativeiro dominadas. Entretanto, ainda existe uma grande caréncia de pesquisas
relacionadas a fisiologia disgestéria da espécie. Para isso foi determinada e caracterizada a
atividade de enzimas digestorias presentes no figado, intestino e estdmago do linguado
(Paralichthys orbignyanus), através de substratos inespecificos e especificos, além de
inibidores especificos. Os parametros fisico-quimicos também foram determinados
utilizando substratos especificos. Atividade enzimética presente no extrato bruto do
intestino foi: Azocasefna (0,3645 + 0,25mU mg™), BApNA (0,5119 + 0,2 mU mg™),
SApNA (2,6281 + 1,8 mU mg™), Leu-p-Nan (0,9709 + 0,83 mU mg™), amido (sem
atividade). Atividade enzimética presente no extrato bruto do figado: Azocaseina (0,27 +
0,01mU mg™), BApNA (sem atividade), SApNA(0,7 + 0,08 mU mg™), Leu-p-Nan (sem
atividade), amido (33,25 + 0,8 mU mg™). O efeito dos inibidores espécificos sobre a
atividade residual das peptidases presentes no extrato bruto do intestino apresentou o
sequinte perfil: PMSF (BapNA=52+2,3; SapNa=42+1,2; Leu-p-Nan= 43£1,4%), TLCK
(BapNA=33+1,8; SapNa=45%0,3; Leu-p-Nan= 44+4,1%), TPCK (BapNA=100+1,2;
SapNa=79+4,5; Leu-p-Nan= 60+1,8%), Benzamidina (BapNA=41+2,3; SapNa=58+0,5;
Leu-p-Nan= 40+1,2%). O pH 6timo observado para a atividade de tripsina, quimotripsina,
leucino aminopeptidase, amilase e pepsina foi pH 9,5, 9, 8, 7,5 e 3,5, respectivamente. A
temperatura 6tima observada para a atividade destas enzimas foi 50, 50, 50, 40 e 45°C,

respectivamente. Alanina e Leucina aminopeptidases apresentaram uma alta atividade
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comparada a outras aminopeptidases avaliadas. A tripsina e leucino aminopeptidase

demonstraram ser termoestaveis até 70 e 50°C, respectivamente, caracteristicas que

indicam a possibilidade de aplicacdo biotecnoldgica.
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Abstract
In Brazil, the main species of flounder is Paralichthys orbignyanus. This species was an
important fishery resource in the South. However, fishing is stagnant. Thus, the production
of this flounder can be an alternative to increase the supply of fish in the region, due to the
characteristics that indicate the feasibility of creating such good growth in saltwater and
brackish, captive breeding and larval rearing dominated. However, there is still a lack of
information related to the physiology digestive of the species. It this was investigated and
characterized the activity of digestive enzymes present in the liver, intestine and stomach
of the flounder (Paralichthys orbignyanus) through nonspecific and specific substrates, in
addition to specific inhibitors. The physico-chemical parameters were determined using
specific substrates. Enzyme activity present in the crude extract of the intestine was:
azocasein (0.3645 £ 0.25 mU mg-1), BApNA (0.5119 + 0.2 mU mg-1), Sapna (2.6281 +
1.8 mU mg -1), Leu-p-Nan (0.9709 = 0.83 mU mg-1), starch (0). Enzyme activity present
in the crude extract of the liver: azocasein (0.27 £ 0.01 mU mg-1), BApNA (0), Sapna (0.7
+ 0.08 mU mg-1), Leu-p-Nan (0), starch (33.25 £ 0.8 mU mg-1). The effect of specific
inhibitors on the residual activity of peptidases present in the crude extract of the intestine
showed the following profile: PMSF (BAPNA =52 + 2.3; Sapna =42 + 1.2;-Leu-Nan p =

43 + 1, 4%), TLCK (BAPNA = 33 + 1.8; Sapna = 45 + 0.3, p-Leu-Nan = 44 + 4.1%),

TPCK (BAPNA = 100 + 1.2; Sapna = 79 £ 4.5, Leu-p-Nan = 60 + 1.8%), Benzamidine

+

(BAPNA = 41 + 2.3; Sapna = 58 + 0.5, p-Leu-Nan = 40 £ 1.2%). The optimum pH
observed for the activities of trypsin, chymotrypsin, leucino aminopeptidase, amylase and
pepsin were pH 9.5, 9, 8, 7.5 and 3.5, respectively. The optimum temperature for the
observed activities of these enzymes was 50, 50, 50, 40 and 45 ° C respectively. Alanine
and leucine aminopeptidase showed higher activity compared to other aminopeptidases

evaluated. Trypsin and leucine aminopeptidase shown to be thermostable up to 70 ° C and
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applications.

indicate the possibility of biotechnological
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1. Introducéo

O linguado (Paralichthys orbignyanus) é uma espécie de peixe nativa de areas
costeiras e estuarinas que vao desde o Rio de Janeiro no Brasil até Mar del Plata, na
Argentina, sendo mais abundantes no sul do Brasil (Figueiredo e Menezes, 2000). Recurso
pesqueiro importante para regido sul do pais, porém nos ultimos anos a pesca desta espécie
encontra-se estagnada (MPA, 2010). Desta forma a produgdo em cativeiro € apontada
como alternativa para incrementar a oferta de pescado (Sampaio et al. 2008).

