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RESUMO

A quimotripsina em crustaceos é uma enzima cuja importancia nao foi totalmente reconhecida ao longo
do tempo, apesar de ser um componente fundamental na digestdo das proteinas em seus alimentos. As
enzimas sdo componentes cataliticos basicos do metabolismo celular, de grande diversidade,
classificados de acordo com a funcdo que desempenham (hidrolise, oxidagdo-reducdo, sintese,
isomerizacdo, entre outras). A quimotripsina pertence as hidrolases, que catalisam a clivagem das
ligagbes de peptideos adjacentes aos grupos carboxil dos aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina. Desde os anos 80, poucos estudos foram realizados sobre esta enzima em crustaceos,
sendo que um terco destes (13 estudos) foi concentrado nos Ultimos cinco anos. Portanto, o presente
artigo visa apresentar uma revisao das informagdes existentes sobre estas enzimas em crustaceos sob
uma perspectiva geral, contribuindo para identificar areas de oportunidade para expandir o conhecimento
de sua fungéo e propriedades nestes invertebrados, bem como as implica¢des ecoldgicas, etoldgicas, de
manejo, alimentagdo e nutricdo aquicola.
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ABSTRACT

Chymotrypsin in crustaceans is an enzyme whose importance has not been fully recognized over time,
despite being a fundamental component in the digestion of proteins in their food. Enzymes are basic
catalytic components of cellular metabolism; of great diversity classified according to the function they
exert (hydrolysis, oxidation-reduction, synthesis, isomerization, among others). Chymotrypsin belongs to
hydrolyses, which catalyzes the breaking of peptide bonds adjacent to the carboxyl groups of the aromatic
amino acids tryptophan, tyrosine and phenylalanine. Since the 1980s there have been few studies related
to this enzyme in crustaceans, concentrating a third of these (13 studies) in the last five years. Therefore,
the paper aims to present a review about the existing information on these enzymes in crustaceans from a
general perspective, helping to identify areas of opportunity to expand the knowledge of their function and
properties in these invertebrates, as well such as the ecological, ethological, management, feeding and
nutrition implications of aquaculture.
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INTRODUCAO

A quimotripsina € uma enzima que pertence as hidrolases, que quebram lacos
covalentes incorporando agua entre os lacos peptideos. Possui um residuo de serina
no local ativo, razdo pela qual é classificado como endoprotease de serina (Di Cera,
2009; Navarrete del Toro & Garcia Carrefio, 2019). Esta enzima catalisa a hidrélise de
ligagbes de peptideos adjacentes aos grupos carboxil dos aminoacidos aroméaticos
triptofano, tirosina e fenilalanina (Zwilling & Neurath, 1981; Zhou et al., 2011), embora
também possa hidrolisar ligacbes peptideas no lado de outros grandes residuos
hidrofébicos, tais como metionina e leucina (Zwilling & Neurath, 1981; Zhou et al., 2011;
Navarrete del Toro & Garcia Carreiio, 2019) para reduzir o tamanho das cadeias de
polipéptidos e permitir a acdo de exoproteases (McDonald, 1985; Barrett, 1994).

Os estudos sobre este catalisador bioldégico concentraram-se principalmente nos
peixes, principalmente para buscar alternativas de obtencdo de enzimas a partir de
residuos gerados pela industria pesqueira (Zhou et al., 2011). Entretanto, os estudos
em crustaceos sdo limitados quando comparados com aqueles relatados em peixes e
organismos terrestres (Balti et al., 2012; Navarrete del Toro & Garcia-Carrefio, 2019),
apenas cerca de 36 investigacdes entre 1980 até hoje que apontam para esta enzima e
guase um terco delas foram realizadas nos ultimos cinco anos (13 estudos), isto pode
ser devido ao fato de que os estudos foram canalizados e focalizados na tripsina, ja que
esta pode representar até 60% da atividade proteolitica digestiva (Cruz-Suarez, 1996;
Muhlia-Almazéan et al., 2008).

As primeiras pesquisas sobre a deteccao desta enzima nao a consideraram relevante
(Lee et al., 1984; Glass & Stark, 1994); entretanto, este pensamento tem mudado a
medida que a presenga de quimotripsina tem sido encontrada em varios estudos sobre
crustaceos (Tsai et al., 1986; Tsai et al., 1991; Von Elert et al., 2004; Navarrete del Toro
et al., 2015; Torres Ochoa, 2020) (Tabela 1).

