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Fortaleza —

As lagostas do género Panulirus
White constituem um dos principais re-
cursos pesqueiros do Nordeste do Brasil,
sendo o Ceard o seu maior produtor.

Apesar da grande importincia deste
crustdceo para a economia nordestina,
poucos sdo os estudos sobre o mesmo re-
ferente a sua fisiologia e bioquimica. Pra-
ticamente, todo o conhecimento cient(fi-
co a esse respeito é oriundo de outros
‘pafses cujas condigcbes ambientais sdo
bastante distintas das que predominam
na regido nordestina.

Nos crustdceos o sistema circulatério
é aberto e o sangue-hemolinfa tem as
fungGes bdsicas do transporte de oxigé-
nio, forca tamponante, atividade osmoti-
ca, transporte de material nutritivo e de
metabdlitos de baixo peso molecular
(Maynard, 1960; Johnston & Davies,
1971), bem como armazenador de glico-
génio de importéncia fundamental para a
construgdo do novo exoesqueleto no ci-
clo de muda (Trujillo, 1982).

A hemolinfa é um tecido cujas carac-
teristicas variam com o estado fisiolégico
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do animal e responde prontamente as
modificacbes do meio ambiente. O fend-
meno da muda é um dos fatores que pro-
voca as mais profundas transformagOes
nos crustdceos, influindo diretamente no
metabolismo hidrico, protéico e glicidi-
co.

O ciclo de crescimento dos crusta-
ceos ndo é somente acompanhado por
modificacGes periddicas no exoesqueleto,
epiderme e hepatopancreas, mas também
por marcadas alteragOes no sangue e uri-
na (Travis, 1955). Em conseqgliéncia, po-
de-se admitir que as protefnas estruturais
e enzimdticas devem variar profunda-
mente com o estdgio de muda.

O presente trabalho aborda, em cara-
ter preliminar, a investigacdo da presenca
de proteases em hemolinfa de jovens da
lagosta Panulirus laevicauda (Latreille),
suas principais caracteristicas, bem como
sua relagdo com o ciclo de muda nos di-
ferentes estagios.

MATERIAL E METODOS

Individuos jovens da lagosta Panuli-
rus laevicauda foram coletados nas praias
do Meireles e Titanzinho (Fortaleza -
Ceard - Bra$il), estocadas nos aquarios do
L.aboratério de Ciéncias do Mar, e retira-
dos quando necessarios para a obtengdo
da hemolinfa.
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A determinacdo dos estagios do ciclo
de muda foi feita pelo método de Drach
(1939), citado por Travis (1955) e Aiken
(1980): estdgio A — aquele que se segue
imediatamente @ muda, onde a nova ca-
rapaca € de consisténcia de uma membra-
na macia; estdgio B — inicia o endureci-
mento preliminar da carapaca; estdgio C -
a carapaca fica inteiramente dura, sendo
este de intensa atividade alimentar, e o
de mais longa duracgdo; e estdgio D —
aguele em que a nova carapaca é progres-
sivamente formada sob a velha, e o ani-
mal ndo se alimenta.

Os ensaios para determinacdo e ca-
racterizagdo do sistema enzimatico fo-
ram feitos com o extrato de hemolinfa,
no estagio C do ciclo de muda.

A hemolinfa foi retirada de animais
vivos, através de um corte com tesoura
na juncdao do abdémen com o cefa-
lotorax, deixando-a escorrer por um fu-
nil até um becker, mantido em banho de
gelo para manter a temperatura em torno
de 0°C. O material foi centrifugado ime-
diatamente a 3000 rpm em centrifuga re-
frigerada, modelo PR-J International
Equipament Company, por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi diluido em tam-
pdo fosfato 0,01 M em NaCl 0,1 M,
pH 7,0, na proporgdo 1:10 (v/v), e esto-
cado em congelador para posterior utili-
zacdo.

Nos extratos foram determinadas as
concentracdes de proteina e a atividade
proteolitica.

A concentracdo de proteina foi de-
terminada pelo método do Micro-biureto
(Goa, 1953), usando-se como padrdo a
albumina sérica bovina (Sigma), sendo os
resultados expressos em mg de proteina
por ml.