Alguns trabalhos apontam boas perspectivas para a criacdo desta espécie, pois
apresentam Otimas caracteristicas como bom crescimento em &gua salgada ou salobra
(Sampaio et al. 2001), reproducdo em cativeiro e larvicultura dominadas (Sampaio et al.
2008), além do elevado valor comercial. Porém, existe uma grande caréncia de pesquisas
relacionadas a fisiologia digestoria da espécie.

Devido alimentacdo estar entre os maiores custos de producdo na aquicultura,
muitas vezes representando 50% do total das despesas (Alam e Watanabe, 2009), é
importante fornecer ragdes balanceadas para atender o crescimento animal e minimizar os
gastos da producédo (Cho et al. 2003), além de evitar residuos nitrogenados no ambiente, 0s
quais sao oriundos de proteinas nao digeridas pelos animais (Gatlin, 2010). Para a correta
elaboracéo destes alimentos, é fundamental conhecer a atividade enzimatica e 0s processos
digestorios de cada espécie (Kolkovski, 2001; Lopez-L6pez et al. 2005).

A tripsina, a quimotripsina e as aminopeptidases sdo peptidases digestorias de
grande importancia na digestdo dos peixes (Sanchez-Paz et al. 2003; Gonzalez e Robert-
Baudouy, 1996). Estas sdo produzidas no pancreas sob a forma de zimogénio, sendo
ativadas pela acdo da enteroquinase, transformando-o em tripsina ativa. A partir disto, a

enteroguinase juntamente com as tripsinas (recém - ativadas) promovem um efeito cascata,
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responsadvel pela ativagdo de novos tripsinogénios e outros zimogénios como
quimotripsinogénio, procarboxipeptidase, proelastase e profosforilase (Brody, 1994).

Para a digestdo dos carboidratos, a enzima mais comum é a amilase, que é
produzida pelo péancreas (Krogdahl et al., 2005). A atividade amilolitica tem sido
observada em varios teledsteos herbivoros, onivoros e carnivoros, em diferentes regides do
aparelho digestorio, principalmente, nos cecos pildricos, no estdbmago, no figado, no
pancreas e na regido bucofaringeana (Hidalgo, 1999; Seixas Filho, 2003; Deng et al., 2010;
Ren et al., 2011).

Outro aspecto relevante para este estudo é a utilizacdo de visceras para a obtencao
de biomoléculas passiveis de aplicacdes em processos industriais, como na industria de
detergentes, (Bezerra et al. 2001; Silva et al., 2011; Freitas Jr. et al. 2012). Este insumo é
produzido em grande quantidade e possuem enzimas e outras biomoléculas com
propriedades Unicas, devido a grande diversidade bioldgica dos peixes (De Vecchi e
Coppes, 1996).

Assim, este estudo tem como objetivo identificar e caracterizar as enzimas
digestorias no figado, estdmago e intestino no linguado Paralichthys orbignyanus,
contribuindo desta forma com informacGes relevantes sobre a fisiologia digestoria da
espécie, assim como observar se essas enzimas apresentam caracteristicas interessantes
para possiveis aplicacdes biotecnoldgicas.

2. Material e Métodos

2.1. Material Biologico

Foram utilizados 41 juvenis da espécie Paralichthys orbignyanus (linguado),
produzidos no Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha (EMA — FURG) de acordo
com os protocolos alimentares estabelecidos por Sampaio et al. (2008). Estes animais

foram anestesiados com benzocaina (50 ppm) e eutanasiados por deslocamento cervical e
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mantidos em gelo para ndo ocorrer hidrolise do tecido. O peso médio dos 41 peixes
utilizados foi de 112,10 + 34,93 g. Imediatamente, foram coletados o estdmago, o intestino
e o figado sobre gelo, pesados em balanca digital Ohaus Adventurer de precisdo 0,0001g e
congelados em gelo seco. As amostras foram enviadas para a Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) para extracéo e caracterizagdo enzimatica. Todos os reagentes usados
para os ensaios foram obtidos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA) e Merck
(Darmstadt, Alemanha).

2.2. Extracao enzimética e determinacao de proteina total soltvel

Os 6rgdos coletados foram homogeneizados em concentracdo de 1g/mL (p/v) de
tecido em uma solucdo de NaCl 0,15M utilizando o agitador mecénico (IKA RW 20
digital) com 615 rpm. Os tecidos homogeneizados, entéo, foram centrifugados a 10.000 g
durante 10 minutos para remover lipidios e restos de tecido. Os sobrenadantes (extratos
enzimaticos brutos) foram armazenados a - 20°C para posteriores analises. A proteina total
soltvel foi determinada seguindo o procedimento descrito por Bradford (1976), utilizando
albumina bovina como proteina padrao.

2.3. Ensaios enzimaticos ndo-especificos

Atividade proteolitica alcalina total foi determinada (triplicata) usando azocaseina
(1%) dissolvida em tampao Tris-HCI 0,1M pH 8 (50uL), com extrato bruto do intestino
(30uL) durante 60 minutos a 25°C (Bezerra et al., 2005). Em seguida 240uL de &cido
tricloroacético (TCA 10%) foi adicionado para parar a reacdo. Apos 10 minutos a amostra
foi centrifugada a 8.000 xg por 5 min. O sobrenadante (70 pL) foi misturado com 1M de
NaOH (130 pL) e absorbancia medida em espectrofotémetro leitor de microplacas (Bio-
Rad Model X-Mark™, USA) a 450 nm, comparado a um controle da reacdo, preparado de

