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RESUMO

A pescada-branca (Cynoscion leiarchus) € uma espécie de peixe com habitos carnivoros,
distribuida ao longo da costa nordestina, apresentando grande importdncia comercial. Este
trabalho objetivou caracterizar parcialmente quanto a sensibilidade aos ions metalicos (Cu2+,
K+, Zn2+ e Ph2+) uma protease com propriedades colagenoliticas de C. leiarchus, em trés
diferentes molaridades (1, 5 e 10 mM). Para tanto, foram utilizados 500g de visceras intestinais
de C. leiarchus obtidas através de colénia de pescadores em Ponta Verde, Maceio- AL, Brasil. A
etapa de extragdo enzimatica foi realizada através do processo de maceragcdo e
homogeneizacao. A etapa de sensibilidade foi realizada por exposicao direta aos ions metalicos.
Os resultados indicaram que os ions em suas respectivas molaridades, apresentaram diferentes
graus de reducao da atividade enzimatica, no entanto, o ion de Pb2+, na concentragéo de 10
mM, inativou por completo a enzima. Os resultados apresentados sugerem sensibilidade da
protease colagenolitica aos ions testados, informagéo que pode servir de base para futuras
aplicacbes industriais.
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PARTIAL CHARACTERIZATION TO METAL IONS OF A PROTEASE WITH
COLLAGENOLYTIC PROPERTIES EXTRACTED GUTS DIGESTIVE FROM
HAKE (Cynoscion leiarchus)

ABSTRACT

The hake is a carnivorous species of fish, distributed along the northeastern coast, with great
commercial importance. This study aimed characterize partly, the sensibility a protease with
collagenolytic properties of C. leiarchus sensitivity to metal ions (Cu?t, K*, Zn?* e Pb?*) in three
different molarities (1, 5 and 10 mM). For this, we used 500g of intestinal viscera of C. leiarchus
obtained through fishing colony in Ponta Verde, Maceio-AL, Brazil. The process of enzyme
extraction was performed by maceration and homogenization. The sensitivity step was performed
by direct exposure to metal ions. The results indicated that the ions in their respective molarities,
showed different degrees of reduction of enzymatic activity. However, the enzyme was completely
inactivated by the Pb2* in a concentration of 10 mM. The results suggest that the sensitivity of the
collagenolytic protease tested ions, information that can serve as a basis for future industrial
applications.

Keywords: Collagenolytic, proteases, digestive waste.
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INTRODUGCAO

As proteases colagenoliticas sdo enzimas com aplicabilidade em diversos setores
industriais como o alimenticio, onde sdo utilizadas principalmente em procedimentos
como amaciamento dos alimentos, nas industrias farmacologicas no desenvolvimento
de agentes para o tratamento da osteoporose, ulceragdo gastrica, hipertensao,
isolamento e cultivo de células; nos procedimentos medicinais, principalmente nos
tratamentos de queimaduras, ulceras, cicatrizes pos-operatérias e hipertroficas, e
também no desenvolvimento de cosmeéticos (1-2). Essas enzimas sao capazes de
hidrolisar as ligagdes peptidicas do colageno e estao classificadas em 2 grandes grupos:
serinocolagenases e as metalocolagenases. As serinocolagenases sao caracterizadas
pela presenga de um grupo de serina em seu sitio ativo e estao envolvidas em processos
biologicos como: digestdo dos alimentos, produgdo de hormoénios, digestdao de
proteinas, na fibrinolise e coagulacdo, enquanto que as metalocolagenases sao
endopeptidases que dependem de uma forte ligagdo Zn?* para apresentarem suas
atividades cataliticas e sdao capazes de degradar varios tipos de colagenos (1). As
colagenases tém sido isoladas e caracterizadas a partir de celulas microbianas (3-5),
tecidos animais (6 — 9) e também vegetais (2).