Caracterizacdo enzimatica em crustaceos

Na maioria das pesquisas realizadas sobre crustaceos, a quimotripsina ndo é avaliada
especificamente, mas faz parte duma bateria de protocolos de estudo de enzimas
digestivas. Da mesma forma, grande parte da caracterizacéo foi feita em crustaceos
decdpodes como o0 camardo tigre Penaeus monodon, 0 camardo malaio
Macrobrachium rosenbergii, 0 camardo branco Penaeus vannamei, a lagosta comum do
Caribe Panulirus argus, a lagosta vermelha Panulirus interruptus e o camarao marrom
Penaeus californiensis (Tsai et al., 1986; Tsai et al., 1991; Hernandez-Cortes et al.,
1997; Perera et al., 2008; Bibo-Verdugo et al., 2015; Navarrete del Toro et al., 2015;
Torres-Ochoa, 2020); por serem espeécies exploradas ou com potencial para serem
exploradas em culturas aquicolas (Espinosa-Chaurand et al., 2019; Torres-Ochoa et al.,
2020).


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1002/iub.186
https://doi.org/10.1002/iub.186
https://doi.org/10.1111/raq.12276
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(81)80050-X
https://doi.org/10.3844/ajbbsp.2011.104.125
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(81)80050-X
https://doi.org/10.3844/ajbbsp.2011.104.125
https://doi.org/10.1111/raq.12276
https://doi.org/10.1007/BF01003313
https://doi.org/10.1016/0076-6879(94)44003-4
https://doi.org/10.3844/ajbbsp.2011.104.125
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.07.019
https://doi.org/10.1111/raq.12276
http://eprints.uanl.mx/id/eprint/8350
https://doi.org/10.1007/s00360-008-0263-y
https://doi.org/10.1016/0044-8486(84)90103-0
https://doi.org/10.1016/0305-0491(94)90070-1
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/0167-4838(91)90112-D
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2003.11.008
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://www.researchgate.net/publication/355105308_Analisis_de_proceso_digestivo_de_juveniles_de_Farfantepenaeus_californiensis_Holmes_1900_aclimatados_a_condiciones_de_cultivo_con_tecnologia_de_biofloc
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/0167-4838(91)90112-D
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.1016/j.cbpb.2008.03.009
https://doi.org/10.1007/s10126-015-9626-z
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://www.researchgate.net/publication/355105308_Analisis_de_proceso_digestivo_de_juveniles_de_Farfantepenaeus_californiensis_Holmes_1900_aclimatados_a_condiciones_de_cultivo_con_tecnologia_de_biofloc
https://doi.org/10.3856/vol47-issue5-fulltext-3
https://www.researchgate.net/publication/355105308_Analisis_de_proceso_digestivo_de_juveniles_de_Farfantepenaeus_californiensis_Holmes_1900_aclimatados_a_condiciones_de_cultivo_con_tecnologia_de_biofloc
https://www.researchgate.net/publication/355105308_Analisis_de_proceso_digestivo_de_juveniles_de_Farfantepenaeus_californiensis_Holmes_1900_aclimatados_a_condiciones_de_cultivo_con_tecnologia_de_biofloc

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario
Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Tabela 1. Estudos em crustaceos abordando a ocorréncia de quimotripsina, periodo 1980-2020