forma semelhante, substituindo-se o extrato bruto por NaCl 0,15M.
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Atividade proteolitica acida total foi determinada (triplicata) de acordo com
metodologia descrita por Khaled et al. (2011) com algumas modifica¢des. Foi incubada
uma mistura contendo 100uL de hemoglobina 2% (p/v) pH 2,5, com 50uL do extrato bruto
de estbmago e 350uL de tampao glicina-HCI 0,1M pH 2,5, por 30 minutos a 37°C. Apds
0s 30 minutos foram adicionados 500uL de &cido tricloroacético 10% (p/v) e a mistura foi
incubada por 15 min. a 25°C. Ap0s esta etapa, a mistura foi centrifugada a 10.000 x ¢
durante 10 min e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 280 nm. Um controle da
reacdo foi realizado substituindo-se o extrato bruto por NaCl 0,15M na mistura da reacao.
Além disso, foi realizado um controle do extrato bruto substituindo-se a hemoglobina 2%
por tampéo glicina-HCI 0,1M pH 2,5 na mistura da reacédo

Uma unidade (U) de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar hemoglobina, ou azocaseina, produzindo 0.001 de mudanca na
absorbancia, por minuto de reacéo.

2.4. Ensaio enzimatico especifico

A atividade para tripsina, quimotripsina e leucino aminopeptidase foram
determinadas em microplacas de acordo com Buarque et al. (2010) utilizando o BApNA
(Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) 8mM, SApNA (succinil — alanina alanina prolina
fenilalanina — p - nitroanilida) 4mM e Leu-p-Nan (leucina p nitroanilida) 8mM como
substratos especificos para tripsina, quimotripsina e leucino aminopeptidase,
respectivamente, utilizando DMSO (dimetil sulféxido) como solvente. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. Os extratos brutos do intestino dos linguados (30uL) foram
incubados com 140uL do tampédo Tris-HCI 0,1M, pH 8.0 e 30uL do substrato por um
periodo de 15 min a 25°C. Logo apo6s, as leituras da absorbancia foram medidas e
registradas usando o leitor de microplacas (Bio-Rad Model X-Mark™, USA) em 405nm de

comprimento de onda. Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para produzir lumol de p-nitroanilida por minuto. A atividade
especifica foi expressa como unidades por miligrama de proteina.

2.5. Atividade das aminopeptidases

As atividades das aminopeptidases foram avaliadas usando o aminoacyl p-
naftilamida (AA-NA), com 0s seguintes substratos: Alanina, Arginina, Leucina, Isoleucina,
Prolina, Histidina, Tirosina, Glicina, e Serina. O procedimento adaptado por Oliveira et al.
(1999) foi realizado por incubagao do substrato 4,2mM (50mL), 50mM de fosfato de sodio
como tampéo (pH 7) e H,O desionizada (50mL) a 37°C. Apo6s o equilibrio da temperatura,
0 extrato bruto do intestino (50mL) foi adicionado. Ap6s 120 minutos, a reacdo foi
interrompida pela adi¢cdo de 1Img/mL do reagente Garnet (250mL) preparada com 0,2 M de
acetato de sodio como tampao (pH 4,2), contendo 10% (p/v) de Tween 20. A absorbancia
foi medida a 525 nm e quantidade de b-naftilamina foi determinada usando uma curva
padrdo de b-naftilamina. A atividade foi expressa por unidades de peptidase por mg de
proteina. Uma unidade da atividade enzimatica foi determinada como a quantidade de
enzima capaz de produzir 1 pmoL de B-nafitilamina por minuto de reagéo.

2.6. Atividade amilolitica

A atividade amilolitica total foi baseada no método de Bernfeld (1955), utilizando
solucéo de amido a 2% (p/v) como substrato. A reacdo consistiu na incubacao de 20uL do
extrato bruto do figado e intestino com 125uL de tampéo Tris-HCI 0.1M, pH 8 e 125uL de
substrato a 37°C por 10 minutos. Em seguida, 30uL da solugédo foi incubada com DNSA
(&cido 3,5 — dinitrossalicilico) a 100°C durante 10 minutos. Logo apds o resfriamento,
200uL da solucdo foram transferidos para a microplaca e a absorbancia foi medida a
570nm usando o leitor de microplacas (Bio-Rad Model X-Mark™, USA). Uma unidade de

atividade de enzima é expressa em ug de maltose liberada a 37°C por minuto por mg de

46



1073

1074

1075

1076

1077

1078

1079

1080

1081

1082

1083

1084

1085

1086

1087

1088

1089

1090

1091

1092

1093

1094

1095

1096

1097

proteina. Para determinar a concentracdo de maltose liberada, foi usada uma curva de
calibracédo utilizando maltose comercial.

2.7. Propriedades fisico quimicas

O efeito do pH e temperatura sobre a atividade proteolitica e amilolitica do extrato
bruto do intestino, estdmago e intestino do P. orbignyanus foram avaliados utilizando os
tampdes Tris-HCI, citrato-fosfato e NaOH-glicina na concentracdo final de 0.1M, com pH
variando 4,5 a 11,5 para atividade alcalina e 1,5 a 6,5 para atividade acida e temperatura
variando de 25 — 70°C para ambas atividades. A estabilidade térmica foi avaliada mediante
analise da atividade enziméatica a 25°C, ap0Os pré-incubacdo durante 30 minutos em
temperaturas que variaram de 25 — 70°C (Bezerra et al. 2005).