Os residuos gerados pelo processamento do pescado representam uma rica fonte
dessas de proteases, inclusive as com propriedades colagenoliticas(8). Contabilizando
cerca de 70% do peso total do peixe, esses residuos incluem materiais como visceras
digestivas, 0ss0s, pele, escamas, nadadeiras e cabecas, (10) e devido ao oneroso custo
para manutencao de todo processamento, esses materiais sao frequentemente
descartados e despejados sem o menor tratamento no meio ambiente, contribuindo para
a ocorréncia de danos ambientais e problemas de saude publica (11). Em virtude disso,
a comunidade cientifica tém se voltado a pesquisas que visam a recuperagao e
utilizagao desses residuos, como fonte alternativa de ganhos, através da agregagao de
valor, como por exemplo, a exploragao das biomoléculas presentes nestas visceras. A
viabilidade do uso de proteases colagenoliticas extraidas a partir de residuos do
pescado ja foi evidenciada em diversas espécies que possuem um importante papel na
industria pesqueira mundial, como Scomber japonicus (12), Novoden modestrus (13),
Salmo salar (14), Sardinella aurita (15) e de Gadus morhua (16).

No Brasil, a industria pesqueira tem apresentado um crescimento constante,
principalmente nos ultimos 10 anos. Em 2011 a produgdo atingiu cerca de 1,43 milhdes
de toneladas (t), 13,2% a mais do que no ano anterior (17). Entre os periodos de 2003
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a 2012, a producgao de pescado no Brasil cresceu 16.9%, com patamar de 266.042
milhdes t em 2012, valor que inseriu o Brasil na 10? posigdao do ranking mundial da
producao de pescado (18). Dentre as espécies que apresentam relevancia na produgao
do pescado no pais temos a pescada-branca (C. leiarchus), uma espécie de peixe
marinho que apresenta ampla distribuigdo pelo litoral do Nordeste brasileiro, sendo
muito apreciada pela populagcédo. Assim, com este trabalho, objetivou-se caracterizar
parcialmente quanto a ions metalicos uma protease com propriedades colagenoliticas
a partir de residuos do processamento de C. lejarchus.

MATERIAIS E METODOS

Para realizagao dos experimentos foram utilizados 500g de visceras intestinais de
C. leiarchus cedidas (Figura 1), gentilmente, pela colénia de pescadores de Ponta
Verde, Maceio, Alagoas, Brasil. O material foi imediatamente congelado e conduzido ao
Laboratério de Enzimologia, Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CCB/UFPE), onde foram
armazenadas em freezer (-80°C) para processamentos subsequentes.

Etapa de extracao

O processamento do material destinado para analises das propriedades
colagenaliticas foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Teruel e Simpson
(19) com modificagbes. A proporgaodevisceraspara o tampao de extragao(Tris 0,05 M-
HCI a pH 7,4, contendo5mM deCaCl) foi de 1:5(p/v). As visceras intestinais foram
homogeneizadas durante S5 minutos com ohomogeneizador no ajuste de
velocidadede10.000-12.000rpm(4°C). O material homogeneizado foi centrifugado
(Centrifuga Sorvall SuperspeedRC-6, Carolina do Norte, EUA) a 12.000 gdurante 30
min a4°C.Osobrenadante final(extratobruto) foi armazenado a-25°C.
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Figura 1: Exemplar de pescada-branca capturada por pescadores da colénia de Ponta Verdade,
Maceid, Alagoas, Brasil. Fonte: acervo pessoa.

Etapa de atividade enzimatica

As propriedadescolagenoliticasdoextrato bruto foram determinadas de acordocom
a metodologiamodificada porAdiguzelet al. (20)utilizandoazocollcomosubstrato. Para a
reacao, 5mg deazocoll(substrato especifico, SIGMA A4341) foram misturados a 500l
de tampaoTris-HCI 50mM(pH 7,5) contendo 5 mM de CaCl,e500 mL doextrato bruto.
Essa mistura foi incubada a55°C durante 30 minutos, sob agitacao. Posteriormente foi
adicionado200pl deacidotricloroacético(TCA) e mistura foi incubada por mais 10
minutos. Por fim,asamostrasforam centrifugadas a 10.000 gdurante 10 minutos (4°C), e
aleitura feita aumcomprimento de ondade595nm. Umaunidade deenzimafoidefinida
como a quantidadede enzima necessaria paraaumentaraabsorbancia de0,01a 595 nm.

