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RESUMO

A criagdo de caprinos e ovinos ¢ uma importante atividade econémica no Brasil, porém
a infeccdo por nematdides gastrintestinais tornou-se um problemanaproducdo desses
pequenos ruminantes. O controle destes parasitos ¢ realizado por meio dos anti-
helminticos disponiveis comercialmente, no entanto, o uso indiscriminado destes tem
favorecido a selecdo de cepas resistentes, além de causar impactos negativos ao
ambiente, sendo iminente a busca por alternativas para o controle de nematodides. Os
produtos naturais vem sendo considerados promissores para este fim. Os subprodutos da
Industria pesqueira sdo fontes importantes de biomoléculas, como as proteases, com
potencial aplicagdo em processos biotecnoldgicos. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito anti-helmintico de proteases semi-purificada das visceras de
Hoplias malabaricus sobre Haemonchus contortus.Os peixes foram obtidosno
municipio de Viana, Baixada Maranhense. Estes foram medidos, pesados e tiveram os
cecos piléricos removidos. Os cecos foram homogeneizados com solu¢ao Tris-HCI
0,01M, pH 8,0. O material resultante desse processo foi centrifugado e o sobrenadante
obtido foi denominado extrato bruto (EB). O EB foi submetido a fracionamento por
meio de precipitagdo com sulfato de amonio com intervalos de saturagdo de 0-30, 30-60
e 60-90%. Foram realizados os testes bioquimicos de determinacdodo teor protéico e
atividade proteolitica do EB e fragdes. Caracterizou-se a fracdo com maior atividade
proteolitica (FP) em relagdo a temperatura ¢ pH. O Ensaio anti-helmintico foi realizado
por meio do teste de inibi¢do da eclodibilidade dos ovos de H. contortus. EB, F030,
F3060 e F6090 apresentaram 72.,8; 5,9; 27.4; 25,6 miligramas de proteinas totais,
respectivamente. A atividade proteolitica foi de 1095,8; 662,9; 1769,2 e¢ 949,6
UAP/mgP para EB, F030, F3060 e F6090, respectivamente. A fracdo 30-60% foi
denominada fragdo enriquecida com protease (FP). A FP apresenta melhor atividade
proteolitica em pH 8 e temperatura 30°C. A FP apresentou eficiéncia inibicdo de
eclodibildade de ovos de H. contortus com IC 50 de 14,6 pg/mL.Concluiu-se queas
proteases docecos piloricos do peixe Hoplias malabaricus apresentam alta atividade
anti-helmintica contra o nematoide H. contortus, tornando-se uma molécula potencial

para o desenvolvimento denematicida.

Palavras-chave: Protease, residuos de peixes, atividade nematicida.



ABSTRACT

Goats and sheep farming is an important economic activity in Brazil, but
gastrointestinal nematode infection became a problem in these small ruminants. The
control of these parasites is done with anthelmintic substances commercially available,
however, the indiscriminate use of these substances has helped the development of
resistant strains, and also impact negatively the environment, being urgent the research
of new alternatives for the nematode control. Natural products are being considered
very promising for this purpose.The fish industry subproduct is an important
biomolecules source, such as proteases with potential use in biotechnological processes.
For that matter, the scope of this work was to evaluate the protease anthelmintic effect
semi-purified of Hoplias malabaricus viscera over Haemonchus contortus. The fishes
were obtained in Viana city, in the Baixada Maranhense. They were measured,
heightened and had their pyloric caecum removed. The caecum was homogenized with
Tris-HCl solution 0,01M, pH 8,0. The resultant material from this process was
centrifuged and the supernatant obtained was named Crude Extract (EB). The EB was
submitted to a fractioning through precipitation with ammonium sulfate with saturation
intervals of 0-30, 30-60 and 60-90%. Biochemical tests were made for the proteic
content determination and proteolytic activity of EB and fractions. The fraction with the
highest proteolytic activity (PF) was characterized according to temperature and pH.
The anthelmintic essay was done through the inhibition hatchability test of H.
contortus eggs. BE, F030, F3060 and F6090 showed 72.8, 5.9, 27.4 and 25.6 milligrams
of total proteins, respectively. The proteolytic activity was 1095.8, 662.9,1769.2 and
949.6 UAP/mgP for the BE, F030, F3060 and F6090, respectively. The 30-60% fraction
was named enriched fraction with protease (PF). The PF showed the inhibition
efficiency of the hatchability of H. contortus eggs with IC 50 of 14.6 pg/mL. The
proteases of the pyloric caecum of Hoplias malabaricus fish showed high anthelmintic
activity over H. contortus nematode, being a potential molecule for the development of

a nematicide.

Keywords: Protease, fish residue, nematicide.
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1. Introducao

A produg¢do de pequenos ruminantes ¢ uma atividade econdémica amplamente
explorada em todo mundo.No Brasil (HERMUCHE et al., 2012; MARANHAO, 2013),
grande parte dos rebanhos estd concentrada na regido Nordeste, responsavel por 66% do
rebanho ovino e 93,9% do rebanho caprino (Embrapa, 2019). A infeccdo por
nematoides gastrintestinais ¢ um dos principais problemasna criagdo de pequenos
ruminantes (CEZAR et al., 2008; IGARASHI et al., 2013). Dentre esses nematoides,
destacando-se o Haemonchus contortus (CANTACESSI et al., 2012).Esta problematica
somada a resisténcia desses parasitos frente aos anti-helminticos predominantemente
utilizados, considerando seu uso indiscriminado, tornou-se um desafio a comunidade
cientifica das areas veterinarias e agrarias, logo que tais problemas afetam diretamente a
produgdo de caprinos e ovinos, bem como a saude destes animais (CHAGAS et al.,
2013). Cresce entdo, a busca por potenciais produtos bioativos para controle
H.contortus, principalmente no que se refere a utilizagdo de subprodutos industriais,

sendo a industria pesqueira promissora nesta linha.

A industria pesqueira tem grande relevancia para economia mundial, isto resulta de
uma enorme quota no mercado internacional (BENHABILES et al., 2012). O Brasil
apresenta um grande potencial para o desenvolvimento da piscicultura de dgua doce,
devido as suas caracteristicas geograficas e climaticas (IBGE, 2005). No entanto, a
indlstria pesqueira subutiliza seus materiais que sdo descartados sem tentativas de
recuperacdo, geralmente ricos em enzimas digestivas que podem ser utilizadas em

processos biotecnologicos(JYOTHIRMAYT, 2012; GUERARD et al., 2010).

Dentre as espécies de peixe importantes no Brasil, estd a espécie Hoplias
malabaricus, pertencente a familia Erythrinadae (BLOCH, 1794), esta tem sido
estudada por apresentar o habito alimentar carnivoro, caracteristica que favorece a
producao de protease em seus cecos piloricos. Estes peixes estdo bem distribuidos em
ambientes de dgua doce de todo territério brasileiro, inclusive no Maranhao, garantindo
assim a disponibilidade do mesmo na utilizagdo de suas visceras na busca por
biomoléculas (COURTENAY; HENSLEY, 1979; TAPHORN, 1992, OYAKAWA,
2003).