2.8. Ensaios de inibicao

Os inibidores seguintes foram preparados em DMSO na concentracdo de 8mM:
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF — inibidor de serino peptidases), TLCK (tosil cetona
lisina clorometil) e benzamidina (inibidores classicos de tripsinas), TPCK (tosil fenilanina
clorometil cetona) um inibidor classico de quimotripsinas (Bezerra et al. 2005). O EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético) foi utilizado como inibidor de metaloproteses e o -
mercaptoetanol como agente desnaturante. O inibidor tipo I de a-amilase obtido do vegetal
Triticum aestivum foi preparado em agua destilada na concentracdo de 1mg/mL.
Triplicatas de misturas contendo extrato bruto do intestino (tripsina, quimotripsina e
aminopeptidase) e figado (amilase) e solucdo de inibidor, na proporcdo de 1:1, foram
incubadas por 30 min. a 25°C. Apds a incubacgdo procedeu-se com 0s ensaios de atividade
enzimatica conforme descritos anteriormente. Foram realizados controles negativos do
extrato enzimatico e da reacdo substituindo o substrato por tampéo e o extrato bruto por
NaCl 0,15M, respectivamente. Um controle positivo (100%) foi realizado utilizando

DMSO sem inibidores.
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2.9. Estatistica

Os resultados (média e desvio padrdo) foram processados usando o0 programa
Microcal Origin 6.0.

3. Resultados

A Tabela 1 mostra a atividade das peptidases digestdrias e da atividade amilolitica
do linguado (P. orbignyanus). A atividade da tripsina (BAPNA) e leucino-aminopeptidases
(Leu-p-Nan) foram observadas no extrato bruto do intestino do linguado. A atividade da
quimotripsina foi maior utilizando o substrato SAPNA, que contém mais de um
aminoacido, do que o substrato Suc-Phe-p-Nan. A atividade enzimaética utilizando
substratos inespecificos também foi observada, tanto atividade alcalina (azocaseina),
quando atividade acida (hemoglobina), no extrato bruto do intestino e estbmago do
linguado, respectivamente.

Atividade amilolitica foi detectada apenas no extrato bruto do figado, utilizando o
substrato inespecifico amido (Tabela 2). Ainda neste extrato bruto, a atividade enzimatica
da quimotripsina foi detectada, utilizando o substrato SAPNA e atividade proteolitica total
utilizando azocaseina.

Na Tabela 3 é possivel observar o efeito de alguns inibidores sobre as atividades
enzimaticas de tripsina, quimotripsina e leucino-aminopeptidase nos extratos brutos do
intestino do linguado. O inibidor das serino peptidases (PMSF) apresentou uma inibicao
nas trés enzimas (tripsina=48%; quimotripsina=58%; leucino-aminopeptidase=57%), a
benzamidina (tripsina= 59%; quimotripsina= 42%; leucino-aminopeptidase= 60%) e o
TLCK (tripsina=67%; quimotripsina= 55%; leucino-aminopeptidase= 56%), ambos
inibidores de tripsina, também inibiram as trés enzimas. O TPCK, inibidor especifico de
quimotripsina, ndo inibiu a tripsina, porém inibiu 40% da atividade da leucino-

aminopeptidase e 21 a atividade da quimotripsina.
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Na Tabela 4 é possivel observar uma baixa inibigdo, mesmo utilizando duas
concentracOes do inibidor tipo I de a-amilase obtido do vegetal Triticum aestivum, no
extrato bruto do figado dos linguados (500 e 1000 pug/mL = 26% e 36%), respectivamente.

O efeito da temperatura sobre a atividade de tripsina, quimotripsina e leucino-
aminopeptidase presentes no extrato bruto do intestino s&o mostrados na Figura 1A, 2A e
3A, respectivamente. A atividade maxima das trés enzimas foi observada a 50°C, embora
mais de 80% de sua atividade méxima foi encontrada em uma faixa de 40-55°C para
tripsina (Figura 1A), 35-50°C para quimotripsina (Figura 2A) e 40-55°C para leucino-
aminopeptidase (Figura 3A). A atividade amilolitica presente no extrato bruto do figado,
apresentou pico de atividade a 40°C (Figura 5A), enquanto mais de 80% da atividade foi
encontrada em 30 a 55°C (Figura 5A). Para a atividade enzimatica da pepsina presente no
extrato bruto do estbmago foi maior a 50°C, com mais de 80% de sua atividade em 35 a
50°C (Figura 4A).

A atividade da tripsina presente no extrato bruto do intestino se manteve estavel a
uma temperatura de 20 a 70°C, perdendo toda atividade a 75°C (Figura 1C). A
quimotripsina e a leucino-aminopeptidase presentes no extrato bruto do intestino
apresentaram estabilidade térmica de 20 a 50°C (Figura 2C e 3C, respectivamente), ambas
em tratamento térmico de 30 minutos.

A estabilidade térmica da pepsina presente no extrato bruto do estdmago apresentou
atividade enzimatica acima de 80% em temperatura de 25 a 45°C (Figura 4C). A atividade
amilolitica presente no extrato bruto do figado, durante tratamento térmico de 30 minutos,
apresentou atividade residual acima de 80% em temperatura de 25 a 25°C (Figura 5C).

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica revelou maior atividade da tripsina
presente no extrato bruto do intestino, em valores de pH variando de 9-10 (Fig. 1B),

enguanto a maior atividade enzimatica da quimotripsina e leucino-aminopeptidase, ambas
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presentes no extrato bruto do intestino, foram em pH variando de 7,5 a 9,5 (Figura 2B e
3B, respectivamente). A pepsina presente no extrato bruto do estbmago apresentou maior
atividade enziméatica em pH 2, porém 80% de sua atividade foi em pH variando de 1,5-3,5
(Figura 4B). Atividade amilolitica presente no extrato bruto do figado, apresentou faixa de
atividade enzimética em pH 6,5 a 8 (Figura 5B).

