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RESUMO

Tem sido notéria a contaminacdo de ambientes aquaticos com elementos quimicos
potencialmente téxicos e compostos organicos (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes
etc.) devido a atividade industrial. Neste contexto, tem crescido o uso de rejeitos da
carcinicultura como fontes de moléculas com aplicacdes em biorremediacdo, como as
enzimas lacases, que apresentam atividade de degradacédo de diversos contaminantes
como hidrocarbonetos aromaticos, fendis, pesticidas, corantes, entre outros. Entretanto
tais contaminantes sdo descartados na agua junto a elementos quimicos potencialmente
toxicos e estes podem interferir na atividade enzimética de biorremediacédo de enzimas
nos diversos contamiantes. Entdo, € importante entender se as enzimas permanecerao
ativas mesmo na presenca dos elementos quimicos potencialmente téxicos. Portanto,
este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito destes elementos quimicos
potencialmente toxicos em enzimas do tipo lacase em extratos brutos do hepatopancreas
do camardo Litopenaeus vannamei. O efeito dos elementos quimicos potencialmente
téxicos também foi evidenciado em metaloproteinases no mesmo extrato para entender
se a presenca destas enzimas interfere na interacdo dos elementos quimicos
potencialmente toxicos com as lacases. Para a determinacdo do efeito dos metais
potencialmente toxicos (niquel, mercurio, cobre, cAdmio e zinco em concentracfes entre
0,001 e 10 mM), os mesmos foram incubados (separadamente) com os extratos. Em
seguida, foi verificada a atividade residual percentual das lacases e das metaloproteinases
em comparagao com um controle sem metais potencialmente toxico (100%). Nenhum dos
metais potencialmente toxico entre 0,001 e 1 mM (concentracdo acima dos valores
admissiveis) foi capaz de inibir as enzimas testadas. Além disso, o cloreto de niquel 10
mM também néo foi capaz de inibir a atividade de lacases e de metaloproteinases. Por
outro lado, cloreto de mercurio, de cobre e de cadmio 10 mM foram capazes de aumentar
significativamente a atividade das lacases, enquanto que cloreto de mercurio e de cobre
inibiram as metaloproteinases. Ja o sulfato de zinco 10 mM inibiu tanto as lacases quanto
as metaloproteinases. Portanto, conclui-se que a maioria dos metais potencialmente
toxicos testados foi capaz de interferir na atividade de enzimas do tipo lacase no extrato
de hepatopancreas de L. vannamei.

Palavras-chave: cobre oxidases, contaminantes, hepatopancreas, metaloproteinases,

rejeitos do pescado.

Vi



ABSTRACT

The contamination of aquatic environments with potentially toxic chemical elements and
organic compounds (pesticides, hydrocarbons, dyes, etc.) has been notorious due to the
industrial activity. In such a context, there has been an increase regarding the use of
shrimp farming residues as sources of molecules with applications in bioremediation, such
as laccase enzymes, which present a degradation activity of various contaminants such
as aromatic hydrocarbons, phenols, pesticides, dyes, among others. However, such
contaminants are discarded in water along with potentially toxic chemical elements and
these can interfere in the enzymatic activity of enzyme bioremediation in such a variety of
contaminants. Then, it is important to understand whether the enzymes will remain active
even with the presence of potentially toxic chemical elements. Consequently, this work
aims to evaluate the effect of potentially toxic chemical elements on laccase enzymes from
the crude extracts from the shrimp Litopenaeus vannamei hepatopancreas. The effect of
metals was also evidenced in metalloproteinases in the same extract to understand
whether the presence of these enzymes interfere on the interaction of metals with
laccases. To determine the effect of the potentially toxic metals (nickel, mercury, copper,
cadmium and zinc in concentrations between 0.001 and 10 mM), they were incubated
(separately) with the extracts. Subsequently, the percentage of the residual activity of
laccases and metalloproteinases was verified compared with a control without potentially
toxic metals (100%). None of the potentially toxic metals between 0.001 and 1 mM
(concentration above the allowable values) were able to inhibit the tested enzymes.
Furthermore, 10 mM of nickel chloride also were not able to inhibit the activity of laccases
and metalloproteinases. On the other hand, the 10 mM chlorides of mercury, copper and
cadmium were able to significantly increase laccase’s activity, while chlorides of mercury
and copper inhibited metalloproteinases. In its turn, the 10 mM zinc sulfate inhibited both
laccases and metalloproteinases. Therefore, it is concluded that the majority of the tested
potentially toxic metals were able to interfere in the laccase enzymes activity in the extract

of hepatopancreas from L. vannamei.

Keywords: copper oxidases, contaminants, hepatopancreas, metalloproteinases, fish

waste.
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1. INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos estdo sujeitos a influéncia de inameros fatores
ambientais resultantes dos ritmos diarios e sazonais caracteristicos dos ecossistemas
costeiros e estuarinos, além do estresse decorrente de atividades antrdpicas. Estes
sao fatores determinantes para a contaminagdao e prevaléncia das doencas em
organismos aquaticos, 0s quais estdo em estreita relagdo com o ambiente em que
vivem (LE MOULLAC, HAFFNER, 2000).

Dentre as atividades antrépicas que causam prejuizos ao meio ambiente,
destacam-se o acumulo de metais potencialmente toxicos, principalmente despejados
por diversos tipos de industria (LUNA-ACOSTA et al, 2017). Neste contexto, observa-
se gue industrias como a téxtil e a petrolifera, dentre outras, representam uma
importante fonte de contaminantes inorganicos (metais potencialmente toxicos) e
organicos (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.) no ambiente aquético
(GIORDANO, 2004).

Para a biorremediagéo de diversos contaminantes, tem-se testado o uso de
moléculas provenientes de rejeitos do pescado, 0s quais também séo descartados no
meio ambiente de forma inadequada (NUNEZ-GOMEZ, 2016). Assim, o uso dos
subprodutos da industria pesqueira contribui para a diminuicdo do impacto ambiental
e para a obtencao de moléculas com aplica¢des biotecnologicas (CAHU et al., 2012).

Dentre as partes descartadas de camardes, o hepatopancreas € um 6rgao que
esta presente na cabeca e que é fonte de diversas biomoléculas. Esse é o 6rgao
digestivo do camardo, de forma que contém diversas enzimas que podem ser
utilizadas com aplicagdes biotecnoldgicas (BUARQUE et al., 2009). Apesar de conter
em grande parte enzimas do sistema digestivo, tem sido relatado que o
hepatopancreas pode também ter enzimas com outras funcdes ligadas ao sistema
imune destes organismos (SILVEIRA et al., 2018).

Dentro do contexto apresentado, vem sendo estudado no hepatopancreas o
uso das enzimas do sistema das profenoloxidases no sistema imune (BARRETO,
2020). Este sistema apresenta importante fungdo na defesa imune de camardes
(PERAZZOLO, BARRACCO, 1997). Sua ativagdo em fenoloxidases inicia uma
sucessao de eventos proteoliticos que culminam na melanizacdo de patégenos

invasores, sendo este processo um dos mais importantes para o sistema imune de
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crustdceos (CERENIUS, et al., 2010; EKASARI, et al., 2014). Essas enzimas séo
divididas em catecol oxidases, lacases e tirosinases (BRIS, et al., 2016).

A maior parte dos trabalhos publicados sobre a atividade de fenoloxidases em
crustdceos estd focada nos papéis dessas enzimas nos mecanismos de defesa
imunoldgica (POPE, et al., 2011; LIN, et al., 2013). No entanto, tem sido sugerida uma
relevancia ecolégica para as fenoloxidases, especialmente as lacases, como
biorremediadores para poluentes de ambientes aquaticos (KHALILI, 2016). Assim, torna-
se importante a caracterizacao das lacases de crustaceos como forma de produzir um
meio de degradacdo dos contaminantes de poluicdo ambiental por meio de residuos de
reaproveitamento de industrias pesqueiras.