Biomoléculas como proteases, tem sido alvo de estudos quando se refere a produtos

naturais. Estas sdo proteinas com fungdo catalisadora da hidrélise de outras proteinas.
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Por serem biocatalizadores altamente especificos que apresentam uma eficiéncia
catalitica na maioria das vezes muito maior que a dos catalisadores sintéticos ou
inorganicos (NELSON; COX, 2004). Dentre as enzimas, as proteases, sdo enzimas que
catalisam a degradagdo de proteinas pela hidrolise de ligagdes peptidicas (PUENTE et
al., 2003), sendo esta um importante elemento bioldgico, tornando assim um potencial
biotecnoldgico. Neste estudo, foi descrito a obten¢ao de uma fra¢do rica em protease
obtida Hoplias malabaricus, investigou-se suas principais caracteristicas bioquimicas e

seu potencial anti-helmintico sobre Haemonchus contortus.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Producio de caprinos e ovinos no Brasil

A ovinocultura e caprinocultura sdo atividades bem exploradas em todo territorio
nacional, com predominancia na regido do semiarido brasileiro (EMBRAPA,
2019).Segundo os dados da PPM 2018, apesar da caprinocultura e a ovinocultura serem
criagdes presentes em todo Brasil, tais atividades estdo mais concentradas na Regido
Nordeste, onde estao 93,9% do efetivo de rebanho caprino brasileiro.Com relacdo a
ovinocultura, também se observa que a Regido Nordeste apresenta uma alta participagao
em relagdo ao efetivo total de ovinos existentes no Brasil, com aproximadamente
66,7%. Essa predominancia relaciona-se a alta adaptacdo dessas espécies as condig¢des
climaticas do semidrido nordestino e a sua tradicdo secular de criacdo e por ser um
potencial na produgdo de carne, leite e de seus derivados, além do setor industrial no
segmento de calcados e vestudrios que usam a pele destes animais como matéria-prima
(EMBRAPA, 2018; EMBRAPA, 2019). No Maranhao, no bi€nio (2017-2018), houve
crescimento no efetivo total na criagdo de caprinos, com participacdo de 3,36%,
ocupando o sétimo lugar no ranking nacional. Para ovinos, também apresentou
crescimento, com participacdo de 1,54 %, ocupando o décimo terceiro lugar no ranking

nacional( EMBRAPA, 2019).

2.2 Haemonchus contortus

2.2.1 Aspectos gerais e significancia economica

Haemonchus contortus ¢ um helminto altamente patogénico, principalmente
para pequenos ruminantes, que tem distribuicdo global. Por este apresentar ohdbito
hemato6fago, torna-se um potencial para desenvolvimento de doengas, sendo causa
frequente de mortalidade (BESIER, 2016).Embora seja considerado um parasito de
regides tropicais, este tem se tornado cada vez mais importante em uma ampla gama de
zonas climaticas, devido a sua adaptabilidade ecologica, proporcionada pelo seu elevado
nivel de polimorfismo genético e alto potencial bidtico(BESIER, 2016). Além de suas

caracteristicas intrinsecas, as alteragdes climaticas podem também ser consideradas um
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fator que proporciona o aumento da sua extensdo geografica, levando a um aumento da

prevaléncia de haemonchosis em areas atualmente de baixo risco(BESIER, 2016).

A haemonchosis ¢ reconhecida, economicamente, como a mais importante
doenca parasitariade nematoide em suas zonas endémicas (MCLEOD, 2004; PERRY et
al., 2002),principalmente devido & ocorréncia comum e potencial para alta taxa
mortalidadeem pequenos ruminantes. As perdas dos animais variam entre regides, anose
estacdes, dependendo das condi¢des ambientais e da eficaciade medidas de controle,
incluindo o impacto da resisténcia anti-helmintica(BESIER, 2016). O impacto
econdmico imediato ¢ maior quando os animais sdo criados em larga escala, para
comercializacdo intensiva em areas endémicas. No entanto, as perdas ocorridas em
sistemas pecuarios tradicionais, podem ser proporcionalmente maiores em alguns casos,
por ter como limitante osexacerbados periodos de ma nutri¢do, a indisponibilidade e
inacessibilidade de anti-helminticos, bem como resisténcia aos mesmos (VATTA E

LINDBERG, 2006).

No Brasil, os rebanhos geralmente sdo criados de forma extensiva, sendo
expostos a infeccdo por helmintos. Pode-se agravar este fato quando estes animais sdo
criados em areas que comportam altas lotagdes, gerando um aumento na contaminago
ambiental, com elevada densidade populacional do parasito, elevando a ocorréncia do
estagio de vida livre do mesmo, que ¢ responsavel pela infec¢do do rebanho

(AMARANTE; SALES, 2007).

O impacto da infecgdo cronica por H. contortusé dificil de avaliar, pois ¢ mais
significativo em situagdes extensas de pastoreioonde o monitoramento de rotina
raramente ¢ realizado, porém alguns autores como QAMAR et al. (2012) conseguiu
relacionar perdas substanciais ao valor reduzido da produgdo animal, causada porH.
contortus. A resisténcia anti-helmintica do H. contortus esta bem estabelecida em todas
as principais zonas endémicas, geralmente relacionados a grupos inteiros anti-
helminticos,exacerbando os custos e a complexidade do controle (BESIER, 2016;

KOTZE, 2016).
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2.2.2Classificagdo e Ciclo de vida

H. contortus éum parasito pertencente ao filo Nemathelminthes, Classe
Nematoda, Ordem Strongylida, Familia Trichostrongylidae e Género Haemonchus
(FETTERER; RHOADS,1998; MELO, et al., 2003; CARVALHO, 2011).Este parasito
apresenta um ciclo de vida (Figura 1) com uma fase de vida livre e outra parasitaria

(JACQUIET et al., 1998).

Figura 1. Ciclo de vida do nematddeo gastrointestinal Haemonchus contortus

representativo da familia Trichostrongylidae. L: estagios larvais.
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Fonte: Embrapa, 2019

A eclosdao dos ovos na massa fecal dd inicio ao seu ciclo bioldgico. Esta ¢
iniciada por estimulos ambientais e pelas enzimas da eclosdo, liberadas pelo proprio
embrido (ROGERS; BROOKS, 1977). No primeiro estadgio (L1), as larvas rompem os
ovos ¢ se alimentam das bactérias presentes nas fezes dos ruminantes e passam duas
mudas até alcangarem o estagio infectante, terceiro estagio (L3). Nesta fase as larvas
adquirem motilidade, conseguem atingir as folhagens dos pastos, dos quais se

alimentam os seus hospedeiros. Na fase parasitariahd o processo de desembainhamento,
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que ocorre apds a ingestdo das larvas pelo animal, advém do estimulo a secre¢ao de
fluido rico em enzimas promovendo a digestdo da bainha e a liberagdo das larvas no
abomaso (ROGERS, 1977). A L3 sofre outras duas mudas (L4 e L5) até atingir o
estagio adulto (JACQUIET et al., 1998).0s adultos possuem tamanhos entre 1 a 3 cm de
comprimento, podendo ser facilmente identificados devido a sua localizagdo especifica
no abomaso (AMARANTE, 2004). Possuem uma cavidade bucal especializado com

uma lanceta que permite fixar-se no intestino do animal (ALMEIDA, 1935).

2.2.3Ecologia e distribuicdo geogrdfica

A exigéncia de condi¢des ambientais quentes e umidas para os estdgios de vida
livre de H. contortusdirecionam a localizagdo geografica do parasitoe sua distribuigdes
sazonais. Desta maneira, a prevaléncia de H. contortus e as doencas causadas por este €,
portanto, particularmente alta nas zonas climaticas tropicais (O'CONNOR et al., 2006).
Contudo, o H. contortus provou ser extraordinariamente adaptavel em uma ampla gama
de ambientes (WALLER; CHANDRAWATHANI, 2005), devido ao seu alto potencial
biotico que lhe permite aproveitar periodos curtos que sdo favoraveis para o seu
desenvolvimento e a capacidade de sobrevivéncia do terceiro estagio larvar (Figura 3), e

mecanismos adaptativos especificos, comohipobiose das larvas do quarto estagio (L4).