A Figura 6 mostra atividade enzimética das aminopeptidases presentes no extrato
bruto do intestino: Ala, Arg, Leu, lle, Pro, His, Tir, Gli, e Ser. Quando comparadas a outras
aminopeptidases avaliadas, Alanina e Leucina aminopeptidases apresentaram maior
atividade.

Tabela 1. Atividade enzimética presente no extrato bruto de juvenis de linguado

Paralichthys orbignyanus utilizando diferentes substratos.

Substrato

S

Orgéo *BAPN  *SAPNA  *Leu-p- *Azocasei *Hemoglobi **Amido

A8mM 4mM Nan 8mM na (1%) na (2%)
Intestino  0,51+0,2 2,62+1,8 0,97+0,83 3,58+2,36 - 0
Figado 0 0 0 0,002+0,0 - 0,03+0,00
01 8
Estémag - - - - 0,3645+0,25 -

0

BApNA — benzoil arginina p-nitroanilida, especifico para tripsina; SApNA — N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida, especifico para quimotripsina; Suc-Phe-p-Nan,
especifico para quimotripsina; Leu-p-Nan — aminoacil de B — naftilamida, especifico para
leucino - aminopeptidase; Azocaseina, inespecifico para peptidases alcalinas;

Hemoglobina, inespecifico para pepsina; Amido, inespecifico para amilases.
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*mU mg™ proteina + DP; n= 3;
**ng de maltose/mg de proteina;

Tabela 2. Efeito dos inibidores especificos sobre atividade das peptidases presente

no extrato bruto do intestino de juvenis de linguado Paralichthys orbignyanus.

Inibidores (8mM) Atividade Residual (% = DP; n=3)
BapNa Succ-phe-p- Leu-p-NAN
NAN

Controle* 100+ 0,7 100 + 3,2 100 £5,9
PMSF 52+2,3 42+172 43+14
TLCK 33+138 45+0,3 44+ 41
TPCK 100+1,2 7945 60+ 1,8
Benzamidina 41+23 58+0,5 40+1,2

*Atividade sem adicdo de inibidores;

PMSF — fluoreto fenil-metil-sulfonil, inibidor de peptidases; TLCK — tosil cetona
lisina clorometil, inibidor de tripsina; Benzamidina, inibidor de tripsina; TPCK — tosil
fenilanina clorometil cetona, inibidor de quimotripsina;

Tabela 3. Efeito de um inibidor especifico sobre atividade amilolitica presente no

extrato bruto do figado de juvenis de linguado Paralichthys orbignyanus.

Inibidores Atividade Residual (% = Inibigéo (%)
(ng/mL) DP; n=3)
Controle* 100 +£16,1 0
500 74+ 9,6 26
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*Atividade sem adicdo de inibidores; Inibidor I de a-amilase obtido do vegetal

Triticum aestivum.
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Figura 1. Efeito da temperatura (A), pH (B) e estabilidade térmica (C) na atividade

da tripsina presente no extrato bruto do intestino dos linguados (P. orbignyanus) utilizando

substrato BApNA. Valores sdo apresentados como média + DP.
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da leucino-aminopeptidase presente no extrato bruto do intestino dos linguados (P.

orbignyanus) utilizando substrato Leu-p-Nan. Valores sdo apresentados como média + DP.
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proteolitica presente no extrato bruto do estbmago dos linguados (P. orbignyanus)

utilizando hemoglobina como substrato. Valores sdo apresentados como média + DP.
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amido como substrato. Valores sdo apresentados como média + DP.
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4. Discussao

4.1. Atividade enzimética

Estudos sobre a fisiologia digestoria e atividade enzimatica formam conhecimentos
basicos e importantes para avaliacdo nutricional de peixes teledsteos em cativeiro (Ye et al.
1998; Papoutsoglou e Lyndon, 2005; Tian et al. 2007). No entanto, o enfoque principal
destes estudos sdo padr@es enzimaticos em larvas e ndo em juvenis e peixes adultos
(Krogdahl et al., 2005; Ushakova e Kuz 'mina, 2010). Segundo Lundstedt et al. (2004) o
conhecimento da atividade enzimatica ndo é suficiente para definir a dieta adequada para o
peixe, porém quando associada a parametros metabolicos, sdo indicadores confidveis do

estado nutricional dos peixes.
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A utilizacéo de substratos e inibidores especificos demonstram fortes evidéncias da
existéncia de tripsina, quimotripsina e aminopeptidases no intestino do P. orbignyanus. A
presenca de endo/exopeptidases em um mesmo compartimento é uma vantagem
adaptativa, tornando a digestdo de proteinas mais eficiente. Apds a hidrélise de proteinas
por endopeptidases, estas sdo degradadas em fracBes menores a aminoacidos livres,
melhorando a absorcéo destes nutrientes (Buarque et al. 2009).