Neste contexto, para que as lacases possam exercer seu efeito na degradacéo de
contaminantes (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.) é necessario que elas nao
sejam inibidas pelos metais potencialmente toxicos que sdo descartados junto aos
compostos toxicos. Por isso, é necessario testar se diversos metais potencialmente
toxicos sdo capazes de inibir as lacases para possibilitar as aplicacdes de biorremediacao
dessas enzimas.

O presente trabalho estudou o efeito dos metais potencialmente toxicos nas
enzimas do tipo lacases em extratos de hepatopancreas de camardo. Como os extratos
sdo fontes de diversas enzimas, também foi necessario caracterizar o efeito dos metais
potencialmente toxicos na atividade de enzimas do tipo metaloproteinase, as quais
também podem sofrer a acdo destes metais (GOMIS-RUTH et al., 1994). Portanto, o
estudo com as metaloproteinases serviu para entender se a presenca destas enzimas
interferiu na interacdo dos metais com as lacases.

Diante disso, foi estudado o efeito de metais potencialmente toxicos em enzimas
do tipo lacase e metaloproteinase do hepatopancreas do camardo Litopenaeus
vannamei, 0 qual representa a principal espécie de camardo cultivada no Brasil e uma
das principais fontes de descarte inadequado de rejeitos da industria pesqueira no meio
ambiente (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Impacto ambiental da atividade industrial
As atividades antrépicas tém causado varios prejuizos ao meio, destacando-se

o impacto da atividade industrial. Os danos causados ao meio ambiente pelo descarte
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de compostos xenobioticos prejudicam as atividades decorrentes de um ecossistema
sadio, como a rentabilidade decorrente do turismo e do uso sustentavel dos recursos
naturais (FANDE e PEREIRA, 2014; MICHELIN, 2006). Neste contexto, indistrias
como a téxtil e a petrolifera apresentam um grande potencial econédmico, mas podem
gerar danos pela liberacdo de corantes e de petréleo ao ambiente aquatico
(KENNISH, 1991).

Mediante o exposto, um grande desastre ambiental causou o derramamento de
6leo proveniente de petroleo em praias do Nordeste (ARAUJO et al., 2020). Esse
desastre esta levando um prejuizo sem precedentes aos ecossistemas aquaticos. A
estimativa é de que esse derramamento de petréleo gere prejuizos durante décadas
e gque mesmo com a retirada do Oleo, 0os seus subprodutos tais como O0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos ainda persistam no ambiente aquético
(UCHOA, 2019).

Outro exemplo é a industria téxtil, que merece énfase por ser responsavel por
um grande volume de efluentes lancados no meio ambiente (LI et al., 2020;
GIORDANO, 2004). Os efluentes téxteis sao caracterizados por serem extremamente
coloridos, visto que possuem corantes que nao se fixam na fibra durante o processo
de tingimento (ZHUO et al., 2019). Isto leva a poluicdo dos corpos d’agua pelos
corantes reativos, 0s quais alteram os ciclos bioldégicos e causam prejuizos
ambientais. Estudos revelam que os azocorantes podem causar mutagcdes e podem
ser carcinogénicos (JESUS, 2005).

Além disso, residuos de diversos tipos de industria descartados na agua,
costumam estar associados a metais potencialmente téxicos (ALENCAR et al., 2016).
Isto potencializa os efeitos danosos desses residuos, visto que os metais também
podem ser bastante toxicos, apresentando efeitos como o carcinogénico. Os metais
potencialmente toxicos podem se acumular em organismos aquaticos causando um
desequilibrio ecolégico. Além disso, os seres humanos podem se intoxicar com 0s
metais potencialmente téxicos ao consumirem esses animais (SMITH, SCHINDLER,
2009).

2.2 Elementos quimicos potencialmente toxico
Os metais potencialmente toxicos trazem preocupacdo devida a elevada

resisténcia a degradacao e ao potencial de bioacumulacao no sistema aquatico (IKEM
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et al., 2003; MORAES e JORDAO, 2002; AHMAD et al., 2014), antigamente
associava-se o efeito toxico a densidade destes metais, caracterizando como metal
pesado aos que apresentam densidade maior que 5g/cm?3 ou com numero atdémico
maior que 20 (MALAVOLTA, 1994). Entretanto a densidade contribui pouco para a
previsdo dos efeitos bioldégicos dos metais potencialmente téxicos, uma vez que nao
apresenta grande importancia em relacéo a reatividade de um metal, deste modo o
termo metal pesado néao foi empregado neste estudo mediante ser bastante impreciso
em relacdo a classificacdo de metais em toxicidade ou ecotoxicidade (DUFFUS,
2002). Deste modo embora o termo metal pesado seja bastante utilizado em trabalhos
de toxicidade ou ecotoxicidade, preferiu-se utilizar neste estudo o termo elementos
potencialmente téxicos e metais potencialmente téxicos, devido as limitacGes

anteriormente descritas do termo frequentemente utilizado.

Uma caracteristica que estes metais potencialmente téxicos possuem € o
aspecto brilhante, além de serem bons condutores e normalmente participarem de
reacfes quimicas com ions enzimaticos positivos durante o metabolismo (LEE et al.,
1985; MENESES, 2008). Dentre os metais que mais se destacam pode-se citar o
arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), niquel (Ni),
manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn) (CANLI; ATLI, 2003; COSTA; HARTZ,
2009; CUI et al., 2011; GUIMARAES et al., 1999; GOMES; SATO, 2011; IKEM et al.,
2003; LIMA JR. et al., 2002; MUTO et al., 2011; PEREIRA et al., 2010; Yl et al., 2008,
2011; YI; ZHANG, 2012).

Atualmente, uma das grandes preocupacfes ecoldgicas refere-se ao impacto
ambiental causado pela liberacdo de elementos quimicos potencialmente toxicos nos
diversos ambientes naturais, provenientes dos efluentes industriais, mineracéo e das
lavouras (AGUIAR, 2002).

Mesmo em baixa concentracdo (valores abaixo da permitida pela legislacéo
para cada metal potencialmente toxico), os cations de metais sofrem o efeito de
Ampliac&o Biologica, em virtude desses compostos ndo integrarem o ciclo metabdlico
dos organismos vivos, sendo assim armazenados e ampliados pela biomagnificacédo
nos tecidos dos seres vivos que integram a cadeia alimentar do ecossistema (VIRGA,

2007). Os metais potencialmente toxicos podem alterar as estruturas celulares, as
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enzimas e substituirem co-fatores importantes para as atividades enzimaticas

(MINDELL, 1996). Alguns desses metais sdo descritos abaixo.

2.2.1 Niquel

O niquel corresponde a um elemento quimico com o simbolo Ni, niumero
atébmico 28, massa atdmica 58,7 u e densidade 8,9 g.cm= (DE CASTRO, 2006). A
maior parte da producéo de niquel no mundo € usada para fazer ligas, tais como ago
inoxidavel para processamento e constru¢ao de metal e para aviagao, ligas de cobre-
niquel para cunhagem, ligas de cromo-niquel para loucas, ligas de ferro-niquel para
imas, cobre-niquel-zinco (prata alemd), usadas para decoracdo e utensilios
domeésticos entre outros (LINS, 2003).

A introducao de niquel no meio ambiente é feita a partir de fontes naturais e de
origem humana (HUGHES et al, 1995), circula em cada compartimento através de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos (LAUWERYS, 2001). O niquel proveniente
de diversos processos industriais e de outras origens produzira aguas residuais, pois
sdo geradas pelo tratamento prévio na estacdo de tratamento de aguas residuais,
sendo estas descartadas no oceano (HRUDEY, 1985; CARVALHO, 2000). De acordo
com os dados disponiveis, a estacdo de tratamento de aguas residuais contém
aproximadamente 0,2 mg de niquel/L (CARVALHO, 2000).

