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INTRODUCAO

Atualmente, varios trabalhos com biomonitoramento utilizando peixes da espécie
Oreochromis niloticus tém sido realizados, através de marcadores fisioloégicos e funcionais.
Para tanto, enzimas digestivas de peixes de agua doce, como a tildpia-do-nilo, tém sido
pouco exploradas como uma dessas ferramentas (OLIVEIRA, 2011). A quimotripsina (EC,
3.4.21.1) é uma endopeptidase membro da familia de serinoproteases, armazenada no
pancreas na forma de um precursor, o quimotripsinogénio, ativada através de um efeito
cascata a partir da ativagdo da tripsina (RAO et al., 1998). Ao sofrer clivagem com a tripsina,
a quimotripsina é quebrada em duas partes, que ainda ficam atreladas por uma ligagao
dissulfeto. Quando o quimotripsinogénio quebrado perde dois peptideos pequenos, numa
etapa chamada trans-protedlise, obtém-se a quimotripsina. E uma enzima especifica para a
hidrdlise de ligacdes peptidicas em que grupos carboxila sdo fornecidos por um dos trés
aminodcidos aromaticos, ou seja, fenilalanina, tirosina e triptofano (KUZ'MINA e
GOLOVANOVA, 2004). A principal acdo da quimotripsina é denominada triade-catalitica,
uma rede de ligagOes de hidrogénio entre a Ser’%, His’” e a Asp?2. Tanto ela quanto a tripsina
contém a mesma "triade" de residuos cataliticamente ativos (EISENMENGER e REYES-DE-
CORCUERA, 2009).

MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados foram provenientes da estacdo de aquicultura da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Para tanto, foram cultivados 90 peixes, machos e
fémeas, durante um periodo de 456 horas, sendo 120 horas de adaptacdo e 336 de exposicao

ao contaminante, em aqudarios com 90 litros de dgua, todos com alimentacao ad libitum, troca
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dinamica da dgua (80%) a cada 24 horas com reposi¢do do metal nos aquarios de exposigao,
limpeza periédica para evitar sujidades e fotoperiodo de 12:12 horas. Os animais foram
divididos em 3 grupos experimentais, sendo o grupo controle (sem exposicdo ao metal):
10,28 cm; 22,13 g; 27,29 °C; pH 6,50; O.D. 80,48%; grupo exposto a 1 ppm de sulfato de
aluminio [Alx(SOayp]: 10,19 cm; 38,0 g; 27,38 °C; pH 6,13; O.D. 77,77%; e grupo exposto a 3
ppm de Alx(SOs)s: 1048 cm; 24,0 g; 27,30 °C; pH 6,26; O.D. 76,75%. Apds o periodo de
cultivo, os animais foram sacrificados por choque térmico, suas visceras intestinais foram
coletadas, maceradas e homogeneizadas em tampao Tris-HCI 0,01M pH 8,0 com 0,9% de
NaCl (p/v), obtendo-se o extrato bruto. A atividade enzimaética foi determinada utilizando
170 pL de tampao Tris-HCl1 0,01M pH 8,0, 30 uL de extrato e 30 uL de BApNA e de Suc-Phe-
p-Nan para a tripsina e quimotripsina, respectivamente, como substratos especificos. Apos o
periodo de incubagdo de 15 min., as amostras foram lidas no ELISA com comprimento de

onda de 405 nm de absorbancia (CASTILLO-YANEZ et al., 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quimotripsinas de peixes apresentam peso molecular variando entre 22 e 30,00 kDa,
temperatura 6tima oscilando de 45 a 55 °C, e pH 6timo entre 7 e 9 (ALENCAR et al., 2003;
CASTILLO-YANEZ et al., 2009). Esta enzima tem sensibilidade a determinados inibidores
especificos, tais como tosil fenilalanina clorometil cetona (TPCK, inibidor de
serinoproteases), N-carbobenzoyi-Lphenylalanine clorometil cetona (ZPCK, inibidor de
quimotripsina-like) e inibidor de tripsina de soja (SBTI). Sdo sensiveis a diversos ions
metalicos, tais como Ca2* e Mg?*, enquanto que inativados pelos ions Fe2*, Mn2*, Cu?* e Zn?2
(YANG et al., 2009). Sdo instaveis em temperaturas acima de 55 °C e em condic¢des &cidas (DE
VECCHI e COPPES, 1996), além de hidrolisar substratos sintéticos, como o N-succinyl-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNa (SApNA) e o Succinil fenilalanina p-nitroanilida (Suc-Phe-p-Nan)
(CASTILLO-YANEZ et al., 2009).

A atividade residual encontrada para a tripsina foi de 100%, 95% e 91%, enquanto
que para a quimotripsina foi de 100%, 92% e 73%, para os grupos controle, com 1 ppm e com
3 ppm, respectivamente. A acdo inibitéria do metal na concentracdo de 1 ppm foi de
5,49+0,55% e 7,91+0,33 para a tripsina e quimotripsina, respectivamente. Ja a encontrada para
a concentracao de 3 ppm foi de 9,23£0,59% e 26,51+1,82% para a tripsina e quimotripsina,

respectivamente.
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CONCLUSAO
Os resultados sinalizam a viabilidade da utilizagdo da tilapia nilética, através de
avaliacOes das proteases digestivas, como bioindicadora da presenca de aluminio no meio

aquatico.
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