A atividade proteolitica, capacidade
de hidrolisar a caseina, foi determinada
pela reacdo de 0,25 ml do extrato, 5,0ml
de caseina (segundo Hammarsten, E.
Merk AG Darmstadt) a 1% em tampao
fosfato 0,01 M e cloreto de so6dio 0,1 M
pH 7,0. O tempo de reacdo foi de 45 mi-
nutos a 50°C. Parou-se a reacdo com 1,0
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mi de &acido tricloroacético (TCA) a 40%
(Ainouz et al., 1972). Apés 15 minutos
de repouso, a mistura foi filtrada em pa-
pel filtro quantitativo Framex, faixa
branca, sendo a atividade proteolf(tica de-
terminada na fragdo sollvel em TCA e
medida pela absorbancia em 750 nm em
espectrofotdometro Varian Techtron mo-
delo 635 K, depois da reacdo com o rea-
gente de Folin (Lowry et al., 1951). O
tempo zero ou branco da reacdo foi obti-
do pela adigdo do substrato apds ter sido
adicionado TCA a 40%.

Todos os valores de densidade 6tica
das amostras foram subtraidos dos valo-
res dos brancos. A uma unidade de ativi-
dade correspondeu a variagdo de 0,1 de
densidade 6tica. A atividade proteolitica
foi expressa em unidade de atividade (U.
A.) por ml e a atividade especifica, deter-
minada através da divisdo da atividade
proteolitica pela concentragio de protei-
na, sendo os resultados expressos em
U.A./mg de proteina.

O pH 6timo foi determinado usando-
se a mistura de reacdo nos pHs 6,0; 6,5;
7,0;7,5;8,0;9,0e 10,0.

O tempo e a temperatura 6timos fo-
ram determinados mediante a incubagio
da enzima e substrato em temperatura de
40, 45 e 50°C, durante periodos de 15,
30, 45, 60 e 90 minutos.

A relagdo enzima/substrato foi deter-
minada variando-se a caseina de 10 a 96
mg, conservando-se o volume final de 10
ml.

Os resultados da atividade enzimatica
relativa aos experimentos citados foram
expressos em unidade de atividade por
ml (U.A./ml).

A termo-estabilidade foi determinada
submetendo-se previamente o extratd as
temperaturas de 40°C e 60°C durante
um periodo de tempo que variou de
0 a 60 minutos. Os resuitados, em
U.A./ml, foram transformados em
porcentagens de atividade, sendo consi-
derada 100% a atividade do extrato ndo
submetido ao calor.
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Figura 1 — Variagdo da atividade proteolitica de

hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda
(Latreille), em fungdo do pH.
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Figura 2 — Variagdo da atividade proteolitica de

hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda
(Latreille), em funcdo do tempo e temperatura de
incubagdo.
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Figura 3 — Variagdo da atividade proteolitica de
hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda
{Latreille), 'em funcdo da concentragdo do substrado.

O extrato de hemolinfa, preparado
com tampdo fosfato 0,01 M em NaCl
0,1 M, pH 7,0 na proporgdo de 1: 10
(v/v), foi usado para o fracionamento
com sulfato de amdnia. Este foi sendo
adicionado gradativamente ao extrato
para atingir uma saturagdo de 20% e,
ap6s 15 minutos (25°C), o precipitado
foi removido por centrifuga¢do (20.000
x g, 15 minutos, 4°C). O sobrenadante
foi utilizado para as préximas precipita-
¢Oes a 40, 60, 80 e 100% de saturacdo.
Os precipitados obtidos foram suspensos
em tampdo fosfato 0,01 M em NaCl 0,1
M, pH 7,0 e dialisados contra dgua desti-
lada (4°C), até que a rea¢do da 4gua com
o hidréxido de bério fosse negativa. O
contetdo de proteina e as atividades pro-

Figura 4 — Variacdo percentual da atividade proteol(-
tica na hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus
laevicauda (Latreille}, em fungdo do tempo e tempe-
ratura de aguecimento do extrato.

teoliticas foram determinadas em todas
as fracGes, sendo estes expressos em
U.A./mg protefna.