A toxicidade do niquel para invertebrados aquaticos varia consideravelmente
de acordo com as espécies e fatores abioticos (CALLEJA et al, 1992; CAIRNES JR,
1988). Os compostos de niquel liberados através de efluentes contaminados
apresentam diversas implicagbes ambientais pois possuem a capacidade de ser
bioacumulativo e, portanto, potencialmente perigoso para 0s organismos aquaticos,
podendo promover alteracfes a nivel da cadeia trofica e consequentemente levar a

impactos negativos no meio ambiente (BATISTA, 2012)

2.2.2 Mercurio

O mercurio (Hg), elemento de numero atémico 80, massa atébmica 200,59 u e
densidade 13,579 g/cm® (UNESP, 2015), tém despertado o interesse da comunidade
cientifica por conta de seu elevado potencial toxico, uma vez que corresponde ha um
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elemento quimico considerado ndo essencial a qualquer processo metabdlico, e
dessa forma, é facilmente acumulado na maioria dos organismos (KISAKA, 2013).

Industrialmente, o mercuario possuia grande aplicacdo, para a confeccao de
termbémetros, amalgamas odontolégicas, lampadas fluorescentes e interruptores
elétricos (CETESB, 2012; COSTA, 2014), entretanto a ANVISA em marco de 2017
proibiu 0 seu uso em servicos de saude, de dispositivos de medicéo, tais como
termémetros e esfigmomandmetros, além de que em setembro do mesmo ano proibiu
também o uso do mercurio e do pé metalicos para confeccdo de amalgama em
servigos de odontologia, exceto quando contidos em cépsulas pré-dosadas.

Diversos estudos desenvolvidos no Brasil com relacdo ao mercurio apontam a
atividade garimpeira como principal responsavel pela contaminagcdo do meio ambiente
(KISAKA, 2013; CALHEIROS e FERREIRA,1996), além dos polos industriais e
petroquimicos (OLIVEIRA, 2007)

Por meio do garimpo o principal metal potencialmente toxico liberado é o
mercurio, pois seu uso no beneficiamento do ouro é imprescindivel para captura e
retencdo deste elemento, formando a amalgama. Neste processo, uma parte do
mercurio vai para a atmosfera e retorna para os rios pela chuva. Os outros 10% séao
despejados diretamente nos corpos d’agua (BONUMA, 2006; CESAR et al., 2009;
DESCHAMPS et al., 2010; HALBACH et al., 1998; LIMA, 1993; SOUZA et al., 2008).

A forma quimica mais toxica do mercurio tem sido identificada como a do
metilmercuario (KITAHARA, et al 2000). O mercurio € transformado em metilmercurio
por acdo de bactérias e em seguida 0s organismos aquaticos (normalmente os peixes)
absorvem o metilmercirio da 4gua e, também, pela ingestdo de outros organismos
aquaticos (LACERDA; MALM; 2008). Mesmo em regides com niveis normais de
mercurio na agua, podem ser observados niveis altos de mercurio nos organismos
aguaticos, pois ao ser incorporado na cadeia tréfica, 0 mercurio € biomagnificado e

bioacumulado, devido a sua longa meia-vida nos organismos (PETERSON, 1973).

2.2.3 Cobre

O cobre € um elemento quimico de simbolo Cu, nimero atbmico 29, massa
atbmica 63,54 u e densidade 8.93 g/cm® (LOZANO, 2016). Embora diversos
organismos utilizem o cobre, acabam sendo bastante afetados quando expostos a

guantidades elevadas deste metal. Dentre os diversos locais com contaminacdo por
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este metal, pode-se destacar as areas de vitinicultura pelo qual é bastante degradado
pela intensa aplicacdo de produtos agricolas que contem este metal em sua
composicao. Outro meio de enorme poder de contaminacao e de grande risco a saude
dos seres vivos sao as areas de rejeito a mineracdo por conter altas concentracdes
de cobre e que se torna um potencial poluidor das areas proximas a estes locais de
mineracdo (ANDREAZZA, 2013).

O cobre é particularmente importante para o equilibrio do sistema aquatico e
pode colocar em perigo a vida de organismos que vivem nesse ecossistema. Embora
0 cobre seja considerado um oligoelemento basico para certas atividades celulares
em comunidades aquaticas, esse metal pode se tornar toxico, podendo gerar morte
ou estresse subletal, reduzindo assim a eficacia dos organismos aquaticos em seu
habitat (MAZON et al., 2000). Este efeito toxico do cobre varia muito entre os
diferentes organismos, pois depende da sensibilidade a exposicdo e de diversos
fatores tais como o estagio de desenvolvimento, idade, tamanho, atividade, ciclo de
reproducéo e estado nutricional (PELGROM, 1994).

A toxicidade desse elemento para organismos aquaticos é medida por meio da
guantidade de concentracdo de ions livres ou de ligacdbes com os grupos dos
carbonatos, nitratos, sulfatos, cloretos, nitrogénio amoniacal, hidroxidos e materiais
organicos, como os acidos humicos. Esta toxicidade pode ser influenciada ainda pelas
caracteristicas fisicas e quimicas da agua (MAZON et al., 2000).

Muitas vezes o0 cobre afeta a atividade das biomoléculas de organismos
aquaticos. Alteracdes na atividade da fosfatase acida foram descritas por Rajalakshmi
e Mohandas (2005) em bivalve Lamellidens corrianus quando expostos a altas
concentracbes de cobre, com resposta maior em branquias quando comparada ao
hepatopancreas. Peixes da espécie Esomus danricus, demonstraram alteracdes
comportamentais como perda no equilibrio, natacdo erratica e agrupamento dos
individuos. Além disso, foi constatada a inibicdo das enzimas da defesa antioxidante
como a catalase e a superoxido-dismutase, resultados estes que demostram riscos

aos organismos aquaticos expostos a este metal (VUTUKURU et al. 2006).

2.2.4 Cadmio

O ca&dmio é um elemento quimico de simbolo Cd de nimero atémico 48, de
massa atomica igual a 112,4 u e densidade 8,7 g.cm (DE CASTRO, 2006). Desde
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1940, o uso generalizado de baterias de cadmio aumentou muito a poluicdo ambiental
causada por este metal. Outros usos industriais do Cadmio sdo a fabricacdo de
pigmentos, a fabricacdo de reagentes plasticos, a fabricacdo de solda e placas de
circuito eletrdnico e a producéo de fertilizantes (GUIMARAES, 2008). Tal elemento
ndo é considerado essencial para as atividades fisiologicas, e tem sido classificado
como toxico para diferentes grupos de organismos, em diferentes niveis tréficos
(GAUTAM, et al., 2014).

O cadmio é encontrado em pequenas quantidades na natureza. Entretanto,
estudos demonstram maleficios aos organismos quando expostos a este metal, como
por exemplo, por interferir diretamente no sistema de defesa antioxidante dos bivalves
marinhos, conforme demonstrado por Company et al. (2009) em Bathymodiolus
azoricus. Além disso, mesmo em baixas concentra¢des, abaixo do permitido pela
legislacdo (na ordem de pg/L), destacase que o cadmio apresenta efeitos

toxicoldgicos sobre espécies de peixes (EIFAC, 1977).

2.2.5Zinco

O Zinco (Zn) é o metal de numero atbmico 30 com massa atomica 65,4 u,
densidade 7,14 g/cm3 (MAPELLI, 2017) e o 23° elemento mais abundante na Terra,
sendo encontrado em praticamente todos os ambientes (CHANEY,1993, BROADLEY
et al. 2007). Esse elemento € um micronutriente essencial para 0os organismos, por
ser um componente estrutural de muitas proteinas, além de ser particularmente
indispensavel para o crescimento das plantas (CHANEY, 1993, LI et al. 2002). No
entanto, em altas concentracfes, acima dos valores permitidos para descarte em
efluentes, esse metal & potencialmente toxico (LI et al. 2002).