Segundo Chiu e Pan (2002), quanto maior atividade enzimética da pepsina, maior a
eficiéncia na utilizacdo da proteina e maior a taxa de crescimento do peixe. Sabapathy e
Teo (1993) relatam que peixes carnivoros possuem atividade enzimatica da pepsina maior
que peixes herbivoros, ou seja, peixes carnivoros possuem melhor potencial para digestao
de proteina. A atividade da pepsina encontrada no extrato bruto do estbmago dos linguados
foi maior que ao encontrado para diversas espécies de peixes carnivoros: Symphysodon
aequifasciata (Chong et al. 2002), Scleropages formosus (Natalia et al., 2004),
Glyptosternun maculatum (Xiong et al., 2009) e Thunnus alalunga (Nalinanon et al.,
2010). Fato que demonstra uma vantagem biologica do P. orbygnyanus na digestdo
proteica.

A atividade amilolitica para P. orbignyanus foi encontrada apenas no figado, ndo
obtendo atividade no estdmago e no intestino. A atividade amilolitica tem sido relatada em
outras espécies: Cyprinus carpio, Carassiu aratus, Sparus aurata e Anguilla anguilla, no
figado, intestino e bile, Tinca tinca no figado e intestino, Oncorhynchus mykiss no intestino
(Hidalgo et al., 1999); Glyptosternun maculatum, no intestino e estdmago (Xiong et al.
2009), Paralichthys olivaceus, nos cécos piloricos, intestino e figado (Deng et al., 2010).
Segundo Krogdahl et al. (2005), a presenca de amilases no figado, provavelmente deve-se
a infiltragdes do tecido pancreatico, pois a unica fonte de a-amilase em peixes € de origem

pancreatica. Entretanto, a atividade amilolitica encontrada no figado pode apresentar
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origem intracelular, cujas enzimas participam da glicogendlise (Mehrani e Storey, 1993),
ou ainda as amilases podem ser produzidas pela microflora do trato digestdrio (Sugita et
al., 1997). E importante ressaltar que a maioria dos peixes carnivoros apresenta baixa ou
moderada atividade de a-amilase no intestino e pancreas (Munilla-Moran e Saborido-Rey,
1996), que esta relacionado com o baixo teor de carboidratos na dieta destes peixes no
ambiente natural (Harpaz e Uni, 1999).

Buarque et al. (2009) encontrou significativa relacdo entre atividade das
aminopeptidases com as concentragdes recomendadas de aminoacidos essenciais em dietas
de camardo. Estes autores acreditam que este resultado possa indicar uma resposta
fisiol6gica a hidrdlise de proteinas em relacdo as concentragdes requeridas de aminoacidos
essenciais. Segundo Buarque et al. (2010) a maior atividade enzimatica das
aminopeptidases encontrada para Farfantepenaeus subtilis: alanina, arginina, leucina e
lisina sdo 0s mesmos necessarios em grande quantidade na dieta de peneideos. Assim, a
determinacdo da atividade das aminopeptidases pode contribuir para o entendimento das
relacdes entre atividade enzimatica e composicdo da dieta, em termos de necessidade de
nutriente.

No linguado, houve maior hidrélise de substratos contendo alanina e leucina, porém
ndo € possivel correlacionar esta atividade com as exigéncias nutricionais dos aminoacidos
requeridos para espécie, pois ndo ha na literatura dados da exigéncia nutricional para P.
orbignyanus. Segundo o NRC (2011) a alanina ndo esta dentro dos dez aminoacidos
limitantes para peixes, entretanto a leucina sim. Assim, devido a pouca informacéo
disponivel sobre aminopeptidases de peixes, foi utilizado Leu-p-Nan como substrato
especifico da leucina-aminopeptidase, para proporcionar uma maior compreensao destas
enzimas.

4.2. Efeito do pH nas peptidases e na amilase
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Alteracdes do pH podem interferir tanto no substrato como na enzima, alterando a
conformacgdo das moléculas (Klomklao et al., 2006). Quando expostas a solu¢des muito
acidas, ou alcalinas, sofrem desnaturacdo irreversivel, resultando em perda de atividade
(Silva et al., 2011).

A atividade de tripsina, quimotripsina e leucino-aminopeptidase presentes no
extrato bruto do intestino do linguado apresentaram uma faixa de pH ampla e semelhante a
outras espécies de peixes. Wang et al. (2010) reportou para tripsina purificada do hibrido
de tilapia do Nilo pH 7-11. Souza et al. (2007) reportou pico de atividade da tripsina em
pH 9 para Pseudupeneus maculatus. Freitas-Junior et al. (2012) purificou a tripsina da
espécie Araipama gigas e encontrou pico de atividade enzimatica em pH 9 sendo 80% da
atividade na faixa de 8-10. As tripsinas de organismos aquaticos estdo ativas e estaveis
numa gama de pH 7,5-10, e sdo capazes de hidrolisar varios substratos (De Vecchi e
Coppes, 1996). Segundo Alencar et al. (2003) a faixa de atuacdo de enzimas proteoliticas
alcalinas vai de 7 a 9, porém Marcuschi et al. (2010) encontrou para tripsina purificada do
Colossoma Macropomum pH 7,5 — 11,5 e pico 9,5. Esta diferenca pode estar associada ao
extrato bruto, em que ha diversas peptidases (Alencar et al., 2003).

Em geral a quimotripsina € mais ativa na faixa de pH 7,5 a 8,5, sendo mais estaveis
em pH 9 (Simpson, 2000). Parra et al. (2007) encontrou pico de atividade da leucino-
aminopeptidase em pH 8 para a espécie Thunnus orientalis, igual ao encontrado neste
trabalho.