Espécie Nome comum Caracterizagéo Estudo
1. Artemesia longinaris Camaréo de cara longa Nao Fernandez-Gimenez et al., 2002.
2. Artemia salina Artemia Sim Serrano, 2015
3. Caridina cantonensis Camaréo abelha, camarao vidro Nao Kattakdad et al., 2018
4. Daphnia magna Pulga d'agua, Daphnia Sim VonElert et al., 2004
5.  Homarus americanus Lagosta americana Nao Brockerhoff et al., 1970
6. Lithodes santollla Caranguejo aranha da Nao Bafuelos-Vargas et al., 2018
Patagdnia
7. Macrobrachium amazonicum  Camardo de rio, camardo da Né&o Da Silva et al., 2014
Amazodnia
8. Macrobrachium australiense Camarao de rio, langostim, Né&o Bonorino & Anderson, 2009
9.  Macrobrachium carcinus Acamaya Né&o Manriquez-Santos et al., 2018
10. Macrobrachium rosenbergii Camarédo malaio Né&o Tsai et al., 1986
11. Macrobrachium tenellum Camardes, pigua Nao Espinosa-Chaurand et al., 2017;
Montoya, 2018; Espinosa-
Chaurand et al., 2019.
12. Metacarcinus edwardsii Caranguejo Marmola Nao Bafuelos-Vargas et al., 2018
13. Metapenaeus bennetae Camarédo Nao Bonorino & Anderson, 2009
14. Metapenaeus monoceros Camaréo pintado Nao Tsai et al., 1986
15. Penaeus californiensis Camar&o marrom Sim Navarrete del Toro et al., 2015;
Torres-Ochoa, 2020
16. Penaeus chinensis Camaréo de carne, camardes Nao Shiet al., 2008; Xue et al., 2013
de carne
17. Penaeus esculentus Camardo tigre marrom Né&o Bonorino & Anderson, 2009
18. Penaeus indicus camarao indiano Sim Omondi, 2005
19. Penaeus japonicus Camaréo Kuruma Nao Tsai et al., 1986
20. Penaeus monodon Camardo Tigre Sim Tsai et al., 1986; Tsai et al., 1991
Jiang et al., 1991
21. Penaeus notialis Camaréo rosa do sul Nao Fernandez et al., 1997
22. Penaeus paulensis Camaréo de Sao Paulo Sim Souza et al., 2009
23. Penaeus penicillatus Camarao de cauda vermelha Nao Tsai et al., 1991
24. Penaeus plebejus Camarédo Nao Bonorino & Anderson, 2009
25. Penaeus schmitti Camaréo branco do sul, Nao Lemos et al., 2002
camarao branco do Caribe
26. Penaeus stylirostris Camaréo azul Sim Navarrete del Toro et al., 2011
27. Penaeus subtilis Camardo marrom do sul Sim Buarque et al., 2010
28. Penaeus vannamei Camaréo branco, camarao Sim Van Wormhoudt et al, 1992;
branco do Pacifico Hernandez-Cortes et al., 1997,
Navarrete del Toro et al., 2011
29. Palaemon serratus Camaréo branco do sul Sim Trellu & Ceccaldi, 1980
30. Panulirus argus Lagosta comum do Caribe Sim Perera et al., 2008
31. Panulirus homarus Lagosta espinhosa Nao Gora et al., 2018
32. Panulirus interruptus Lagosta vermelha Sim Bibo-Verdugo et al., 2015
33. Pleoticus muelleri Camardo argentino Nao Fernandez-Gimenez et al., 2001
34. Portunus pellagicus Caranguejo azul Nao Bonorino & Anderson, 2009
35. Scylla paramamosain Caranguejo de lama Né&o DuyKhoa et al., 2019
36. Scylla serrata Caranguejo mangue Néo Bonorino & Anderson, 2009;

Serrano, 2015

Estudos de caracterizagdo enzimatica para a identificacdo de quimotripsina em
crustaceos avaliaram parametros de temperatura 6tima, estabilidade térmica, pH 6timo,
estabilidade de pH, ponto isoelétrico e efeito ibnico, descobrindo que as faixas de
atividade podem variar dependendo da espécie entre 30 e 60 °C a otimo, entre 0 °C e
75 °C para estabilidade térmica, entre 7 e 10 a 6timo pH e estabilidade de pH entre 3 e
12 pontos (Tabela 2). No caso particular da andlise isoelétrica pontual da quimotripsina,
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os estudos mencionam a deteccdo de suas isoformas (Navarrete del Toro et al., 2015),
por exemplo, Hernandez-Cortes et al. (1997) identificaram um Unico ponto isoelétrico
em P. vannamei, assim como Navarrete del Toro et al. (2015) em P. californiensis, que
determina a presenca de uma uUnica forma de quimotripsina; enquanto, Tsai et al.
(1991) relataram a presenca de dois pontos isoelétricos em P. monodon com valores de
3,0 e 3,2, indicando duas isoformas. Na maioria das espécies estudadas, foram
encontradas duas isoformas da enzima (Navarrete del Toro et al., 2011); com excecdes
como Panulirus interruptus, que apresentou cinco isoformas (Celis, 2003).