O zinco é um metal de larga utilizacdo nas industrias de galvanizacao e aco,
devido as suas propriedades quimicas e metallrgicas (LINS, 2003). Também é usado
como catalisador na vulcanizacédo de borrachas sintéticas e naturais, 6xido de zinco
nas industrias farmacéuticas, agricola e de cosméticos, na forma de pé de zinco como
tintura na industria téxtil e como agente precipitante de prata e ouro, em solucdes de
cianeto. (LINS, 2008). Outros compostos de zinco, tais como o estearato de zinco e
palmitato de zinco sé@o detergentes usados para estabilizar plasticos e como agentes
secantes de tintas (LINS, 2008)

Atualmente, a toxicidade advém de atividades de mineracdo e fundicdo em

solos agricolas tratados com lodo de esgoto que ocorre porgue Sao materiais
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organicos ricos em nutrientes com potencial para o uso agricola, especialmente em
solos de pH baixo, onde o metal € melhor absorvido (BROADLEY et al. 2007).
Grandes quantidades de zinco entram no ambiente como resultados de atividades
antropogénicas como a mineracgao, purificacdo do zinco, producdo de aco e queima
de carvéo e lixo. O lixo de industrias quimicas que utilizam o zinco, 0os esgotos
domésticos e as correntes de agua pluvial de solos transportam esse metal e
contaminam o ambiente aquatico (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

2.3 Litopenaeus vannamei e reaproveitamento de rejeitos da industria pesqueira

Mediante os efeitos causados pelos contaminantes ambientais, medidas séo
necessdarias para a biorremediacdo de ecossistemas aquaticos afetados. Dentro
desse contexto, tem crescido o uso de rejeitos do cultivo do camarao Litopenaeus
vannamei, cujos subprodutos representam fontes de diversas moléculas com
aplicacdes de biorremediacéo (NUNEZ-GOMEZ, 2016)

Uma das espécies de camardo mais cultivadas no mundo sob condicdes
controladas até hoje é o Litopenaeus vannamei (Figura 1) (GAXIOLA, 2006;
VALENTIM NETO, 2011; QUISPE GASPAR, 2013), sendo assim uma das espécies
melhor sucedidas internacionalmente na aquicultura (OZORIO, 2013). De acordo com
as estatisticas da FAO mostram que a producdo total cultivada de L. vannamei
aumentou continuamente de 8.000 toneladas em 1980 para 194.000 toneladas em
1998, em que no Brasil as fazendas de camar&do comecaram a operar na década de
1980, mas foi somente a partir de 1995, com a introducao do L. vannamei , que o setor
passou por um periodo de rapido desenvolvimento. No ano de 2003, a producao
brasileira total deste camardo atingiu 90.190 toneladas produzidas em 14.824 ha de
viveiros de camardo. Em alguns Estados, a produtividade atingiu 8.700 kg / ha / ano
com os melhores rendimentos obtidos na regido Nordeste, que foi responsavel por
95,2% da producao nacional total de camardo em 2003. O L. vannamei, também &
conhecido como “Camarao Branco do Pacifico, Camarao Cinza ou Camarao de patas
Brancas”, corresponde a uma espécie exética no litoral brasileiro (NUNES, MARTINS
2002; MATOS, 2015).

Figura 1: Anatomia interna de camardes peneideos Litopenaeus vannamei

Fonte: adaptado de Quispe Gaspar (2013)
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grande parte consolidada, tem contribuido de modo significativo para o
desenvolvimento da carcinicultura marinha brasileira (MOSER, 2005). A preferéncia
pelo cultivo deste peneideo est4 associada a uma gama de fatores de boa adaptacao
como: alta taxa de crescimento dos individuos, tolerancia a estocagem em grandes
densidades, dieta com baixas necessidades de proteinas, grande sobrevivéncia na
larvicultura, boa aceitacdo das pos larvas a ra¢cdes e tolerancia a uma ampla variacéo
na salinidade da agua (COSTA et al.,, 2006; GAMBOA-DELGADO, 2003), curta
duracao dos ciclos de cultivo, além da boa aceitacdo dos mercados internacionais e
altos precos do produto (NUNES, MARTINS, GESTEIRA, 2004; BRIGGS et al., 2004,
MOSER, 2005).

Pela grande exploragao do cultivo de L. vannamei, uma grande quantidade de
rejeitos é gerada, sendo também descartada no meio ambiente. Dentro deste
contexto, os rejeitos do pescado correspondem a aproximadamente 50% do peso do
animal, o que também leva a poluicdo ambiental por descarte em locais inadequados
(SANTOS et al., 2012). No entanto, estes subprodutos da industria pesqueira podem
ser reaproveitados para produzir moléculas de interesse biotecnolégico (CAHU et al.,
2012).

Os subprodutos descartados incluem cabecas, caudas, carapacas e
hepatopancreas (CAHU et al., 2012). Este ultimo merece destaque visto que € um
orgao que € fonte de varias biomoléculas com aplicacdes biotecnolégicas. O
hepatopéncreas (retirado da cabeca dos camardes) € um 6rgdo que € fonte de
enzimas digestivas e de detoxificagao (BUARQUE et al., 2009).
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Dentro desse contexto, tem sido estudado no hepatopancreas do L. vannamei
atividade das lacases (BARRETO, 2020), as quais sdo enzimas detoxificantes do tipo
cobre oxidases (RIVA, 2006). Essas enzimas sdo muito caracterizadas em fungos e
bactérias (JIANG et al., 2014; LI et al., 2014) e, nos ultimos anos, sua atividade tem
sido também descoberta em organismos aquaticos (THEERACHAT et al., 2019). Isto
refor¢a o potencial do reaproveitamento dos subprodutos da industria pesqueira como
fonte de biomoléculas para combate aos danos ambientais.

2.4 Lacases

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas que fazem parte do sistema das
profenoloxidases, um tipo de resposta imune muito importante em camardes (SHI et
al., 2017). As fenoloxidases (POs) correspondem a uma familia de enzimas, incluindo
tirosinases, catecolases e lacases, que desempenham um papel bastante importante
nas defesas imunologicas de varios invertebrados (SHI, et al., 2017). Essas enzimas
sdo oxidoredutases que catalisam duas reacdes sucessivas: a primeira de
hidroxilagdo de um monofenol a difenol e a segunda de oxidacéo do difenol a quinona.
Por meio da producgéo de o-quinonas ocorre a sintese de melanina por meio de uma
cascata de reacdes e tal producdo de quinonas leva também a esclerotizacdo da
cuticula (CERENIUS; SODERHALL, 2004; BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008).
Na Figura 2 é possivel visualizar como acontece essa cascata de reacdes por um
reconhecimento proteico, ao qual é proposto que seja regulado por meio de inibidores
de proteases especificos (CERENIUS e SODERHALL, 2004; SOARES, 2011;
FRANSSENS, 2008).
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Figura 2: Sistema ativador da pro—fenoloxidase (proPO) de artrépodes. (SOARES,
2011)
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Como papel imunolégico o sistema proPO, gera transitoriamente moléculas
altamente toxicas, como as quinonas, hemiquinonas e radicais livres, uma vez que
ocorre consumo de oxigénio molecular e que leva a destruicdo dos patégenos
invasores (BARRACO; PERAZZOLO; ROSA, 2008). Para minimizar os efeitos
deletérios destes radicais livres, o pigmento escuro e insolivel melanina atua como
potente processo imunodefensor (NAPPI; VASS, 1993). Dentre as fenoloxidases, as
lacases parecem ser as enzimas mais abundantes em peneideos (BRIS et al., 2016).