As mudangas climaticas vém gerando diferentes pressdes do ambiente sob o
H.contorts, surgindo comoconsequénciaum alto nivel de polimorfismo. Assim, o H.
contortus ocorre em quase todas as regides em que 0s pequenos ruminantes sao criados,
com potencial para surtos de haemonchosis, independentemente da zona climaética.
Devido a sua importancia clinica e econdmica, H.contortus ¢ provavelmente o helminto
de ruminante mais estudadoem relacdo a fatores ecologicos que determinam a
viabilidade de os estagios de ovo e larva(O'CONNOR et al., 2006).Em comparagdo com
outros tricoestrongilideos, como Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus
colubriformis, os estagios de vida livre de H. contortus tem um requisito mais rigoroso
para a umidade, uma tolerancia menor a baixas temperaturas, € uma maior exigéncia e

tolerancia para temperaturas quentes (O'CONNOR et al., 2006).

2.2 4Fisiopatologia e patogénese
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A fisiopatologia de haemonchosis e sinais clinicos associados estdo
principalmente ligados & anemia que se desenvolve como consequéncia da atividade
alimentar do parasito (DUNN, 1978; LEVINE, 1980; URQUHART et al., 1996). A
perda de sangue comega com o desenvolvimento das larvas do quarto estagio (L4) (M
ONNIG, 1950; VEGLIA, 1915), estima-se que os individuos adultos conseguem
remover 30 a 50 mL de sangue por dia (DARGIE; ALLONBY, 1975). A gravidade da
doenca esta intimamente relacionada com o numero de larvas de H. contortus que se
estabelecem como hd uma forte correlacdo entre a perda de sangue € o numero de
vermes adultos (LE JAMBRE, 1995). O resultado da infec¢do, portanto, depende em
grande parte da taxa de ingestdo de larvas infectantes (L3), a capacidade do hospedeiro
de elimina-los e a capacidade de substituir o sangue perdido. A anemia pode ser
detectavel entre os periodos de 10 a 12 dias apds a infeccio (DARGIE E ALLONBY,
1975; HUNTER; MCKENZIE, 1982).

Dependendo da intensidade da infeccdo e da resposta do hospedeiro, a
haemonchosis foi categorizada em trés sindromes gerais: hiperagudo, agudo e cronico
(DUNN, 1978; URQUHART et al., 1996). Na forma hiperaguda relativamente rara, tem
como caracteristica a perda sanguinea macica, com até¢ 30.000 larvas de H. contortus,
provocando uma gastrite hemorragica, levando a uma anemia terminal (DUNN, 1978).
Nestes casos, as mortes ocorrem de repente, pois nao ha sinais premonitérios da doenca,
mas com sinais de anemia grave em muitos dos sobreviventes. O diagnéstico ¢ evidente
na necropsia devido a nimeros de vermes de diferentes estagios de desenvolvimento,

além das numerosas hemorragias na superficie da mucosa(BESIER, 2016).

Na haemonchosis aguda, a anemia se desenvolve por um periodo mais longo,
mas as mortes podem ocorrer dentro de 4 a 6 semanas de infec¢do, dependendo da taxa
de ingestdo de larvas. As cargas de H. contortuspodem variar de 2000 ¢ 20.000 vermes
por hospedeiro (URQUHART et al., 1996). Na necropsia, a carcaga ¢ palida com ascites
marcadas e edema submandibular, refletindo a hipoproteinemia que também resulta da
atividade de alimentagcdo de sangue de H. contortus. O sangue pode ser aguado e ndo
coagular, a mucosa do abomaso ¢ frequentemente edematosa com muco salpicado de
sangue ¢ sinais Obvios de apego do parasito. Dentre as alteragdes histopatologicas

associadas a haemonchosis aguda incluem danos na superficie da mucosa e evidéncia



21

imunologicas de resposta celular (HUNTER E MCKENZIE, 1982; SILVERMAN E
PATERSON, 1960).

Infecgdes com cargas menores, mas persistentes de H. contortus foram
caracterizadas como "haemonchosis cronico" (ALLONBY; URQUHART, 1975;
DUNN, 1978), que pode passar despercebido ou evidenciar-se apenas quando a ingestao
de larvas e, consequentemente, a carga de vermes aumenta, ou quando as condicdes
reduzem a capacidade do hospedeiro de tolerar os efeitos patogénicos(BESIER, 2016).
A Haemonchosis crénico ¢ mais comum em ambientes que sdo marginais para o
desenvolvimento dos estagios de vida livre, ou durante periodos sazonais menos
favoraveis em zonas endémicas, geralmente ¢ acompanhada de infec¢des por outros
helmintos. A forma cronica de haemonchosis também pode ocorrer em locais em que ¢

comum a manifestacao de surtos(BESIER, 2016).

2.2.5 Os anti-helminticos com a¢do em ovos e seus mecanismo de a¢do

O desenvolvimento de drogas anti-helminticas relevantes para area veterinaria,
iniciuo-se ha cerca de 50 anos (GEARY, 2004), com a descoberta do Levamisol (LEV).
Outras drogras foram introduzidas, como as da classedos benzimidazois (BZs),
considerada de grande preveléncia na area(COLES, 2001). Os benzimidazois sao
caracterizados por apresentar atividade de amplo espectro, com efeito ovicida, larvicidas
e em individuos adultos. Essa classe pode apresentar distintas formas de administracao,
como por via oral em suspensdo, pasta, p6 ou bolus intraruminal (MC KELLAR,1990).
Segundo Lacey (1990)estes medicamentos apresentam diversos efeitos nos niveis
bioquimico e celular, mas seu principal modo de agdo ¢ sobre a proteina estrutural
tubulina.A subunidade do microtiibulo, tubulina, ¢ uma proteina dimérica composta por
subunidades o e Pde aproximadamente 50 kDa. A desintegragdo da matriz de
microtibulos normal foi relatada primeiramente por Borgers e De Nollin, estudos
subsequentes confirmaram esta observagdo.Desta maneira, comprovou-se que a potente
atividade dos BZs estd efetivamente relacionada com a inibicao da polimerizagao ou

desintegracao da matriz de tubulina.

O levamisol, por sua vez, ¢ um anti-helminticos colinérgicos que apresenta

efeitos no musculo, inicialmente relatado emdAscaris suum(ACEVES, 1970). Foi
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demonstraado que esses medicamentos apresentam agao eletrofisioldgica, produzindo
seletivamente despolarizagdo e paralisia espastica do musculo de nematoides
parasitas(ROBERTSON, 1999; ROBERTSON, 2002; TRAILOVIC, 2002, 2005). Esses
estudos identificaram que o levamisol abre os canais de ions seletivos de cations
nAChRs (nicotinic ACh receptors) da superficie celular do musculo nematoide,

produzindo despolarizag¢do econtragdo muscular .