Determinou-se a atividade proteoliti-
ca e a concentracdo de proteina nos estd-
gios B, C e D do ciclo de muda.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade proteolitica apresentou .
um pico maximo em pH 7,0 e outro de

- menor intensidade em pH 9,0. Estes dois

picos de atividade sugerem a presenca de
duas proteases que hidrolisam a caseina,
sendo que o pH 7,0 corresponde a 87,6%
de toda a atividade proteolitica do
extrato total (figura 1).
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Viérios autores reportam a atividade
proteolitica maxima em pHs que variam
de 6,0 a 8,4 (Gates & Travis, 1969; De
Villez, 1975; Trellu & Ceccaldi, 1976).
Recentemente, Saker et a/., (1982) en-
contraram enzimas proteoliticas com
méaximo de atividade nos pHs 7,0 e 9,0
em hepatopéncreas de jovens da lagosta
Panulirus laevicauda. A presenga de pro-
teases na hemolinfa é bastante justifica-
vel, devido ao papel fundamental que ela
exerce, ou seja, na conduc¢do de substan-
cias nutritivas para o corpo do animal,
possibilitando o seu crescimento e desen-
volvimento, contestando aquilo relatado
por Damboviceanu (1929), que as pro-
teases estariam ausentes na hemolinfa de
crustaceos.
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A figura 2 mostra que a atividade
proteolitica aumenta com o acréscimo
da temperatura de incubacdo. Esta ativi-
dade apresentou um incremento percen-
tual mais elevado, & temperatura de 50°C
com o tempo de 45 minutos, razdo pela
qual esta temperatura foi escolhida para
0S ensaios enzimaticos.

A temperatura 6tima de 50°C para
proteases, quando se utiliza a caseina
como substrato, condiz com a literatura
(Stern & Lockhart, 1953, Croston,1969;
Dobrowski & Glogowski, 1977 Saker et
al., 1982).

A saturagdo da enzima frente ao
substrato ocorreu em 0,25 ml do extrato
para 80 mg de casefna (figura 3). Estes
valores indicam uma atividade superior
aquelas encontradas por Prisco & Vieira
(1976) e Ainouz et al., (1981) em outros

materiais bioldgicos, porém inferior
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Figura 5 — Atividade especifica da enzima de hemo-
tinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda
(Latreille), em relagdo & sua saturacdo com sulfato de
amonia.

Figura 6 — Variacdo do conteddo de proteina solGvel
em hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus /aevicauda
(Latreille), em fungdo dos estagios do ciclo de muda.

TABELA |

Dados relativos a purificacdo com sulfato de amdnia, de proteases da hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus lsevicauda (Latreille),

% de Sulfato pH 7,0 pH 9,0
de amdnia ~
Recuperacio Vezes de Recuperagdo Vezes de
P/ml LA, 14 LA ml P/mI U.A/mgP .
UA/m | mgP/ml | UAJmg pio purificaggo | UAI™ | meP/m ™ (%) purificago
] 1.440 37,7 38,2 100,0 10 1.500 37,7 39,8 100,0 1.0
0- 20 o 0 - - . 0 0 - - -
20 — 40 122 19 64,6 50 1,7 210 19 11,1 5,0 2.8
4 — 60 160 232 69 61,4 0,2 198 23,2 8,6 61,4 0,2
60 — 80 8 14 58 36 0,2 22 14 16,1 3.6 0.4
80 — 100 [ [ - - - 0 [ - - -
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aquela descrita por Saker et al, (1982)
em hepatopéncreas de jovens da lagosta
Panulirus laevicauda.

O sistema enzimdtico apresentou-se
bastante estavel em relagcdo as temperatu-
ras a que foi submetido. A 40°C houve
ativagdo das proteases, entretanto a
60°C, observou-se uma relagdo crescente
da atividade proteolftica em relagdo ao
tempo de exposi¢gdo do extrato ao calor,
atingindo uma perda de 25% ao final de
60 minutos (figura 4).

A purificagdo do sistema enzimético
apresentou uma atividadé méxima, para
o pH 7,0, na fracdo 20-40% de saturagdo
com sulfato de amodnia, seguindo-se das
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Figura 7 — Variag8o da atividade proteolitica de
hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda
(Latreille}, em relagdo aos estdgios de muda.
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fragGes 40-60% e 60-80%. No pH 9,0, o
méximo de atividade ocorreu também na
fragdo 20-40% (tabela I; figura 5).

Mantel et al. (1975) e Hepper (1977)
citam que a concentragdo de protefna na
hemolinfa de crustaceos, depende do es-
tdgio de muda. Na figura 6, observa-se
que o nivel de proteina foi mais elevado
no estagio D, estando de acordo com os
valores encontrados por Travis (1955)
para a lagosta Panulirus argus (Latreille),
e Saker et al. (1982) e Sampaio et al.
(1984) encontraram valores maximos de
protefna no hepatopancreas também no
estagio D, para Panulirus laevicauda.