As lacases sao enzimas que catalisam uma grande variedade de substratos
organicos e inorganicos, por abstracao de quatro elétrons com concomitante reducéo
de oxigénio para agua. Estes substratos incluem mono-, di- e polifenois, aminofenais,
metoxifendis e aminas aromaticas (DURAN, ROSA, D’ANNIBALE, GIANFREDA,
2002), além da variedade de compostos fendlicos e aromaticos (SHLEEV et al., 2009),
atuam também em alguns ions inorganicos presentes em metais (BINOD et al., 2011)
e presentes também em alguns corantes (JADHAV, SINGHAL, 2013)

A lacase foi descoberta nos exsudatos da arvore japonesa produtora de verniz
Rhus vernicifera e posteriormente foi encontrada em fungos e algumas espécies de
bactérias, insetos e crustaceos (COLLINS, DOBSON, 1997; MAJEAU et al., 2010).
Essa enzima € uma multi-cobre oxidase, cujo sitio ativo inclui quatro ions cobre. O
cobre tipo | age como doador de elétrons de fendis e amidas substituidas (substratos

tipicos), enquanto o cobre tipo Il transfere elétrons para o aceptor final, di-oxigénio, o
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qual é reduzido a agua. Ja os dois ions cobre tipo Ill agem como intermediarios da
transferéncia de elétrons (RIVA, 2006).

Figura 3: Ciclo catalitico da enzima lacase mostrando a reducdo de um oxigénio
molecular a duas moléculas de agua e a concomitante oxidacdo de quatro moléculas
de substratos para produzir quatro radicais livres. Fonte: adaptado de WESENBERG
et al., 2003
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Por meio da analise da sequéncia de aminoacidos predita de uma lacase de L.
vannamei é possivel caracterizar esta enzima ao observar os dominios Cu-oxidase
(Figura 3). Esses dominios Cu-oxidase apresentam dez residuos de histidina
conservados, uma cisteina e um residuo de metionina, 0s quais sdo importantes para
ligagdo de ions cobre (SHI, 2017).
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Figura 4: Analise da sequéncia de amino&cidos predita de lacase de L. vannamei. Os
dominios Cu-oxidase sdo sombreados por cinza claro e, entre esses dominios, as 10
histidinas, 1 cisteina e 1 metionina que se prevé que se ligue ao cobre estédo
destacadas em amarelo. Fonte: adaptado de Shi et al. (2017).

AV ACOQ C SANY QAR TN

gaggagee tgaac grgrtagcgacgtggcras tatataaagereg t gATCCCCOTCCCGTGTCAGTGTAGTCCTGTCTGTGCCGCAACCA
VALY LAAATLATLTSYITAGQETPPT AG SN
TGGTGGCTCTTCTCCTAGCAGCGGCCATAGCGACTCTCACTTCTG TCATAACCGCACAGGAACCTCCTACAGCAGGTTCGAACTGTTACC
YiPos B RRLECGCGHEHFETFENYBLPY QT RS R ALCH N SP
GAAMTGCGTTCCTGGGGACAGGAGGCTCTGCCACTTCACCTTCGAGGTCCATCCTTATCAGACTATG TCCAGGGOG TGTCACAACT GCC
RNASDC
CAAGAAATGCGTCTGACTGRCTCTCTACCCGACTGCGTGCOCGGTGACGHCGTGCAACGGAGAATC ATWCTATCMCAMC AGATGCCAG

R

[

GACCTCCTATTCAGGTATGTGAAGGAGACACGATCGTCGTGGATG TGAAGAACCTCCTTCCOGACGGCGECT TGACAGTCCACTGGEACG

:
§
:
:

2
|
g
g
:
:
|
:
=

5
£
:
:
2
g
3
£

! U

KDHNATGLYDYDLTEP

|
g
B
é
[
3

T

g
:
:
<
'g‘
=3
é
£
2
:
2
%
=
&
g

TCATCAACGGACTCGGACCCCACCAGAA TATOGCCGCCACACCCACT TCTGOCGCCATGCCTTACAAGCGGT TCAAGG TG TCGOCAGGAG

RYRFRIINTGILNCPITYHIDEHRQLTY I AT
CGAGGTACCGTTTCCGCATCATCAACACGGGCATCCTCAACTGTCCCATCACAGTCCACATOGACGAGCACCAACTTACCGTTATCGCGA
CAGATGGTAACCCCGTTGTGCCCACGANTGOCTCCTCTGTTGTCGTTTATTCAGGCGAGAGATGGGACGTGAT TGTCAMACCGAMACA
CCAMGTCGOANCCTTCTGOATCAGTTTCATGO6C00CG TAGACTGCCOCCCGTCCTCTGOOCACCAGTTTGCGCTGTTCGAGTACGAGE

-

6.0 F. ¥ ET P &Y OV K'QQ.D.6Q QG E T P DSV L LB R
AGGTCOGCCAGTTCTACAAGACCOCOGCGTACGTGAAGCAGCAGGA TOGACAGCAGGAGATOCCGRACAGTGT TCTGCTTCRCCACATGC

PXKPYYTEAPPAGYQYNSINSACYDDLITICYA
CCCOCANGCCOGTGTACACAGAGGCTOC TCCAGCCGGOGTTCANG TGAACAGCATCAACAGCGCA TG TTACGATGACCTGATCTGCGTGG
CLRSEYERNEPEVERTPERANETERE LN -RIEDNRQ
CTGGCCTGAGGTCACCLGTGCCAATGOCCRAAGTGUTGAGGACGCCGAGAGCCAACTTCACGTTC TATTTGGCCTTTGAGATGAGACAGA

HNAUWFYSRAFYNFESADED QQI PTPQVANNL
TCCACAATGCTCATTTCTACTCTCGTGCCTTCTACANTTTCGANTCAGCGHACGAGGACCAGCAGA TCCCAM GCCACAAG TAAACAACC
'.‘

=
~

gm
é
g
:
%
§
§
§

£
:
2
g
=
§
:
:
:
%
g
2
8

:
:
§
:
E
|
§
:
§
§
§

'é’
:
8
:
=
%
z
:
§
§
<
£
§
?

TCCCTGATGGAGGCTATACCGTTGTTCGATTCATTGCAGATAATCCAGGGTACTGGTTAATGCAC TGTCACCTCATTTTCCACTCTGOGG
' Y1201 PPpS P FGER P SCGENPF-K:X_H
COGGAATGGAAGTGGTTTTCAAMGGTOGGGGAAGTGACCGACATCCCTOCGTCTOCACCTGGETTCCCTTCCTGOGGGAACTTCAAATACC
G L =

N
~N



Devido a sua habilidade de catalisar a oxidacdo de uma ampla variedade de
substratos, a lacase tem sido utilizada em varias aplicacbes, dentre elas a
detoxificacdo de poluentes ambientais (GOLVEIA, 2016). O poder catalitico das
enzimas esta associado a conformacdo nativa, que depende de condi¢des especificas
de pH, temperatura, for¢a ibnica do meio, presenca de inibidores e outros (BETTIN,
2010).

As lacases estdo associadas ao processo de detoxificagcdo de alguns
compostos e sao consideradas importantes ao permitirem a sobrevivéncia de
organismos em ambientes impactados (REBOUCAS, 2017). Essas enzimas tém
contribuido no combate aos subprodutos toxicos liberados no ambiente por diversos
tipos de industria, como a téxtil e a de producéao de papel (NAIR et al., 2013). Além
disso, essas enzimas sao capazes de degradar diversos tipos de hidrocarbonetos
como o benzeno e os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (CHANDRA et al.,
2005).

A analise dessas enzimas mediante a presenca de contaminantes pode servir
como parametro para entender se eles podem interferir na atividade enzimética. Isto
€ muito importante, visto que o ideal é que enzimas com acgdo detoxificante
permanecam ativas em um ambiente poluido para que possam degradar
componentes toxicos e danosos ao meio ambiente (DURAN, ROSA, D’ANNIBALE,
GIANFREDA, 2002). Como tem sido relatado que metais potencialmente toxicos
estdo associados a diversos contaminantes que podem ser degradados pelas lacases
(ALENCAR et al., 2016), torna-se importante entender se estes metais potencialmente
toxicos interferem na atividade das lacases. Este parametro é fundamental para
viabilizar futuras aplicacbes da lacases de rejeitos de camar&o para a biorremediacao
de compostos nocivos ao meio ambiente.