A faixa de pH para atividade amilolitica do extrato bruto do figado do linguado
encontrada foi semelhante a outras espécies como para Glyptosternum maculatum (pH 7;
Xiong et al., 2009), Leiocassis longirostris, Sirulus meridionalis (7,4; 7; Ye et al., 1998),
respectivamente. O pH o6timo para amilases perto do pH neutro foi relatada tanto para

peixes marinhos, como de agua doce (Ugwumba, 1993; Munilla-Moran e Saborido- Rey,
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1996). Ferndndez et al. (2001) encontrou para cinco espécies de peixes da familia
Esparideos, atividade em ampla faixa de pH (4-9). Segundo Krogdahl et al. (2005)
caracteristicas da amilase diferem entre espécies, por apresentaram mais de uma isoforma.

A atividade enzimatica da pepsina presente no extrato bruto do estbmago do
linguado apresentou ampla faixa de pH. Xiong et al. (2009) para a espécie Glyptosternum
maculatum apresentou faixa de atividade ligeiramente inferior (1-3), com pico de atividade
em pH 2. Chong et al. (2002) para Symphysodon aequifasciata também encontrou faixa de
atividade enzimatica para pepsina inferior ao relatado neste trabalho e pico de atividade em
pH 2. A maioria das espécies de peixes contém dois ou trés grupos de pepsinas com maior
atividade em pH que varia de 2 a 4 (Gildberg e Raa, 1983).

4.3. Efeito da temperatura nas peptidases e amilase

A tripsina esteve ativa em ampla faixa de temperatura, como também apoés
tratamento térmico de 30 minutos. O pico da atividade enzimatica foi inferior a outras
especies de peixes: Oncorhynchus mykiss (60°C; Kristjansson, 1991), Colossoma
macropomum (60°C; Bezerra et al., 2001), hibrido de tilapia (60°C; Wang et al., 2010),
Arapaima gigas (65°C; Freitas-Junior et al., 2012). O pico da atividade amilolitica foi
superior ao encontrado por Xiong et al. (2009) para a espécie Glyptosternun Maculatum
(30°C), porém superior a temperatura do habitat de juvenis de P. orbignyanus (20-26°C)
(Okamoto e Sampaio, 2012).

Segundo Wang et al. (2010) e Marcuschi et al. (2010) a faixa de temperatura da
atividade enzimatica da tripsina é semelhante tanto para espécies de clima temperado,
como de clima tropical. Porém, outros autores mostraram que enzimas de peixes adaptados
ao frio, ttm maior atividade enzimética a baixa temperatura (Simpson e Haard, 1987;
Asgeirsson et al. 1989). Outro fato, que ainda deixa ddvidas, é o pico da atividade

enzimatica ocorrer a uma temperatura superior as temperaturas dos habitats destas espécies
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citadas. Provavelmente, durante a evolucdo, espécies de peixes tiveram que adaptar-se as
mudancas climéticas (Freitas-Junior et al., 2012). Como adaptacdes genéticas, que ocorrem
ao longo de geragdes, mais especificamente, modificacdes estruturais nas enzimas e
consequentemente, mudancas em suas caracteristicas cataliticas (Val e Almeida-Val 1995).
Segundo Bezerra et al. (2000) animais ectotérmicos, como 0s peixes, exibem adaptacGes
na atividade enzimatica.

Apesar de ter sido observada ampla faixa de estabilidade térmica para as peptidases
do linguado (P. orbignyanus), Kishimura et al. (2008) encontraram uma correlagdo direta
entre a temperatura do habitat dos peixes e a estabilidade térmica da tripsina. Além disso,
Gudmundsdottir e Palsdéttir (2005) sugerem que tripsinas de peixes adaptados a ambientes
frios tém maior eficiéncia catalitica e menor estabilidade térmica devido a sua flexibilidade
molecular. Portanto resultados distintos, ja que esta espécie de linguado vive em aguas
mais frias.

A leucino — aminopeptidase e a quimotripsina presentes no extrato bruto do
intestino do linguado apresentaram caracteristica semelhante a tripsina. Sabapathy e Teo
(1993) mencionam que a leucino — aminopeptidase pode compensar a atividade da tripsina
de robalos, digerindo oligopeptideos em aminoacidos livres para adsorgdo. Apés a
hidrolise de polipeptideos por endopeptidase (pepsina, tripsina e quimotripsina), a leucino
— aminopeptidase degrada mais proteinas em peptideos pequenos e aminoacidos (Munilla-
Moran e Stark, 1990).

A atividade da pepsina presente no extrato bruto do estdémago dos linguados foi
ativa durante 30 minutos a temperaturas abaixo de 45°C, com perda significativa em
temperatura acima de 50°C. Resultado semelhante ao relatado por Castillo-Yénez et al.
(2004) para Sardinops sagax caerulea. Estes autores sugerem que esta caracteristica é

importante para aplicacdes tecnoldgicas, especialmente na extracdo de colageno.
59



1336

1337

1338

1339

1340

1341

1342

1343

1344

1345

1346

1347

1348

1349

1350

1351

1352

1353

1354

1355

1356

1357

1358

1359

1360

Segundo Parra et al. (2007) a atividade enzimatica da o-amilase para Thunnus
orientalis em temperatura de 35 a 45°C, é considerada ampla, comparada a outros
trabalhos (Munilla-Moréan e Saborido-Rey. 1996; Hidalgo et al., 1999), porém neste estudo
encontrou maior faixa de temperatura, em que atividade enzimética esteve acima de 80%
do seu potencial relatado. Entretanto, quando exposta a temperaturas inferiores a 35°C,
durante 30 minutos, hd queda na atividade. Fernandéz et al. (2001) encontrou resultado
semelhante para Boops boops, porém para Pagrus pagrus e Diplodus annularis a atividade
amilolitica ndo apresentou redugdo, mesmo por periodo de incubacdo de 90 minutos, a
60°C. Ainda segundo Fernandéz et al. (2001) esta diferenca, ndo parece ser um mecanismo
de adaptacdo a diferentes condicBes ambientais, uma vez que estas espécies sao
encontradas nas mesmas aguas. Esta diferenca pode estar relacionada com variagGes na
estrutura primaria e no numero de ligacdes de dissulfeto da enzima.