2.2.6Resisténcia anti-helmintica do H. contortus

A resisténcia ¢ geralmente definida como a capacidade de um organismo de
sobreviver doses de droga que normalmente matariam organismos da mesma espécie.
Em termos praticos, no que diz respeito a resisténcia a anti-helmintica por parasitos
nematoides do trato gastrointestinal, como Haemonchus contortus, a resisténcia pode
ser vista como uma mudanga na resposta a um tratamento medicamentoso, de tal forma
que a eficacia ¢ reduzida em comparagdo com o obtido quando a droga foi liberada para
uso em campo. Para a World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP), a resisténcia ¢ considerada presente na populagao de teste se a
redugdo percentual na contagem de ovos apds o tratamento medicamentoso ¢ < 95%, e o
nivel de confiancga inferior a 95% ¢ <90%, medido em um teste de reducdo de contagem
de ovos fecais (KOTZE, 2016). Resisténcia tem sido definida em termos de
concentracoes de drogas que inibem em algum aspecto de desenvolvimento ou
motilidade em 50% ou 99% da populagdo experimental de dose-resposta in vitro com

estagios de vida livre (COLES et al., 20006).

Haemonchus contortus ¢ o tricostrongilideo mais estudado em relacdo a
resisténcia anti-helmintica, devido ter demonstrado a capacidade de desenvolver
resisténcia a todas as principais classes de drogas; Desta maneira, esta problematica
apresentada por esta espécie teve um impacto econdmico significativo em escala
mundial. No entanto, além do impacto econdmico de sua resisténcia, esta espécie
também tem sido mais estudada do que outras devido a seus aspectos bioldgicos e sua
fisiologia (GILLEARD, 2006, 2013). Esses fatores incluem sua fecundidade, tamanho
relativamente grande dos vermes adultos, a facilidade de estabelecer e manter grandes

infeccdes de milhares de vermes em seus hospedeiros, e a disponibilidade de animais
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simples e métodos eficientes na preservagao dos estagios larvais de vida livre (BESIER,

2016; KOTZE, 2016).

Haemonchus contortus desenvolveu resisténcia a todas as classes de anti-
helmintico utilizados para seu tratamento (Benzimidazol, Salicilanilidas,
Organofosfatos, Imidazotiazol, LactonasMacrociclicas, derivados de amino-acetonitrila)
(DRUDGE et al., 1964; VAN WYK; GERBER, 1980; GREEN, 19981; LE JAMBRE,
1993; WOOSTER et al., 2001). A capacidade dos produtores de controlar este parasito
foi dificultada durante a década de 1990 e inicio de 2000 pelo surgimento de isolados
mostrando resisténcia a multiplos farmacos, isto ¢, resisténcia a trés ou mais anti-
helminticos de diferentes classes de medicamentos (CEZAR et al., 2010;
ECHEVARRIA et al., 1991, 1996; EDDI et al., 1996; LOVE et al., 2003; MACIEL et
al.,1996; NARI et al., 1996; VAN WYK ; MALAN, 1988; VAN WYK et al. 1989,
1997, 1999). Nos ultimos anos, a maioria dos isolados de campo mostra algum nivel de
resisténcia para Benzimidazois, imidazotiazois e LactonasMacrociclicas. Como os
niveis de resisténcia a multiplas drogas torna-se maior, o controle de H. contortus se

tornara cada vez mais dificil (KOTZE et al., 2016).

2.3 Hoplias malabaricus

A familia Erythrinidae compreende alguns géneros de peixes teledsteos
neotropicais com ampla distribui¢do na América do sul. Atualmente ¢ composta por trés
géneros, sendo eles Hoplerythrinus, Erythrinus e Hoplias, apresentando um género
extinto, Paleohoplias assisbrasiliensis (BRITSKI et al., 1986; GAYET et al., 2003).0
género Hopliasé o mais amplamente distribuido ao longo de vérias bacias hidrograficas
brasileiras. Este grupo taxondmico € constituido poronze espécies de peixes carnivoros,
para os quais os principais alimentos sdooutros peixes (LOUREIRO; HAHN, 1996;
CARVALHO et al., 2002; ALVIM; PERET, 2004). A sua capacidade de dispersdo e
sua ampla distribui¢cdo saoatribuidas a sua capacidade de sobreviver em ambientes com
pouco oxigénio e / ou sua resisténcia durante longos periodos de jejum(OYAKAWA et

al., 2006).

A espécie mais difundida deste taxon ¢ Hoplias malabaricus(Figura 2),

popularmente conhecido como traira. Uma espécie de agua doce e de habito
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preferencialmente noturno, que exibe grande plasticidade ecoldgica, com ampla
distribuicdo emrios e reservatorios brasileiros, ocupando altos niveis tréficos,
principalmente em ambientes lénticos (FOWLER, 1950; HENSLEY E MOODY, 1975;
MORAES; BARBOLA,1995; REIS et al., 2003;). Hoplias malabaricus ¢ facilmente
encontrado em lagos temporarios durante a estagdao seca (OKADA et al., 2003) devido a
sua maior capacidade de sobrevivéncia em ambientes com baixo contetido de oxigénio e
temperaturas extremas da d4gua em comparagdo com outros peixes teledsteos piscivoros
(RANTIN et al., 1992, 1993). Na estacao chuvosa, H. malabaricus exibe alto grau de
dispersdo passiva,migrando de um trecho do rio para outro através de tiras de agua, esta
caracteristica ndo ¢ intrinseca a biologia dos peixes teledsteos, mas dependentes de

fatores ambientais (RIOS et al.,2002).

Figura 2. Ilustracao de espécime do peixe teledsteo Hoplias malabaricus.

Fonte: J. F. Hennig,1797

A traira ¢ um peixe carnivoro, predador generalista, que apresenta uma das
maiores tolerancias a jejum, sobrevivendo por periodos de até¢ 180 dias sem redugao nas
taxas metabolicas (RIOS et al., 2005). Os tratos digestivos mais curtos, como observado
em carnivoros, podem apresentar nimero de cecos piléricos, que aumentam a area
desuperficie e compensam um intestino relativamente curto (BUDDINGTON et al,,
1997; KUBITZA, 1999). Funcionalmente essas projegdes, cecos piloricos, aumentam a
area de superficie para absor¢do de nutrientes (BUDDINGTON et al, 1997), mas
também parecem ser locais de digestdo com enzimas pancredticas (BERGOT, 1981).
Esta espécie possui trés fases ontogenéticas em sua composicao dietética: (1) uma fase
planktivora para tamanhos menores que 20 mm de comprimento padrao, (2) um

insetivorofase para tamanhos entre 20 ¢ 100-120 mm e (3) uma fase piscivora para
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amostras> 160 mm. Individuos dentro dos 100-160 mmtém uma dieta mista
(AZEVEDO; GOMES, 1942;PAIVA, 1974; OLIVEROS; ROSSI, 1991; GALVIS et al.,
1997; MESCHIATTI; ARCIFA, 2002). E facilmente utilizado como fonte alimentar por

aves piscivoras e também por mamiferos, incluindo o homem (BARROS, 2007).

2.4Industria pesqueira e seus subprodutos

A industria pesqueira tem grande relevancia para economia mundial, isto resulta
de uma enorme quota no mercado internacional, com aproximadamente 140 milhdes de
produgdo de peixes, em que 110 milhdes foram para consumo humano (BENHABILES
et al., 2012). Nas ultimas décadas, houve um grande aumento no consumo de produtos
pesqueiros devido ao seu reconhecimento como alimento importante para uma dieta
equilibrada, ajudando a manter um estilo vida saudavel. O aumento do consumo de

pescado cresce a uma taxa média anual de 3,2% (FAO, 2014).

O Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento da piscicultura
de agua doce, considerando que este ¢ constituido por 5.500.000 hectares de
reservatorio de aguas doces, aproximadamente 12% da 4agua doce disponivel em todo
mundo, com clima favoravel para o crescimento de espécies aquicolas, sem contar na
crescente demanda por pescado no mercado interior e exterior (IBGE, 2005). A Food
Agriculture Organization (FAO)estima que o Brasil deva registrar um crescimento de
104% na producao de pescado e aquicultura em 2025. O aumento na producao brasileira
sera o maior registrado na regido, seguido de México (54,2%) e Argentina (53,9%)
durante a proxima década. O crescimento no pais se deve aos investimentos feitos no
setor nos ultimos anos (FAO, 2016).

No entanto, a indistria pesqueira subutiliza seus materiais que sao descartados
sem tentativas de recuperacdo e que representa mais de 60% da biomassa pescada
(JYOTHIRMAYI, 2012; GUERARD et al., 2010). De acordo com relatorios da FAO,
cerca de 21,7 milhdes de toneladas de residuos de processamento de peixe foram
descartados em 2012 (FAO, 2014). Os residuos de peixe sdo constituidos de proteina
(15-30%), gordura (0-25%) e agua (50-80%) (GHALY et al., 2013). Esses subprodutos
incluem carcaga (15-20%), pele e barbatanas (1-3%), ossos (9—15%), cabecas (9—12%),
visceras (12-18%) e escamas (5%) (MARTINEZ-ALVAREZ, CHAMORRO;

BRENES, 2015). Os musculos e tecidos de peixes sdo compostos por proteinas
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miofibrilares e sarcoplasmaticas (HAYES; FLOWER, 2013). As carcacas sao ricas em
colageno e gelatina (KARIM; BHAT, 2009). A fragdo lipidica dos residuos contém
omega-3, fosfolipidio, colesterol e vitaminas lipossoluveis (RAI, SWAPNA,
BHASKAR, HALAMI; SACHINDRA, 2010). As visceras (figura 3) sdo fontes ricas
em varias enzimas, como proteases, pois ¢ onde ocorre digestdo em peixes. Estas
enzimas sio responsaveis pela hidrolise de proteinas (EROLDOGAN et al.,
2008).Estudos revelam que as enzimas disponiveis em residuos peixes incluem:
pepsina, trisina e quimotripsina (ZHOU et al., 2011).Asubutilizagdo desses subprodutos
geram algumas problematicas como o custo associado a eliminagdo de residuos de peixe
e a poluicdo ao ambiente. Para sanar tais problemas, estes residuos podem ser utilizados
em produtos de valor agregado, como proteinas, 6leos, aminoéacidos, minerais, enzimas,

hidrolisados, peptideos bioativos, colageno e gelatina(DAVE, 2013).

Figura 3. Ceco pilorico deexemplar do peixe teledsteo Hoplias malabaricus.

2.5Proteases
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2.5.1Geral

As proteases constituem o grupo mais importante de enzimas industriais, por
apresentarem diversas aplicacdes biotecnoldgicas, representando pelo menos 60% de
todas as vendas de enzimas industriais de todo mundo, pois sdo ferramentas chave em
biotecnologia e areas afins devido a sua natureza catalitica (FRAATZ et al., 2014;
JEMLI et al., 2016). Desta forma, elas tém sido amplamente utilizadas em varias
aplicagdes industriais, como na induastria de detergente, alimentos, produtos
farmacéuticos, couro e seda, tratamento de residuos e sintese de peptideos bioativos
(GUPTA et al., 2002; AISSAOUI et al., 2016). Segundo a [IUBMB as proteases estao
inseridas no grupo das hidrolases, por estas apresentarem uma reacdo de hidrolise que
clivam as proteinas adicionando uma molécula de dgua a ligacdo peptidica (BERG et
al., 2004). Essas enzimas sao classificadas com base em trés critérios principais, sendo
eles: (a) tipo de reacdo catalisada; (b) Natureza quimica do sitio catalitico; (c) estrutura
(BARETT, 1994). De modo geral, as proteases podem ser divididas em dois grupos:
Exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases agem proximo das extremidades das
cadeias polipeptidicas, enquanto as endopeptidases atuam preferencialmente nas regides

internas das cadeias (BARETT, 1994; RAO et al., 1998).

As proteases podem também ser classificadas de acordo com o intervalo de pH
no qual tem atividade mais elevada. Sao denominadas de proteases acidas as com maior
atividade entre pH 2- 6, proteases neutras entre pH 6-8 e proteases alcalinas apresentam
alta atividade entre pH 8-13(RAO et al., 1998; SOUSA et al, 2015). De acordo com seu
mecanismo de catélise, as proteases podem ser classificadas como: proteases serinicas,
proteases asparticas, proteases cisteinicas, ¢ metaloproteases. As proteases serinicas
possuem em seu sitio ativo o grupo serina, ativas geralmente em pH neutro e alcalino,
com atividade do pH 7-11. Proteases asparticas sdo geralmente proteases 4cidas,
endopeptidases e apresentam residuos de 4acido aspartico em seu sitio ativo. As
proteases cisteinicas possuem em seu sitio catalitico os trés aminoacidos: cisteina,
histidina e asparagina. Ja as metaloproteases sao caracterizadas pela necessidade de ions
metalicos bivalentes para exercerem atividade catalitica (SOUZA et al, 2015;

MANDUJANO-GONZALEZ, 2016)

2.5.2 Proteases de pescados
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Os animais aquaticos adaptaram-se a diferentes condi¢des ambientais, € essas
adaptacdes resultaram na producdo de proteases digestivas com propriedades unicas.
Dentre essas caracteristicas estdo a de alta atividade em uma ampla faixa de pH (2,0—
11,0), condigdes de baixa temperatura (30-65 ° C). Além de enzimas com estrutura
mais flexiveis, o que garante a maior atividade catalitica e menor termoestabilidade
(SIMPSON, 2000; SHAHIDI; KAMIL, 2001). Tais proteases especializadas somadas a
grande de quantidade de visceras descartas pelas industrias pesqueiras, tornam-se as
proteases destes teledsteos potencialmente viadveis para producdo em larga escala

(BEZERRA, 2001a).

A atividade enzimatica das proteases de peixes depende de fatores abidticos
como a temperatura (KUZ’MINA, 1996), horarios(KUZ’MINA; STRELNIKOVA,
2008) e sazonalidade (KOFUIJI et al., 2005). E também de fatores bidticos, como a
preferéncia alimentar (UGOLEV; KUZ’MINA, 1993), idade (KUZ’MINA, 1996) e
infestacdo com parasitos (IZVEKOVA; SOLOVYEV, 2012). Desta maneira, o
conteudo enzimatico depende das caracteristicas fisico-quimicas do ambiente interno
dos peixes, da qualidade e da quantidade de nutrientes(LAZOet al., 2007;
MURASHITA et al, 2015).

3. Objetivos
3.1 Geral

Avaliar o efeito anti-helmintico de proteases obtidas a partir dos cecos piloricos

deHoplias malabaricus sobre Haemonchus contortus.

3.2 Especificos

- Obter uma fracdo rica em proteases de extratos das visceras de Traira (Hoplias

malabaricus);
- Caracterizar a fragao proteolitica, quanto a seu pH e temperatura;

- Avaliar o efeito da fracdo proteolitica sobre a eclodibilidade de ovos de Haemonchus

contortus.