O presente estudo verificou o efeito de metais potencialmente téxicos em
enzimas do tipo lacase de extratos brutos do hepatopancreas de L. vannamei. Diante
do exposto, o hepatopancreas contém diversas enzimas, as quais podem sofrer a
acdo dos mesmos contaminantes. Por exemplo, as metaloproteinases sao
caracterizadas como uma familia de endopeptidases Zn?*- dependente, que
promovem a degradacdo da matriz extracelular (DE SOUZA ARAUJO, 2011), deste
modo h& uma familia de metaloproteinases presentes em crustaceos chamada

Astacinas (BODE et al, 1993; HOOPER, 1994; STOCKER et al, 1995; MATSUI et al,
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2000; FOX; SERRANO, 2005; WANG et al, 2005; GOMIS-RUTH, 2009; SANTOS,
2011), por apresentarem sequéncia de ligacdo a metais (STOCKER et al., 1995),
supfe-se que possam sofrer a interferéncia de metais potencialmente toxicos
(GOMIS-RUTH et al., 1994) assim como ocorre com as lacases (ALENCAR et al.,
2016). Entdo, em estudos utilizando extratos brutos, € importante verificar se a
presenca ou auséncia do efeito desses contaminantes nas lacases € subestimada
pela interferéncia de outras enzimas com estes contaminantes, como as
metaloproteinases.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito de metais potencialmente tdéxicos na atividade de enzimas do tipo
lacase do hepatopancreas do camardo Litopenaeus vannamei, visando gerar
informacfes sobre enzimas candidatas a biorremediacdo de contaminantes do

ambiente aquatico (pesticidas, hidrocarbonetos, corantes etc.).

3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar o efeito de niquel, mercurio, cobre, cadmio e zinco na atividade de enzimas

do tipo lacase de L. vannamei.

- Determinar o efeito de niquel, mercurio, cobre, cadmio e zinco na atividade de

enzimas do tipo metaloproteinase de L. vannamei.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacao dos extratos brutos

Para a preparagao dos extratos brutos, os camardes L. vannamei obtidos pelo
Laboratério de Enzimologia do departamento de bioquimica da UFPE (Universidade
Federal de Pernambuco) no qual foram anestesiados em gelo e os hepatopancreas
foram excisados. Entéo, os hepatopancreas foram homogeneizados em NaCl 0,15 M
a 4°C, na concentragao 40 mg/mL. Em seguida, os extratos brutos (n=3) (3 pools para
3 extratos) foram obtidos a partir dos sobrenadantes apés centrifugacdo a 10.000 x g
por 25 minutos a 4°C para a remocao de tecidos debris. A proteina soltvel total foi
determinada de acordo com Bradford (1976) utilizando albumina de soro bovino

(BSA), como proteina padréo.
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4.2 Determinacao da atividade das lacases

A atividade foi determinada a partir da incubacao desses extratos, onde foram
utilizados 50 uL de agua, 50 pL do tampéo tris-HCI 50 mM pH 7,4, 50 uL de extrato
e 50 pL do substrato hidroquinona (3 mg/mL), especifico para lacases. Além disso,
também foi feito um branco sem extrato e outro branco sem substrato. A
quantificacdo da absorbancia (Assonm) foi feita em uma leitora de microplaca apés 40
minutos de incubacédo. A atividade enzimatica especifica (mU/mg) das lacases foi
expressa pela variagcao da absorbancia por minuto e por miligramas de proteinas.

A determinacéo da atividade foi feita de acordo com os trabalhos de Sdderhall e Hall,
1984.

4.3 Determinagéo da atividade das metaloproteinases

A atividade colagenolitica das metaloproteinases do hepatopancreas de L. vannamei
foi determinada por adaptacdo do protocolo de OLIVEIRA et al. (2017). Para tal,
extratos brutos previamente tratados com Tosil Lisina Clorometil Cetona (TLCK) (8
mM) e Tosil Fenilalanina Clorometil Cetona (TPCK) (8 mM) foram incubados com
Tris-HCI 50 mM pH 7,4 e colageno impregnado com o corante azo (Azocoll) 5 mg/mL
a 55°C por 30 minutos. ApOs esta etapa, foi adicionado acido tricloroacético 40%
para interromper a reacdo. Apés 10 minutos, as amostras foram centrifugadas
10.000 xg por 10 minutos a 4°C. A leitura das absorbancias foi feita em uma leitora
de microplaca no comprimento de onda Asgsnm. A atividade enzimatica especifica
(mU/mg) das metaloproteinases foi expressa pela variacdo da absorbancia por
minuto e por miligramas de proteinas.

4.4 Efeito de elementos quimicos potencialmente téxicos

Os efeitos dos metais potencialmente toxicos na atividade das enzimas do tipo
lacases em hepatopancreas de L. vannamei foram analisados incubando os extratos
com solucBes de cloreto de niguel, cloreto de mercurio, cloreto de cobre, cloreto de
cadmio e sulfato de zinco em concentracdes variando de 0,001 a 10 mM, para cada
concentracdo também foi feito um branco. Entdo, foi obtida a atividade residual
percentual das enzimas do tipo lacase de L. vannamei mediante comparagdo com o

grupo controle sem metais potencialmente téxicos (100%).
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4.5 Anédlise estatistica

Para os experimentos descritos acima, foram utilizados trés extratos, sendo
feitas triplicatas para cada amostra em cada grupo. Os resultados foram expressos
em média = desvio padrdo e a analise estatistica utilizada foi ANOVA de um fator
seguida do teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p
< 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos resultados obtidos com os experimentos, foi possivel observar a
influéncia de diferentes metais potencialmente toxicos na atividade de enzimas do tipo
lacase de L. vannamei. Estudos ja demonstraram que metais podem interferir na
atividade dessas enzimas em outros organismos (FANG et al., 2012). Entretanto, esta
€ a primeira vez que esse estudo é feito com essas enzimas de L. vannamei.

Para que essa analise fosse feita com mais eficacia, o presente estudo também
verificou o efeito dos metais potencialmente toéxicos nas metaloproteinases. Estas
enzimas também estdo presentes no hepatopancreas de camardes e podem ser
afetadas pela presenca de ions metéalicos (GARCIA-CARRENO et al., 1994; LIAN et
al., 2019). Assim, tornou-se possivel entender melhor se a acdo dos metais
potencialmente téxicos nas enzimas do tipo lacase foi subestimada pela interferéncia
gerada pela da atuacdo desses contaminantes nas metaloproteinases dos extratos
brutos, que por conter uma diversidade de enzimas, tais metais podem interferir na
atividade de ambas.

Para a determinagdo da atividade das metaloproteinases foi utilizado um
substrato de colageno associado a um corante. Isto ocorreu, pois é reconhecido que
as metaloproteinases de camardes apresentam atividade colagenolitica (GARCIA-
CARRENO et al., 1994). No entanto, tripsina e quimotripsina, que s&o as principais
enzimas digestivas de camardes (BUARQUE et al., 2009), também apresentam esta
atividade (GARCIA-CARRENO et al., 1994). Por este motivo, para a determinacgéo do
efeito dos metais potencialmente toxicos na atividade de enzimas do tipo
metaloproteinase, foi feita uma incubacé&o prévia dos extratos brutos com Tosil Lisina
Clorometil cetona (TLCK) e Tosil Fenilalanina Clorometil Cetona, reconhecidos
inibidores de tripsina e quimotripsina, respectivamente (BUARQUE et al., 2009),

dessa maneira por meio da inibicdo destas enzimas, podemos ter resultados mais
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confiaveis para determinacdo do efeito dos metais potencialmente toxicos na atividade
de enzimas do tipo metaloproteinase, pois uma vez as enzimas tripsina e
guimotripsina inibidas ndo serdo mais capazes de ligar-se aos metais.

A seguir, seré descrito e discutido o efeito dos metais potencialmente toxicos
na atividade das enzimas do tipo lacase e do tipo metaloproteinase.