Tabela 2. Resultados da caracterizacao da quimotripsina em diferentes espécies de crustaceos,
periodo 1980 - 2020

Tempera - Thermo
. H E | .
Espécie p tura stabilidade estabilidad Estudo
6timo o de pH
6tima e
1. Artemia salina 7.5 30°C 6.0-8.5 0-55°C Serrano, 2015
2. Daphnia magna 7 - 3.0-12.0 - VonElert et al., 2004
Penaeus californiensis 10 50°C 3.0-10.0 30-60°C Navarrete del Toro et al.,
2015; Torres-Ochoa, 2020
4.  Penaeus indicus 8 Omondi, 2005
5. Penaeus japonicus 7 5.0-9.0 - Tsai et al., 1986
6. Penaeus. monodon 7 40°C 4.0-10.0 25-70°C Tsai et al., 1986
7. Penaeus. paulensis 8 55°C 25-75°C Souza et al., 2009
8. Penaeus stilyrostris 7 60°C 4.0-11.0 10-70°C Navarrete del Toro et al.,
2011
9. Penaeus subtilis 8 55°C 25-65°C Buarque et al., 2010
10. Penaeus vannamei 8 60°C 4.0-11.0 10-70°C Navarrete del Toro et al.,
2011
11. Palaemon serratus 30°C 14-30°C Trellu & Ceccaldi, 1980
12. Panulirus argus 7.5 50°C 2.0-12.0 30-60°C Perera et al., 2008
13. Panulirus interruptus 8 55°C 3.0-12.0 25-65°C Bibo-Verdugo et al., 2015
14. Scylla serrata 8 30°C 6.5-8.5 0-45°C Serrano, 2015

Técnicas de determinacéao

As técnicas utilizadas para a determinagdo da atividade do tipo quimotripsina em
crustaceos sao suportadas por diferentes ferramentas. Por um lado, é possivel realiza-
lo utilizando substratos sintéticos especificos, onde séo utilizadas as técnicas descritas
por Hummel (1959), Erlanger & Edel (1964) e Del Mar et al. (1979); por outro lado,
podem ser utilizados inibidores enzimaticos, como os empregados por Tsai et al.
(1986), Vega-Villasante et al. (1995) e Navarrete del Toro et al. (2015).

E possivel que a maneira mais simples de determinar a presenca de quimotripsina em
organismos seja utilizando substratos especificos para a enzima, como 0 éster etilico
de etil-tirosina labenzoyl-tirosina (BTEE) proposto na pesquisa de Hummel (1959); ou 2-
Nitro-4-carboxifenil-N,N-difenilcarbamato (NCDC), mencionado por Erlanger & Edel
(1964); ou Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-P-nitroanilida (SAAPNA ou SAAPFNA) que foi
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proposto por Del Mar et al. (1979). O principio pelo qual as técnicas acima funcionam é
a deteccdo de mudancas na interacdo entre substrato e enzima, que promovem a
liberacdo da molécula de corante que pode ser lida por meio da colorimetria em
espectrofotometria (Hummel, 1959; Erlanger & Edel, 1964; Del Mar et al., 1979).

Com o método de Erlanger & Edel (1964), foi relatado que nenhuma atividade
semelhante a quimotripsina foi detectada com P. vannamei e P. setiferus (Lee et al.,
1984); enquanto que ao usar BTEE (Hummel, 1959) como substrato, foram relatados
resultados contraditorios, pois nao foi encontrada atividade da enzima quimotripsina em
espécies como H. gammarus (Glass & Stark, 1994), mas foi detectada atividade em P.
bennetae, P. plebejus, M. austreliense e S. serrata (Bonorino & Anderson, 2009). O uso
do SAAPNA como substrato (Del Mar et al., 1979) € um dos mais utilizados até hoje
para sua deteccdo, por ser um substrato muito sensivel a atividade quimotripsina (Tsai
et al., 1986), mostrando sua atividade em todos os estudos em que foi utilizado, como a
pesquisa realizada em P. vannamei (Le Moullac et al., 1996; Hernandez-Cortes et al.,
1997), P. muelleri (Ferndndez-Gimenez et al., 2001), D. magna (Von Elert et al., 2004),
P. interruptus (Celis-Guerrero et al., 2004), P. subtilis (Souza et al., 2009) e P.
californiensis (Navarrete del Toro et al., 2015; Torres-Ochoa, 2020).