4. Materiais e métodos
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Exemplares de Hoplias malabaricus foram adquiridos no municipio de Viana
(Latitude 30 12' 26" Sul e Longitude: 440 59' 57" Oeste), na Baixada Maranhense

(Figura 4). Coletas iniciais foram feitas para padronizacao dos testes, todas em periodo

chuvoso. Os peixes foram selecionados pelos seguintes critérios: chave de identificacao,

Os

peixes

selecionados

integridade corporal e com visceras visualmente saudaveis; e com critérios de exclusdo:
foram

carga parasitaria

(nematodides).

excesso de
acondicionados em gelo, ¢ foram medidos com régua em poliestireno 30 cm, pesados

em balanga digital portatil, e tiveram os cecos piléricos removidos. Os cecos foram

pesados a cada 5 peixes e armazenados em embalagens plasticas, acondicionadas em

gelo, até o transporte para o laboratorio, em que foram armazenados a -20 °C.

4.2 Preparo do extrato bruto

As visceras de Hoplias malabaricus foram homogeneizadas com solugao Tris-HCI

0,01M, pH 8,0; utilizando homogeneizador de tecidos. O material resultante desse

processo foi centrifugado. O sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto (EB).

Figura 4.Mapada area de obtencao dos exemplares.
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4.3 Obten¢do de uma fragdo enriquecida em proteases.
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O extrato bruto foi precipitado com sulfato de amonio (NH4)2SO4(SIGMA), para
biologia molecular, > 99.0%; CAS: 7783-20-2, empregando os seguintes intervalos de
saturagdo: 0-30; 30-60; 60-90%. A fragdo com maior atividade proteolitica foi
denominada FP (fragdo enriquecida com proteases). O extrato e as fracdes obtidas

foram exaustivamente dialisadas e liofilizados.

4.4 Quantificagdo de proteinas

A quantificagdo de proteinas soluveis no extrato e fragdes proteicas foi feita segundo
Bradford (1976). Uma curva padrao com quantidades conhecidas de albumina sérica

bovina (BSA)foi preparada.

4.5 Atividade proteolitica

O substrato utilizado para determinacao de atividade proteolitica foi uma solucao de
azocaseina 1% preparada em tampao (LEIGHTON et al.1973). A solug@o enzimatica foi
adicionada ao substrato coma adi¢do de Dithiothreitole-DTT e encubada em banho-
maria a 37°C durante uma hora. Apos periodo reacional, a reagdo foi interrompida com
a adicdo de 4acido tricloroacético-TCA 20% (JOHNVESLY; NAIK, 2001). Para
determinar a atividade usaram-se os seguintes calculos:UAP= ABS/0,01 (Em que UAP:
Unidade de atividade proteolitica e ABS: Valor médio da absorbancia); UAP/mL=
UAP. 1000 pL/ VT pL (Em que VT: Volume de amostra em microlitros utilizada no
teste); UAP/mgP= UAP/mL/ [ ] mgP(Em quemgP: Miligrama de proteina).

4.6 Efeitos de pH e temperatura na atividade proteolitica

O pH otimo da FP foi determinado em tampdes 25 mM com valores de pH variando
entre 2 a 12: glicina/HCL pH 2,0; acetato de Sodio pH 4; fosfato de Sodio pH 6;
Tris/HCI com varia¢des de pH de 8 a 10 e glicina/NaOH com pH 12. Apoés intervalos de
tempo de 60 minutos a 37°C, aliquotas foram retiradas para determinacdo da atividade

enzimatica.

Foram simuladas diferentes condi¢des de temperaturas para teste de atividade e
estabilidade das proteases. A FP foi incubada em temperaturas entre 25 e 80° C, a

atividade proteolitica concernente a variacdo de temperatura foi determinada incubando-
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se percentuais de amostra, tampao e substratos especificos, em banho-maria durante 60

minutos.

4.7 Teste de eclodibilidade de ovos Haemonchus contortus

Este ensaio foi baseado no método descrito por Coles et al. (1992). As amostras
foram testadas em concentracdes proteicas pré-padronizadas (29,71; 14,85; 7,42; 3,71,
1,85 pg/mL) em quadruplicata. Em que usou-se 250 pl de ovo em suspensdo, contendo
aproximadamente 100 ovos frescos, foi incubada por 48 h 27 ° C e > 80% de umidade
relativa (UR), com 100 pl da FP. Gotas de Lugol (50uL) foram adicionadas para parar a
reagdo. Larvas em estagio (L1) e ovos foram quantificadas para calcular a percentagem
de inibicao eclodibilidade dos ovos de H. contortus. Para controle negativo usou-se o

tampao de dilui¢ao das amostra (PBS).

4.84nalise estatistica

A quantificacdo de proteinas e a atividade proteolitica foi realizada em
triplicata e os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para o ensaio anti-
helmintico, realizados em quadriplicata, os dados foram inicialmente transformados em
Log (X), normalizado. Posteriormente o IC50 para inibicdo de eclodibilidade de ovos
foi calculado usando GraphPad Prism 7 (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA) e
expressos como média eintervalo de confianga (95%).Com o nivel de significancia em

0,05%. (Roditakis et al.199 2005).

5. Resultados e discussao

5.1 Biometria dos espécimes Hoplias malabaricus selecionados
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ApOs coletas para padronizar a obtengao da fragdo proteolitica, foi realizada uma
coleta e quinze (15) peixes foram utilizados para executar os testes. Os espécimes de
Hoplias malabaricus(figura 5) obtidos foram distribuidos em trés grupos (n=5), para
que o teste fosse realizado em triplicata. Os dados de biometria foram descritos na
tabela 1. Em geral, o comprimento total dessa espécie no Nordeste brasileiro varia de
12,0 a 41,5 cm (LIMA et al., 2017), como visto no trabalho de Pacheco et al (2017), em
que os espécimes coletados tinham comprimento médio de 22,83 cm. Esse padrdo
também foi observado nos trabalhos de CORREA et al.,, (2013) e Antonetti et al.,
(2014), em que os valores de comprimento médio desses peixes foram de 25,5 cm e

26,4 cm, respectivamente.

Figura 5. Exemplar do peixe Hoplias malabaricus coletado no municipio de

Viana, Baixada Maranhense, Maranhdo, Brasil.
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Neste estudo, os dados coletados corroboram com a literatura, considerando que
a média do comprimento dos espécimes coletados foi de 18,8 cm. Em relagdo ao peso
dos espécimes de H. malabaricus no nordestevaria de 18,0 g a 1028,0 g (LIMA et al.,
2017).Neste trabalho, o peso médio dos espécimes coletados foi de 121,2g. Outros
estudos legitimam esse dado, em que seus pesos médios foram de 130,77g (PACHECO
et al., 2017), 207 g (CORREA et al., 2013) e 679,1g (ANTONETTI et al., 2014). A

relag@o corpdrea (peso-comprimento) dos peixes coletados foi de 25,16.

Tabela 1. Biometria dos espécimes de Hoplias malabaricus.

GRUPOS PESO TAMANHO PESO
CECO
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Grupo 1 126,8 +52,09 20,9 £3,57 4,897 g
Grupo 2 114,0 +16,64 18,1 1,14 7,615 g
Grupo 3 122,8 +41,10 17,4 £1,91 3988 ¢

5.2. Quantificagdoe atividade proteolitica

Na quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford observa-se teor
significativo de proteinas totais nas amostras do extrato bruto (EB) enas fragdes. Em que
o EB, F030, F3060 e F6090, apresentaram 72,86, 5,96, 27,49, 25,67 mgPT,
respectivamente (Figura 6A). Esses dados demonstram que houve eficiéncia na
precipitacdo com sulfato de amonio, logo que o quantitativo de proteina no extrato bruto
estd bem distribuido entre as fracdes, com 81,14% de recuperacao protéica, maior quando
comparada a recuperacdo realizada no trabalho de Bezerra (2005), que obteve 77,1 %
apOs precipitacdo por sulfato de amonio nas fragdes 0-30% (1,68 mgP), 30-80% (18,68

mgP) e final (252,78 mgP) de um extrato bruto com 354 mgP apds tratamento térmico.