5.1. Niquel

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o cloreto de niquel ndo
foi capaz de inibir as enzimas do tipo lacase e do tipo metaloproteinase (Figura 4).
Resultados similares foram verificados para a determinacdo do efeito do niquel em
enzimas da hemolinfa do caranguejo Neohelice granulata (AIRES, 2012). Por outro
lado, estudos apontam que esse metal € toxico para Daphnia magna por prejudicar a
absorcéo de ions de magnésio, além de ser prejudicial para a atividade enzimatica de
outros organismos marinhos (DELEEBEECK, 2007).

O valor permitido pela legislacao vigente para o niquel em efluentes industriais
corresponde a 0,034 mM (FAVERO et al., 2018), porém, nossos resultados
demonstraram que a atividade das enzimas do tipo lacase nao foi afetada por niquel
em concentragdes até 10 mM. Isto é interessante, pois tem sido relatado que o niquel
na concentracdo de 0,1 mM ja é capaz de gerar prejuizos ao meio ambiente e a
biodiversidade aquatica (GENCHI et al., 2020). Por exemplo, o niquel 0,1 mM é capaz
de inibir diferentes enzimas importantes para o metabolismo de alguns organismos,
incluindo as metaloproteinases (NIEMIROWICZ et al., 2007). No entanto, 0 mesmo
nao ocorreu com as lacases e metaloproteinases do hepatopancreas de L. vannamei.

O fato das enzimas do tipo lacase de L. vannamei ndo terem sido inibidas por
niquel 10 mM é importante para as aplicagdes biotecnoldgicas dessa enzima. O niquel
€ bastante abundante e pode ser uma fonte de contaminacdo de ecossistemas
aguaticos, pois esta presente no descarte de residuos industriais e esgoto (GENCHI
et al., 2020). Portanto, aplicagdes da lacase de camaréo na biorremediacdo desses
residuos poderia ser viabilizada, uma vez que o niquel parece néo interferir na

atividade dessa enzima.
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Figura 5: Determinacdo da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B)
mediante incubacdo com cloreto de niquel (NiClz) em diferentes concentracées (0,001 — 10 mM).
As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteinas por mg de tecido
(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o
controle sem metais potencialmente toxicos (lacases — 31 mU/mg; metaloproteinases — 15 mu/mg).
Cada barra representa média = desvio padrdo (n = 3) e apenas a letra a em todos 0s grupos
significa que ndo houve diferencas estatisticamente significativas.
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5.2 Mercurio

Normalmente, enzimas séo inibidas por mercurio quando apresentam na sua
estrutura grupos tiol (-SH) (GARCIA, et al, 2006; CARDELLO, 1995). As alteracdes na
atividade enzimatica ocorrem por meio da afinidade do mercurio com o enxofre. Dessa
maneira, a enzima nao ira atuar normalmente, ao qual resulta em inibicao de sua
atividade (FARINA et al., 2003). Além dos grupos tiol, 0 mercurio € também capaz de
ligar-se aos seguintes grupamentos quimicos em ordem decrescente de afinidade:
sulfidrila, amida, amina, carboxila e fosfato (HAYES, 1983). Assim, era esperado que

as enzimas do tipo lacase fossem inibidas por mercurio, porém isto ndo ocorreu.

As enzimas do tipo lacase e metaloproteinase do hepatopancreas de L.
vannamei ndo foram inibidas por mercurio em concentracdes até 1 mM (Figura 5A e
B). O valor admissivel desse metal nos efluentes corresponde a 0,00005 mM
(CONAMA, 2011), pois dentre todos 0s metais, 0 mercurio € o mais toxico e o que tem
maior capacidade de se espalhar no ambiente aquatico (LACERDA; MALM; 2008).

Assim, esses resultados sugerem gque as enzimas do tipo lacase podem ser utilizadas
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na biorremediacdo de contaminantes que sejam descartados na 4gua juntamente a

concentracdes de mercurio acima do permitido.

Além disso, as enzimas do tipo metaloproteinase do hepatopancreas de L.
vannamei foram inibidas por cloreto de mercario 10 mM (Figura 5B). Isto pode ser
justificavel pelo fato de que compostos de mercurio e até mesmo o cloreto de mercurio
modificam o siitio ativo destas enzimas por meio de alteracdes conformacionais
capazes de perturbar a interacdo do zinco (importante para a atividade das
metaloproteinases) com o sitio catalitico, reduzindo assim a sua atividade
(FERREIRA, 2010; TORRE, 2014; KUNTZE, 2012; CUELHO, 2016; BALBINO, 2005).
Isto pode justificar a auséncia de inibicdo das enzimas do tipo lacase de L. vannamei
por mercurio, pois, aparentemente, o0 mercurio inibiu prioritariamente as

metaloproteinases e ndo exerceu efeito inibitorio nas lacases.

Por outro lado, a atividade das enzimas do tipo lacase teve um aumento
significativo na presenca de cloreto de mercurio 10 mM. Resultados similares foram
observados para lacase do fungo Fusarium solani incubada com cloreto de mercurio
de 20 a 40 mM (WU et al., 2010). Assim, é possivel que o contra ion cloreto possa ser
um efetor positivo para as lacases de L. vannamei. Dentro deste contexto, FANG et
al. (2012) demonstraram que o cloreto em concentracdes até 80 mM elevou
consideravelmente a atividade de uma lacase bacteriana. Esses autores relataram
gue essa ativacdo enzimatica pode ser por via alostérica, onde a ligacado do modulador
positivo promove uma mudanc¢a conformacional na enzima e aumenta a afinidade pelo
substrato. Isto sugere que as lacases de L. vannamei podem ser adequadas para
aplicacbes em remocgdo de contaminantes da industria de papel e da téxtil, cujos
residuos sdo descartados junto a uma elevada concentracdo de cloro (VANHULLE et
al., 2008).
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Figura 6: Determinacdo da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B)
mediante incubacdo com cloreto de mercurio (HgCl.) em diferentes concentragcfes (0,001 — 10
mM). As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteinas por mg de
tecido (mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o
controle sem metais potencialmente toxicos (lacases — 29 mU/mg; metaloproteinases — 14 mu/mg).
Cada barra representa média + desvio padréo (n = 3) e as diferencas estatisticamente significativas
(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) sdo indicadas pelas letras diferentes (a, b).
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5.3 Cobre

As enzimas do tipo lacase e metaloproteinase de L. vannamei ndo foram
inibidas por cobre até a concentracdo de 1 mM (Figura 6). Nesse contexto, o metal
potencialmente toxico cobre vem se tornando um dos principais contaminantes dos
ambientes aquaticos, cujo valor maximo de emisséo aceitavel na agua é 0,00008 mM
(CONAMA, 2011). Portanto, as lacases de L. vannamei ndo séo afetadas por cobre
em concentra¢cdes muito superior a permitida.

Por meio da incubacdo do extrato de hepatopancreas de Litopenaeus
vannamei com cobre foi possivel verificar a inibicdo das metaloproteinases apenas
com o cloreto de cobre 10 mM (Figura 6B). Isto pode ser observado em outros
trabalhos que analisam o efeito deste metal nessas enzimas que apresentaram
potente efeito inibidor na atividade das metaloproteinases (DE SOUZA, 2000).

Por outro lado, observa-se um aumento significativo na atividade das enzimas
do tipo lacase (30% e 200%, respectivamente) com 1 e 10 mM de cloreto de cobre
(Figura 6A). Lacase do fungo Trametes hirsuta teve aumento de 42% na atividade na
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presenca de sulfato de cobre 10 mM (NAVADA; KULAL; 2021). Assim, parece que 0
efeito observado nas enzimas do tipo lacase de L. vannamei é proveniente do papel
do cloreto (ja& descrito anteriormente) e do cobre na atividade dessas enzimas. Visto
gue as lacases sao oxidases dependentes de cobre, tem sido relatado que esses ions

podem se ligar ao sitio ativo da enzima e aumentar a sua atividade (ZOU et al., 2012).