4.4. Efeito dos inibidores nas peptidases alcalinas e na amilase

Os inibidores sdo utilizados para determinar a natureza das enzimas e compreender
0S mecanismos enzimaticos (Barrett, 1994). O TLCK interage covalentemente com a
histidina do sitio catalitico da tripsina, bloqueando a por¢do do centro ativo da enzima,
responsavel pela ligacdo com o substrato (Palmer, 1995; Pavlisko et al. 1997). De forma
semelhante, o0 TPCK, com a presenca de um radical fenilalanina em sua estrutura, torna-o
um poente agente acilador, que age sobre a histidina 57 da quimotripsina, inativando-a
(Voet e Voet, 1996). A Benzamidina, um derivado de amidina, apresenta uma forte
inibicdo triptica, pois é conhecido na literatura que o sitio ativo de tripsina € inibido por
guanidinas e amidinas, desta forma ha uma comprovacao que a enzima em analise € uma
tripsina (Mihalyi, 1978).

Os padrdes de inibicao de peptidases ndo foram semelhantes as outras espécies de

peixes, como também o grau de inibicdo. Kim e Jeong (2012) para o Paralichthys
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olivaceus encontraram inibicdo completa para a tripsina purificada, utilizando PMSF,
TLCK e benzamidina. Klomklao et al. (2007; 2010) para K
atsuwonus pelamis e Cololabis saira, respectivamente, também encontraram inibicdo
completa, tanto para TLCK como para TPCK. Ainda para larvas de Paralichthys olivaceus
a inibicao foi: PMSF: 68.7%, TLCK: 60.4%, TPCK: 48.3% (Shi et al., 2006).

Castillo-Yanez et al. (2006) para Sardinops sagax caerulea encontrou cerca de 40%
de inibic&o de tripsina utilizando o PMSF e 80% utilizando a benzamidina. Chong et al.
(2002) para Symphysodon aequifasciata encontrou: PMSF (59%), TLCK (46%) e TPCK
(40%). A benzamidina ¢ um inibidor de tripsina, porém inibe também outras serino
peptidases, com forte inibicdo sobre enzimas do tipo tripsina simile. Estes padrdes de
inibicdo peculiares observados neste trabalho podem ser explicados devido a estes
inibidores serem criados baseados em enzimas de mamiferos. Buarque et al. (2009)
observaram que nd@o houve inibicdo na atividade de quimotripsina do camardo
Farfantepenaeus subtilis em ensaio utilizando o inibidor especifico para quimotripsina de
mamiferos TPCK (tosyl-phenylalanine chloromethyl ketone). Fatos como estes
demonstram a importancia destes estudos, em que € possivel observar e comparar a
diversidade molecular entre as espécies.

A atividade amilolitica no extrato bruto do figado dos linguados foi pouco inibida
com o inibidor de a-amilase, obtido do vegetal Triticum aestivum. Este resultado pode
estar associado a baixa sensibilidade do inibidor com a espécie. Fernandez et al. (2001)
citou que a eficacia deste inibidor parece mudar de acordo com as espécies. Ainda segundo
este autor, a taxa de inibicdo variou de 0% a 61% em cinco espécies de esparideos.
Contudo, Castro et al. (2012) encontrou para trés espéecies de camardes peneideos inibicdo

total para F. subtilis e L. schmitti utilizando o mesmo inibidor a uma concentracao de 50
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pg.mL!, enquanto para L. vannamei a taxa de inibicdo foi de 43 e 22%, para adultos e
juvenis, respectivamente.

4.5. Aplicacdes Biotecnoldgicas

A tripsina e a leucino-aminopeptidases presentes no extrato bruto do intestino
mostraram ampla estabilidade térmica, com atividade até 70 e 50°C, respectivamente,
durante 30 minutos. Resultado semelhante foi descrito por Klomklao et al. (2005);
Espdsito et al. (2009) e por Freitas-Jr et al. (2012). De acordo com Klomklao et al. (2005)
a maioria das peptidases alcalinas de organismos aquaticos sdo estaveis e ativas sob
condigOes adversas, 0 que torna estas enzimas um alvo intessante para diversos segmentos

industriais, tais como indUstria de detergentes e alimentos (Freitas-Junior et al., 2012).

A utilizacdo destas enzimas a partir de visceras de peixe representa uma alternativa
interessante quando o objetivo € minimizar o custo de producéo, perdas e danos ambientais
causados por este desperdicio (Souza et al., 2007). Entretanto outros estudos sao
necessarios para viabilizar esta aplicagéo.

Estes resultados fornecem informagbes adicionais sobre a biologia do P.
orbignyanus e pode ser usado como referéncia comparativa para mais estudos da fisiologia
da espécie. Portanto, realizou-se um estudo primario da fisiologia digestoria do P.
orbignyanus e mais pesquisas serdo necessarias para o conhecimento detalhado da digestao

e nutricdo da espécie.
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