Assim como se deseja observar a atividade da quimotripsina, também € estudada a
inibicdo da quimotripsina, que é realizada juntamente com sua caracterizacdo ou
presenca através de substratos especificos, e cuja finalidade é tornar evidente a
inibicdo total ou parcial da hidréolise enzimatica na presenca dessas substancias
(Garcia-Carrefio, 1992). Os inibidores enzimaticos mais utilizados para a quimotripsina
sdo chymostatin (Tsai et al.,, 1986); tosyl phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK)
(Tsai et al., 1986; Hernandez-Cortes et al., 1997; Omondi, 2005; Navarrete del Toro et
al., 2015; Manriquez-Santos et al., 2018); carbobenzoxifenilalanina clorometil-cetona
(ZPCK) (Lemos et al., 2000); fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Tsai et al., 1986;
Hernandez-Cortes et al., 1997; Omondi, 2005; Bibo-Verdugo et al., 2015; Manriquez-
Santos et al., 2018); inibidor de tripsina derivado da soja (SBTI) (Tsai et al., 1986;
Manriquez-Santos et al., 2018); e Z-L-allaniglycyl-L-phenylalanine-chloroketone
(ZAGPCK, acrénimos em inglés) (Tsai et al., 1986; Chen et al., 1991).

Conhecer a estrutura, fungéo, caracteristicas fisico-quimicas dos limiares de atividade,
substratos de reacao, assim como inibigdo, pode nos ajudar a caracterizar esta enzima
de forma adequada, o que nos leva a pensar na formulacdo de alimentos funcionais
para as espécies de interesse, n0s possiveis recursos com 0S quais estes organismos
se alimentam, ou mesmo em seu potencial como biomolécula em processos
biotecnolégicos para o tratamento e uso de diferentes substratos. Assim, desde o
conhecimento fisioldgico basico até a aplicacéo industrial, a compreenséo deste tipo de
enzima proporcionara um avango em seu estudo e denotara caminhos de pesquisa e
aplicacéo.


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1016/S0003-2697(79)80013-5
https://doi.org/10.1139/y59-157
https://doi.org/10.1021/bi00891a008
https://doi.org/10.1016/S0003-2697(79)80013-5
https://doi.org/10.1021/bi00891a008
https://doi.org/10.1016/0044-8486(84)90103-0
https://doi.org/10.1016/0044-8486(84)90103-0
https://doi.org/10.1139/y59-157
https://doi.org/10.1016/0305-0491(94)90070-1
https://doi.org/10.1111/j.1365-2109.2008.02087.x
https://doi.org/10.1016/S0003-2697(79)80013-5
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/S0022-0981(96)02671-8
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.1016/S1096-4959(01)00437-7
https://doi.org/10.1016/j.cbpc.2003.11.008
https://doi.org/10.1007/s10126-003-0032-6
https://doi.org/10.1111/j.1365-2109.2009.02183.x
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://www.researchgate.net/publication/355105308_Analisis_de_proceso_digestivo_de_juveniles_de_Farfantepenaeus_californiensis_Holmes_1900_aclimatados_a_condiciones_de_cultivo_con_tecnologia_de_biofloc
http://www.bashanfoundation.org/contributions/Garcia-F/carrenoinhibition.pdf
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.4314/wiojms.v4i1.28479
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.160
https://doi.org/10.3856/vol46-issue3-fulltext-5
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(99)00371-3
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1111/j.1745-4514.1997.tb00202.x
https://doi.org/10.4314/wiojms.v4i1.28479
https://doi.org/10.1007/s10126-015-9626-z
https://doi.org/10.3856/vol46-issue3-fulltext-5
https://doi.org/10.3856/vol46-issue3-fulltext-5
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.3856/vol46-issue3-fulltext-5
https://doi.org/10.1016/0305-0491(86)90248-8
https://doi.org/10.1016/0305-0491(91)90287-N

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com M
N

abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario
Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Funcéo e acao da quimotripsina