Figura 7: Determinacao da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B)
mediante incubag&o com cloreto de cobre (CuCly) em diferentes concentrages (0,001 — 10 mM).
As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteinas por mg de tecido
(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o
controle sem metais potencialmente toxicos (lacases — 30 mU/mg; metaloproteinases — 17 mU/mg).
Cada barra representa média + desvio padréo (n = 3) e as diferencas estatisticamente significativas
(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) séo indicadas pelas letras diferentes (a, b,

c).
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5.4 Cadmio

O valor admissivel de cadmio total em efluentes corresponde a 0,004 mM
(CONAMA, 2011). Entretanto, por ser um metal toxico e ndo essencial para 0s
organismos, € notavel uma maior preocupacao com 0S Seus niveis presentes nos
ambientes aquaticos (CALEFI, 2019). O cadmio de 0 a 1 mM néo interferiu na
atividade das enzimas do tipo lacase e metaloproteinase (Figura 7). Isto indica que as
enzimas do tipo lacase podem ser aplicadas para a biorremediacéo de contaminantes
descartados junto com o cadmio na agua.

Como é possivel observar, o cloreto de cadmio na concentragéo de 10 mM foi
capaz de aumentar a atividade das enzimas do tipo lacase de L. vannamei (Figura 7).

Resultados similares também foram encontrados por BALDRIAN e GABRIEL (2002)
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para lacase de fungo. Estes autores relataram que o cadmio pode contribuir na
estabilizagcdo e protecdo da enzima contra fatores externos, o que parece ter
correlacdo com os nossos resultados, visto que a lacase de camardo também tem
aumento na atividade pelo menos na maior concentracdo de cadmio testada. Estes
resultados corroboram BALDRIAN e GABRIEL (2002) que mostrou a influéncia da
adicao de cobre ou cadmio na inducao de lacases independentemente do tempo em
gue estes sado adicionados para Pleurotus ostreatus, além de aumentar também a

estabilidade destas enzimas.

Figura 8: Determinacao da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B)
mediante incubagéo com cloreto de cadmio (CdClz) em diferentes concentracdes (0,001 — 10 mM).
As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteinas por mg de tecido
(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o
controle sem metais potencialmente toxico (lacases — 31 mU/mg; metaloproteinases — 16 muU/mg).
Cada barra representa média + desvio padréo (n = 3) e as diferencas estatisticamente significativas
(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) séo indicadas pelas letras diferentes (a, b).
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5.5 Zinco
De acordo com a incubacdo do extrato do hepatopancreas com sulfato de

zinco, foi possivel verificar que as enzimas do tipo lacase de L. vannamei foram
inibidas apenas na concentracdo de 10 mM (Figura 8A). Estes resultados sao
similares aos encontrados por NAVADA e KULAL (2021), que também néao
observaram inibicéo de lacase de fungo com menos de 10 mM de zinco.

Assim, os resultados do nosso trabalho demonstraram que as lacases de L.
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vannamei séo inibidas em concentracdes de zinco bastante superior a permitida em
efluentes, que é de 0,015 mM (LINS, 2003). Isto € bastante importante, pois um dos
grandes problemas atuais de poluicédo corresponde a contaminacao de agua por meio
de efluentes industriais acima da concentracdo maxima estabelecida. Nesse contexto,
tem sido demonstrado que milhares de animais aquéticos sdo mortos periodicamente
em nossos rios por causa do descarte de substancias que contém zinco no combate
a fungos que constituem pragas da lavoura (MARCANTONIO, 2015). Assim, &
fundamental para uma enzima que podera degradar diversos tipos de contaminantes
gue ela esteja ativa (0 que foi observado para as lacases do nosso estudo) mesmo se
estes contaminantes estiverem na presenca de zinco.

No entanto, sulfato de zinco 10 mM inibiu aproximadamente 90% das enzimas
do tipo lacase de L. vannamei. Inibicao utilizando cloreto de zinco 20 mM também foi
observada para lacase bacteriana e fungica (aproximadamente 55 e 35%,
respectivamente) (WU et al., 2004; FANG et al., 2012). Assim, uma maior inibigcdo das
enzimas de L. vannamei pode estar relacionada ao efeito negativo do zinco na
atividade somado ao efeito do contra ion utilizado no nosso trabalho que foi o sulfato,
diferente dos trabalhos acima citados que utilizaram o cloreto como contra ion. De
acordo com o exposto, o sulfato pode interferir em enzimas de outros organismos,
como a ATP sulfurilase 2 da planta Stanleya pinnata, cuja atividade foi inibida em 50%
com sulfato (JIANG et al., 2018).

A determinacéo da atividade das enzimas do tipo metaloproteinase mediante a
presenca de sulfato de zinco (Figura 8B) reforca a hipétese de que o sulfato pode
contribuir para a inibicdo enzimatica. Assim como demonstrado para as enzimas do
tipo lacase, metaloproteinases também foram inibidas (aproximadamente 60%) com
o sulfato de zinco 10 mM. Entretanto, tem sido relatado que as metaloproteinases
presentes em animais sdo enzimas dependentes de zinco e que sdo ativadas na
presenca deste metal (WILD et al., 2017; BJARNASON, FOX, 1995; WANDERLEY,
2016.), deste modo estudos também afirmam que o zinco consiste em um metal traco
essencial para camardo L. vannamei, participando da constituicdo do pigmento
respiratorio hemocianina e de diversos processos enzimaticos, respectivamente
(RAINBOW et al., 1988).Portanto, sugere-se que o sulfato tenha exercido efeito
negativo na atividade das enzimas do tipo metaloproteinase de L. vannamei e, por

esta razdo, essas enzimas foram inibidas mesmo na presenca do zinco como possivel
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ativador. Porém, mais estudos sdo necessarios para entender se o sulfato de fato

inibe as lacases e as metaloproteinases de organismos como L. vannamei.

Figura 9: Determinacao da atividade das enzimas do tipo lacase (A) e do tipo metloproteinase (B)
mediante incubacdo com sulfato de zinco (ZnS0O.) em diferentes concentracdes (0,001 — 10 mM).
As atividades foram determinadas em mili unidades por miligrama de proteinas por mg de tecido
(mU/mg). Em seguida, foi calculada a atividade residual percentual utilizando como 100% o
controle sem metais potencialmente toxicos (lacases — 28 mU/mg; metaloproteinases — 15 mU/mg).
Cada barra representa média + desvio padrao (n = 3) e as diferencas estatisticamente significativas
(p < 0,05 por ANOVA de um fator seguido por Tukey) séo indicadas pelas letras diferentes (a, b).
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6. CONCLUSOES
Nas condigcbes em que o trabalho foi desenvolvido, pode-se concluir que as

enzimas do tipo lacase do hepatopancreas de L. vannamei ndo foram inibidas por
cloreto de niquel, cloreto de mercurio, cloreto de cobre e cloreto de cadmio. Por outro
lado, os trés ultimos metais citados ativaram essas enzimas na concentracao de 10
mM. Nesta mesma concentracdo, o cloreto de mercurio e o cloreto de cobre inibiram
as enzimas do tipo metaloproteinase, a qual foi utilizada como um controle para uma
verificacdo mais precisa da atividade das enzimas do tipo lacase. Além disso, ambas
as enzimas testadas foram inibidas por sulfato de zinco apenas na concentracao de
10 mM. Por fim, os metais potencialmente toxicos interferem na atividade das enzimas
do tipo lacase apenas em concentracdes bastante superiores aos valores admissiveis.
Portanto, as enzimas do tipo lacase do hepatopancreas de L. vannamei podem ser

candidatas a aplicacdes de biorremediacdo de diversos contaminantes por meio da
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utiizacdo de rejeitos do pescado, os quais sdo descartados junto com metais
potencialmente toxicos em ecossistemas aquaticos. Entretanto, sdo necessarios
estudos futuros com a lacase de L. vannamei purificada, para verificar se os metais

estudados interferem nos parametros cinéticos da enzima.
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