A atividade proteolitica especifica
atingiu um valor maximo no estagio D
do ciclo de muda (tabela 2; figura 7). Is-
to poderia ser entendido como um meca-
nismo fisiologico da lagosta para prover
as varias regiGes do corpo com material
necessario para a consolidagdo da nova
carapaca. No hepatopéncreas a atividade
proteolf{tica é maior no estdgio C (Saker
et al., 1982), quando o individuo arma-
zena substancias nutritivas para suprir o
periodo de jejum alimentar que ocorre
no estdgio D, ocasionando uma diminui-
¢do na atividade proteolitica no hepato-
pancreas, fato também citado por Trellu
& Ceccaldi (1976). Estas observagdes su-
gerem que hd uma transferéncia de com-
postos nitrogenados do hepatopancreas
para a hemolinfa, no estagio D, quando
entdo haveria um aumento das enzimas
proteolfticas com a finalidade de hidroli-

TABELA I

Variagdo da atividade proteolitica em hemolinfa de jovens da lagosta Panulirus laevicauda {Latreille}, em
relacdo aos estagios do ciclo de muda.

Estagios do U.A./mi mg Proteina/pl U.A./mg de Proteina
ciclo de - — ] — - —
muda Mi Ma M Mi Ma M Mi Ma M
B8 10,0 120,0 52,5 23,3 36,0 316 ] 03 5,2 19
C 40,0 15700 350,7 7.6 115,0 51,9 16 101,7 15,5
D 70,0 1580,0 9480 199 82,3 57,4 09 44,8 21,4

Convengéo: Mi — valor minimo; Ma — valor méximo; M — valor médio.
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sar as proteinas oriundas do hepatopan-
creas, facilitando o transporte destes
compostos a regiGes de crescimento, ne-
cessitadas de material nutritivo.

CONCLUSOES

1 —0Os valores maximos de atividade en-
ziméatica ocorreram nos pHs 7,0 e
9,0.

2 — A temperatura 6tima de reagdo foi a
50°C, com uma incubacdo de 45 mi-
nutos.

3 —A relacdo enzima-substrato foi de
80 mg de substrato (casefna) para
0,25 ml do extrato de hemolinfa.

4 — 0O sistema enzimatico foi estdvel a
temperatura de 40°C, perdendo 25%
de sua atividade quando submetido a
60°C por 60 minutos.

5 — 0O maximo de atividade especifica foi
obtido na fracdo 20-40% do precipi-
tado com sulfato de amonia, corres-
pondendo a purificacdo de 1,7 e 2,8
vezes em relacdo ao extrato bruto,
nos pHs 7,0 e 9,0, respectivamente.

6 —A concentracdo maxima-de proteina
na hemolinfa foi obtida no estdgio D
e seu minimo, no estagio 8

7 —A atividade especifica da enzima,
quanto aos estdgios de muda, teve
seu valor mdximo no estégio D.

SUMMARY

English title: Preliminary study of
the action of proteases on hemolymph
of juveniles of lobster Panulirus
laevicauda (Latreille).

This paper is a preliminary study of
the action of proteases on hemolymph in
lobster Panulirus laevicauda, collected at
Fortaleza (Ceard State, Brazil), and its
relation to the molting stages as
determined through the method of
Drach (1939).

The main conclusions drawn from
the experiments are:
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1 — The highest values of enzymatic
activity occurred at pHs 7.0 and 9.0.

2 — The optimum reaction tempera-
ture was at 50°C, at an incubation time
of 45 minutes.

3 — The relationship enzyme-substra-
te worked at 80 mg of substrate to
0,25 ml of hemolymph extract.

4 — The enzymatic system remained
stable at a temperature of 40°C, losing
25% of its activity when submitted to a
60°C temperature for 60 minutes.

5 — The maximum level of specific
activity was reached at a fraction 20-40%
of the precipitate with ammonia sulpha-
te, regarding a purification from 1.7 to
2.8 times in relation to the raw extract,
at pHs 7.0 and 9.0, respectively.

6 — The maximum concentration of
protein in the hemolymph was obtained
at stage D, and its minimum at stage B.

7 — The specific activity of the enzy-
me, as to the molting stages, showed its
highest value at stage D.
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