Embora a atividade enziméatica do tipo quimotripsina tenha sido registrada desde os
anos 80 com os estudos de Galgani et al. (1984), sempre foi considerada como uma
enzima com baixa atividade catalitica em crustaceos (Garcia-Carrefio et al., 1994; Cruz-
Suarez, 1996); sua presenca nesses organismos foi até questionada, como na pesquisa
de Lee et al. (1984), onde especificaram que a atividade enzimatica do tipo
quimotripsina era inexistente nos juvenis de P. monodon, semelhante ao que tem sido
relatado em outras espécies de crustaceos como H. americanus (Brockerhoff et al.,
1970), Lithodesa esquispinus e Paralithodescam tschaticus (Galgani & Nagayama,
1987), onde se chega a mesma conclusdo. Possivelmente porque a atividade desta
enzima nao foi detectada nas primeiras investigacdes, houve uma diminuicdo do
interesse em estudos relacionados a ela (Garcia-Carrefio et al., 1994; Von Elert et al.,
2004; Omondi, 2005), o que causou um atraso no corpo de informacdes sobre esta
enzima, em comparacdo com a tripsina (Muhlia-Almazan et al., 2008). Como resultado,
h&d uma falta de informacdo sobre os mecanismos de ag¢do da quimiotripsina nos
processos de digestdo de crustaceos (Bibo-Verdugo et al., 2015; Navarrete del Toro &
Garcia Carrefio, 2019).

Esta falta de informacao torna-se mais evidente quando se comparam as informacdes
disponiveis sobre a quimotripsina com relacdo a tripsina; que tem sido a enzima
digestiva mais estudada em crustaceos e € considerada responsavel por
aproximadamente 60% da atividade proteolitica digestiva nestes organismos (Vega-
Villasante et al., 1995; Albuguerque-Cavalcanti et al., 2001; Carrillo-Farnés et al., 2007,
Muhlia- Almazan et al., 2008). A importancia dada a tripsina deve-se principalmente ao
fato de ter sido a primeira protease detectada e caracterizada em crustaceos (Muhlia-
Almazan et al., 2008; Sainz-Hernandez & Cordova-Murueta, 2009). Para sua deteccéo,
as técnicas de Erlanger et al. (1961), que usa benzoil-arginina 4-nitroanilida cloroidrato
(BAPNA); e Hummel (1959), onde é usado o cloridrato de tosil-arginina metiléster
(TAME), sdo comumente usadas. Ambos os métodos foram desenvolvidos para a
deteccdo da tripsina em outros organismos, entretanto, seu uso foi ratificado para a
deteccdo da quimiotritoresina em crustaceos (Brockerhoff et al., 1970; Sainz et al.,
2004; Von Elert et al., 2004; Omondi, 2005; Navarrete del Toro et al., 2011).

N&o foi até o desenvolvimento de outros substratos, como o SAAPNA, que foi possivel
detectar a presenca da atividade hidrolitica da quimotripsina (Garcia-Carrefio et al.,
1994). Apesar disso, as pesquisas sobre essa enzima em crustaceos continuaram a se
concentrar na deteccdo e analise da tripsina, deixando de lado a andlise da
guimotripsina, que era considerada uma enzima complementar com baixa atividade
(Muhlia-Almazan et al., 2008; Sainz-Hernandez & Cérdova-Murueta, 2009).

A razao provavel pela qual a enzima nao hidrolisa o substrato BTEE é a declarada por
Tsai et al. (1986), onde € mencionado que embora o BTEE tenha os aminoacidos sobre
0S quais a quimotripsina atua, falta-lhe outros aminoacidos que interagem de forma
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secundaria com a enzima para que possa desempenhar sua funcgéo, isto também é
mencionado por Van Wormhoudt et al. (1992), quando relatam que a quimotripsina de
crustaceos € mais reativa aos substratos naturais do que aos sintéticos, devido apenas
ao comprimento das cadeias de polipéptidos.

Isto levou a que a tripsina fosse considerada a protease responsavel pela maior
porcentagem de hidrélise de proteinas (Carrillo-Farnés et al., 2007; Muhlia-Almazan et
al., 2008). Entretanto, estudos subsequientes consideram que a enzima com maior
capacidade de hidrélise é a quimotripsina (Tsai et al., 1986; Buarque et al., 2010;
Navarrete del Toro et al., 2011; Gora et al., 2018), e a esta enzima nao foi dada maior
importancia. Por esta razdo, sdo observadas lacunas de informacéo e surgem novas
guestdes em torno da atividade desta enzima, pois a falta de informacdo obriga os
pesquisadores a utilizarem modelos de atividade enzimatica de outros grupos de
organismos (Navarrete del Toro & Garcia-Carrefio, 2019), estabelecendo assim uma
area de oportunidade para gerar novos e béasicos conhecimentos que afetam os
estudos da fisiologia digestiva deste grupo de organismos que sao tdo importantes
como fonte de alimento para os seres humanos.