Etapa de sensibilidade enzimatica

Para o ensaio de sensibilidade, foram utilizados 4 ions, a saber: cobre (Cu®),
chumbo (Pb?"), zinco (Zn?*) e potassio (K*), em trés diferentes concentragdes molares
(1,5 e 10 mM). O teste de sensibilidade foi determinado incubando-se 250pL de extrato
enzimatico (E.B) com 250uL de cada ion metalico em suas diferentes concentragoes
molares durante 30 minutos a 27°C e, em seguida, acresceu-se a reagao com 1000 pL
de tampdo Tris-HCI 50mM(pH 7,5 contendo 5 mM de CaClz) e 5 mg de azocoll. Apoés o
periodo de incubagcdo de 30 min. a 55°C sob agitagdo constante, a leitura das
absorbancias foi realizada em leitor de microplaca (xMark™ BIORAD) no comprimento
de onda de 595 nm. A atividade da enzima na auséncia de quaisquer aditivos (ions) foi
considerada como 100%. Todas as analises foram realizadas em triplicata (20-21).
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Analise estatistica

Os valores médios para os diferentes tratamentos foram comparados utilizando
analise de variancia com um fator (One-way ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de 95% (p < 0.05), usando o software de modelagem
MicroCal Origin Versao 8.0 (Microcal, Northampton, MA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, todos os ions testados foram capazes de
reduzir a atividade da protease colagenolitica. Para o ion de Cu®, a menor atividade
observada foi na concentragdo 10 mM com 15.30 + 0.00. Nas concentracoes de 1 e
5mM as inibi¢cdes foram de 64.49 + 0.01 e de 33.06 £+ 0.02, respectivamente. Quando
exposta ao ion dePb?, a enzima apresentou uma atividade de 60.58 + 0.02 na
concentracao de 1 mM e de 34.88 + 0.20 na de 5 mM. Na concentragao de 10 mM, o
Pb?*inativou a atividade enzimatica.

As analises também indicaram uma reducgdo da atividade enzimatica quando
exposta ao ion de Zn?*, sendo os valores obtidos de 93.19 £ 0.03, 52.37 + 0.02 e 40.01
+ 0.00 para as concentrag0es de 1, 5 e de 10 mM, respectivamente. Quando exposta
ao ion de K7, a atividade da enzima foi reduzida, apresentando os seguintes resultados
88.15 £ 0.02, 44.60 + 0.02 e 42.67 + 0.02 para as concentragoes de 1, 5 e 10 mM,
respectivamente.

Os resultados encontrados por Kim et al. (13) em ensaios de sensibilidade de uma
protease com atividades colagenoliticas a partir de residuos intestinais de/Novoden
modestrus aos ions metalicos na concentragao 0,06 mM mostraram maior reducao da
atividade quando exposta a Cu®* e ao Zn?*, enquanto o Pb?* promoveu um aumento.
Experimentos semelhantes realizados com a espécie de peixe Scomber japonicus (12)
também mostraram que a enzima desta espécie é extremamente sensivel a Cu®*, Zn**
e Pb?* (1mM). Na concentracdo de 1 mM, os resultados obtidos para todos os ions na
diferiram significativamente do controle (100%), com excegao apenas do ion de K*. Nas
concentracdes de 5 e 10 mM, todos os ions apresentaram diferenca significativa em
relagao ao controle.

Os ions metalicos podem atuar nas reagbes enzimaticas como cofatores ou
inibidores interferindo de diversas maneiras. A sensibilidade da enzima a esses ions e
determinada de acordo com suas propriedades bioquimicas pode ser influenciada por
fatores como tipo de ion metalico ao qual esta exposta e sua concentragao (22). Assim,
0os dados obtidos para uma espécie ou classe de enzimas nao significam,
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necessariamente, que esses resultados sejam padronizados, pois o tipo de interagao
entre essas moléculas pode variar.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados sugerem sensibilidade da protease com
propriedades colagenoliticas aos ions testados, informagdo valiosa para se tomar por

base futuras aplicagdes industriais.
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