Tabela 2- Rendimento do peso do ceco e de recuperacao proteicaexpresso como
mgP(miligrama de proteina).

(g) de ceco/ (g) de ceco’kg | (mgP)/peixe | (mgP)/Kgde | (mgP)/ (Kg)
peixe de peixe peixe de ceco

EB 1,10 g 9,08 g 14,57 mgP | 120,23 mgP | 13246,0 mgP

A precipitacdo de proteinas pelo sulfato de amdnio se baseia no principio de
salting out, que ¢ a capacidade de remover proteinas do estado solavel por adi¢ao de sal.
Este métodoestd associado as interagdes i0nicas entre sal, dgua e proteina. As proteinas
formam ligac¢des de hidrogénio com moléculas de dgua, com a adi¢dao de ions pequenos e
altamente carregados, como sulfato de amonio, ha competi¢do entre os ions de sal e as
proteinas para interagir com as moléculas de agua. Se a concentracdao de ions de sal for
suficientemente alta, a ligacdo de hidrogénio entre a proteina e a dgua ¢ interrompida,
diminuindo a solubilidade das proteinas e aumentando as interagdes proteina-proteina

quelevaré a precipitacdo destas (MARIAN, 2015).
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Figura 6. Grafico da concentracdo proteica e atividade proteolitica do extrato bruto e
das fragdes proteoliticas das visceras da espécie de peixe Hoplias malabaricus.(A) Teor
de proteina total do extrato bruto (EB) e fragdes (F030; F3060; F6090) de Hoplias
malabaricus, expresso como mgPT (miligrama de proteina total). (B) Atividade
proteolitica utilizando azocaseina como substrato. Atividade expressa pela unidade de
Atividade Proteolitica/ Miligrama de Proteina (UAP/mgP).
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Através do teste de atividade proteolitica utilizando azocaseina como
substrato, determinou-seque a atividade proteolitica no EB, F030, F3060, F6090 foi
respectivamente de 1095,83, 662,96, 1769,23 e 949,61 UA/mgP.Observou-se que a
maior recuperagdo enzimatica foi observada na F3060 (30-60% saturacdo com sulfato
de amonio) (Figura 6B). Definiu-se assim a F3060 (30-60%) como (FP). Esse dado se
assemelha aos trabalhosde El-beltagy (2004), Balti (2009), Marcuschi et al (2010), Shi
at al (2006), em que dentre as amostras que expressaram a reacao de hidrolise proteica,
verificou-se que o precipitado 40-60% de concentracdo salina obteve o maior valor de

atividade.A fracdo enriquecida de proteases (FP)pode ser interessante a industria
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farmacéutica, considerando que esta ndo apresentar tantos passos de purificacdo tem

baixo custo, e continua apresentando atividade.

A atividade especifica aumentou ao longo do processo de purificacao,
indicando que a maioria das impurezas indesejadas foram removidas, como apresentado
na tabela 2, o que demonstra eficiéncia neste processo por meio da precipitagdo com
sulfato de amonio. Esses resultados foram semelhantes aos estudos com purificaciao de
proteases de outras espécies de peixe como: Sepia officinalis(BALTI et al, 2009),
Colossoma macroporum (MARCUSCHI et al, 2010) e Macruronus novaezealandiae
(SHI et al, 2007).A precipitagdo com sulfato de amonio ¢ uma técnica normalmente
adotada na fase inicial da purificagdo de proteina, em que uma elevada recuperagdo
protéica ¢ geralmente obtida a partir desse método, antes mesmo das enzimas serem

submetidas a purificacaosubsequente (MARIAN et al.,2015).

Tabela3. Resumo da purificagdo parcial de proteases a partir de exemplares de Hoplias
malabaricus. Em que mgP: proteina total em miligramas; UA/mgP: Atividade de
especifica em unidade de atividade por miligrama de proteina.

Amostras Proteina total Atividadeespecifica Purificacao

(mgP) (UA/mgP)
EB 72,86 1095,83 1
F030 5,96 662,96 0,604
F3060 27,49 1769,23 1,614
F6090 25,67 949,61 0,866

5.3 Determinagdo de pH e temperatura ideais da fragcdo proteolitica

Avaliaram-se as carateristicas fisico-quimicas da fra¢do enriquecida de proteases
do ceco pilorico de H. malabaricus. A atividade protease da FP de ceco pildrico de H.
malabaricus foi determinada em diferentes valores de pH de 2,0 a 12,0, estes testes para
defini¢ao do pH 6timo mostraram maior atividade enzimatica na faixa de pH de 6-10,
mostrando maior atividade no pH 8, apresentando atividade relativa nos pH 6 ¢ 10 ¢
reducdo das atividades nos valores de pH 2 e pH 4 (figura 7A). Este resultado ¢

corroborado com outros trabalhos, que demonstraram alta atividade de enzimas
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digestivas de Raja. clavata(LASSOUED, 2015),Salaria basilisca(KTARI, 2012),
espécies diversas(SARANYA, 2016),Chelon labrosus(PUJANTE, 2017), nesta faixa de
pH. Observa-se também que em valores extremos de pH (seja a variagdo para cima ou
para baixo), houve a redu¢do consideravel da atividade. Isso pode ser atribuido as
mudangas conformacionais na proteina causada por repulsao de cargas (KLOMKLAO
et al., 2009). Este efeito ¢ também compreendido pelo estudo mecanistico da triade
catalitica, uma vez que nos valores de pH abaixo de 6 os residuos de histidina comegam
a sofrer a desprotonagdo do hidrogénio ligado ao nitrogénio (SANTOS, 2016). A partir
do pH 10-12 todos os aminoacidos se mostram desprotonados conferindo a molécula
uma pertubagdo estrutural desencadeado pelo excesso de cargas negativas destribuidas
ao longo da mesma (SANTOS, 2016). O pH 6timo as proteases para diferentes espécies
de peixes ¢ determinada pela localizagdo anatdmica na qual estas foram extraidas e
caracteristicas genéticas da espécie (VANNABUN E RAWDKUEN, 2012). Estes
resultados sugerem que a viscera de H. malabaricus seria uma fonte potencial de

proteases para algumas aplica¢des industriais que exigem condi¢des alcalina.

Da mesma forma que o pH conseguiu desempenhar mecanismos de
hidrélises diferenciado para proteases do H. malabaricus, a temperatura também
possibilita diferentes efeitos tanto beneficiamento, como para deple¢do da estrutura
nativa. A atividade de enzimas proteoliticas foi determinada em diferentes temperaturas
que variaram entre 25- 80°C, os testes mostraram maior atividade na faixa de 30-50°C
(Figura 7B), semelhante a proteases encontradas em outras espécies de peixes, como
Colossoma macropomum (BEZERRA et al., 2001),0reochromis niloticus (BEZERRA
et al., 2005), Scorpaena Notata (AISSAOUI, 2017). A temperatura ideal para as
proteases de Hoplias malabarucusz foi menor que a de R. clavata (LASSOUED, 2015)
e Lithognathus mormyrus (EL-HADJ, 2011), que exigem 50°C e de S. basilisca
(KTARI, 2012), que exibiu uma temperatura Otima a 60 °C. Neste trabalho,
temperaturas altas como 50 e 60 °C, as enzimas apresentam diminuicao da atividade
enzimatica, devido a desnaturagao (LASSOUED, 2015). Altas temperaturas quebram as
ligagdes di-sulfeto perdendo a estrutura terciaria da enzima e, portanto, tornando a
enzima nao funcional. Proteases oriundas de residuos de peixe com sua atividade 6tima
em torno da temperatura ambiente pode caracterizar uma vantagem economica, logo

que reduz o custo de energia durante o processo.
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Figura 7. Determina¢do de pH e temperatura ideais da fragdo proteolitica .(A) Efeito
do pH na atividade proteolitica da FP; (B) Efeito da temperatura na atividade
proteolitica da FP. Utilizando azocaseina como substrato. Atividade expressa pela
unidade de Atividade Proteolitica/ Miligrama de Proteina (UAP/mgP)
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5.4 Inibicdo da eclosdo de ovos de Haemonchus contortus

Para avaliar o efeito da PF na eclodibilidade de ovo de Haemonchus contortus,
baseou-se no método descrito por COLES et al. (1992). Foram testadas diferentes
concentragdes da FP (29,71; 14,85; 7,42; 3,71; 1,85ug/mL) obtida do fracionamento de
extrato de viscera de Hoplias malabaricus contra ovos de H. contortus. O produto
apresentou eficacia em termos de inibi¢ao da eclodibilidade de ovos de H. contortus,
como mostrado na figura 8, que apresentou uma perfil de dose dependéncia, com valor

de ICsode 14,6 pg/mL. O mesmo foi visto com proteases extraidas de diferentes partes
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da plantaSpigelia anthelmia, que inibiu a eclodibilidade de ovos de H. contortus, com
IC50 valores de 0,17, 0,65 e 0,79 mg/mL paraFracdo proteica folha(LPF), Fragdo
proteica caule(SPF) e Fragdo proteica raiz (RPF), respectivamente (ARAUJO, 2017).

Figura 8. Gréfico do teste de inibicdo da eclodibilidade dos ovos de Haemonchus
contortus. Sendo o produto inibidor a FP. Em concentragdes de 29,71; 14,85; 7,42;
3,71; 1,85 pg/mL. Para controle usou-se o tampao de diluicdo das amostras (PBS).
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O estagio de ovo dos nematdides ¢ muito importante no ciclo de vida do
parasito, tanto na perspectiva de desenvolvimento deste, quanto como alvo potencial
para aplicacao de estratégias de controle. Os ovos eclodem ap6s uma embrionagdo de 24
a 48 horas, liberando uma larva de primeiro estdgio, decorrente a combinagdo de
eventos mecanica ¢ enzimaticos (MANSFIELD, 1992). O teste de eclodibilidade
demontra a inibicdo desta etapa, interrompendo o ciclo de vida destes parasitos. O
revestimento dos ovos de nematodide ¢ formada por trés camadas, sendo estas de lipidio
(interno), quitina (média) e vitelina (externa), sendo a camada quitinosa a mais espessa
(HUANG, 2004). Em um estudo feito em 1992 por Mansfield, demonstrou-se que o
tratamento com protease afetou todas as trés camadas do revestimento do ovo de
Haemonchus contortus, indicando que essa camada era composta em grande parte por

proteinas(MANSFIELD, 1992).

Estudos demonstram que as proteases podem agir efetivamente sobreovos de
nematoides, como visto no trabalho Bonants (1995), que purificou uma protease

serinica do fungo P. lilacinus por cromatografia de afinidade, que quando incubada com
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ovos de nematdides influenciou significativamente em seu desenvolvimento. Estudos de
microscopia de transmissdo eletronica revelaram que a protease isolada de P. Lilacinus
alterou a estrutura da revestimento dos ovos do nematoéide Meloidogyne hapla, em que a
camada lipidica interna foi desintegrada, e a camada de quitina média tornou-se mais
fina do que na controles negativos. Nas analises dessas proteases com ag¢ao sobre o ovo
de nematoide, estas compartilham caracteristicas como seu peso molecular
principalmente entre 32 e 38 kDa, sendo elas serinicas; com sua atividade méxima
obtida em situagado alcalina; e degradam as proteinas do nematoide, podendo danificaro

revestimento de seus ovos ou em fase adulta (HUANG, 2004).

Outros trabalhos relacionados ao ensaio nematicida de proteases comprovam a
eficiéncia destas enzimas também agindo sobre as larvas. Como visto na pesquisa de
Junwei (2013), em que demonstrou-se que proteases apresentam efeitos nematicidas
significativosnas larvas do nematodo de vida livre C. elegans e no nematodo parasita
animal H. Contortus. Segundo Junwei (2013) as proteases agem danificando a cuticula
do parasito, resultando assim em sua morte. A cuticula dos nematodes sdo estruturas
complexas compostas com uma alta porcentagem de proteinas, na qual o colageno ¢ o
principal componente estrutural, sendo um alvo para proteases. No estudo feito por
GENIER (2015), observou-se reducdo significativa (p <0,05) de 42% no numero de
larvas de Panagrellus sp. Ou como visto no trabalho de SOARES et al. (2013), em que
utilizaram proteases do fungo nematdéfago Monacrosporium sinense em larvas de
Panagrellus redivivus e observou que as enzimas purificadas destruiram mais de 90%
das larvas submetidas ao tratamento. Estd bem descrito na literatura a eficiéncia das
proteases de fungos no controle de nematoide, logo que este ¢ uma importante
pragaagricola, e os fungos agem em simbiose com as plantas, defendendo-as contra esse
parasita, porém ndo ha trabalhos cuja a fonte de protease com agdo nematicida seja

subprodutos de peixes.

As proteases sao de fundamental importancia para os nematodides, uma vez que
estao envolvidas na eclosao de ovos (ROGERS; BROOKS, 1977; MANSFIELD et al.,
1992), desembanhamento (DAVIS et al, 2004; STEPEK et al., 2011; PAGE et al.,
2014), degradagdo do tecido alvo no momento da penetragdo no hospedeiro (GADAHI
et al., 2016), e no processo de muda (PAGE et al, 2014).Além das proteases, outras
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enzimas como, quitinases e colagenases, estdo relacionadas com o controle dos

nematddes (LIANG, 2010).

6. Consideracoes finais

Este trabalho de extragdao de protease das visceras deHoplias malabaricus
permitiu compreender melhor algumas caracteristicas da fracdo enzimatica, bem como
legitimar a eficiéncia de técnicas como a precipitacdo com sulfato de amdnio, que foi
satisfatoria para semi-purificacdo. Podemos afirmar que a traira (Hoplias malabaricus),
além de ser uma espécie economicamente importante para as populacdes tradicionais do
Municipio de Viana, ¢ um peixe fonte de biomoléculas aplicdveisa industria,
considerando as suas caracteristicas fisico-quimicas. As visceras deste animal que
seriam descartadas, podem passar por processamentospara obtencdo deproteases que
podem ser aplicadas em diversas industrias, diminuindo assim o desperdicio deste
subproduto e a poluicdo gerada por estes. Neste estudo, comprovou-se quea fragao
enriquecida de protease extraida de Hoplias malabaricus,apresentou acdo anti-
helmintica relacionada a inibicdlo da eclodibilidade dos ovos de H.
Contortus,mostrando-se promissora para industria farmacéutica, no que se refere a
producao de novos anti-helminticos, tanto pelo seu alto potencial, bem como pela sua
caracteristica natural, o que seria benéfico ao ambiente e de extrema importancia para

satde de pequenos ruminantes, nos remetendo a interface entre saude e ambiente.
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