Entre as novas areas de estudo da quimotripsina esta seu papel na atividade
colagenolitica (Navarrete del Toro et al.,, 2015), que envolve uma revisdo desde a
classificacdo até as aplicacbes, e hoje em dia, equipamentos mais precisos,
conhecimentos gerados e adaptacdo de técnicas tornam viavel a obtencdo de
resultados especificos.

A funcédo colagenolitica da quimotripsina lhe confere uma semelhanca com a enzima
braquyurina (Hernandez-Cortes et al., 1997; Navarrete del Toro et al.,, 2015); neste
sentido, Rudenskaya (2003) propde uma abordagem para a separacao da quimotripsina
e da braquiurina em dois grupos distintos de enzimas, pois ao analisar a estrutura da
cadeia de aminoacidos que compBem as braquiurinas, observou-se que existem
diferencas com a quimotripsina nas cadeias de polipeptideos, principalmente nos
aminoacidos responsaveis pela ancoragem da enzima a cadeia de polipeptideos a
serem hidrolisados. Ao contrario disso, Navarrete del Toro & Garcia-Carrefio (2019)
afirma que a classificacdo das braguyurinas é incorreta e ndo deve ser considerada
como um grupo de enzimas distintas da quimotripsina, jA que nos crustaceos a
atividade colagenolitica da quimotripsina é uma generalidade. Devido a estas diferentes
posicdes e a falta de informag¢des mais precisas a este respeito, sugere-se que estes
grupos sejam denominados como enzimas digestivas com atividade semelhante a
guimotripsina (Navarrete del Toro & Garcia-Carrefio, 2019).
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Quimotripsina em crustaceos

Embora existam poucos estudos de quimotripsina em espécies de crustaceos
economicamente importantes, esta é replicada em outros grupos de organismos
aguaticos como peixes (Lauff & Hofer, 1984; Rungruangsk-Torrissen et al., 2006;
Castillo-Yafiez et al., 2009; Hadj Ali et al., 2010Neste grupo, a quimotripsina € composta
de uma unica cadeia de polipeptideos (Lauff & Hofer, 1984; Zhou et al., 2011), como
nos crustaceos (Hernandez-Cortes et al., 1997; Navarrete del Toro et al., 2015), e os
estudos se concentraram principalmente na compara¢ao da atividade de quimotripsina
entre organismos deste grupo, utilizando padrdes de enzimas derivadas de ruminantes
(Tsukada & Blow, 1985). Segundo esses estudos, observou-se que a quimotripsina
demonstrou ter uma atividade hidrolitica superior a de sua contraparte mamifera (Lauff
& Hofer, 1984; Celis, 2003; Rungruangsk-Torrissen et al.,, 2006; Zhou et al., 2011;
Navarrete del Toro et al., 2015).

Como mencionado acima, em crustaceos comercialmente importantes, a pesquisa
sobre o estudo da quimotripsina, desde 2000, tem se concentrado principalmente em
espécies como P. chinensis (Shi et al., 2008), P. subtilis (Buarque et al., 2010), P.
vannamei (Navarrete del Toro et al., 2011), assim como estudos sobre esta enzima
também foram realizados sobre espécies que mostram potencial a ser exploradas em
condi¢des de cultivo, como P. indicus (Omondi, 2005), P. californiensis (Navarrete del
Toro et al., 2015; Torres-Ochoa, 2020), e M. tenellum (Espinosa-Chaurand et al., 2017);
isto porque é de grande importancia ter informacdes sobre dindmica enzimaética e
fisiologia digestiva dos organismos (Gamboa-Delgado et al., 2003; Simon, 2009) para
influenciar e usar seu potencial fisiolégico na formulacdo de racfes (Carrillo-Farnés et
al., 2007; Simon, 2009; Buarque et al., 2010) e conseglentemente aumentar o
rendimento das culturas comerciais. Este potencial fisioldgico digestivo em crustaceos é
evidenciado pelos resultados da atividade de quimotripsina durante a digestdo de
proteinas, pois sua atividade libera polipéptidos menores sobre 0s quais outras enzimas
atuam para obter os diferentes aminoacidos presentes (Tsai et al., 1991; Navarrete del
Toro & Garcia-Carreio, 2019).

Foram realizadas analises da atividade da quimotripsina entre organismos silvestres e
organismos em sistemas de cultivo, como a realizada por Da Silva et al. (2014) em M.
amazonicum, onde relatam que a atividade enzimatica da quimotripsina, e proteases
em geral, € maior em organismos cultivados; em contraste, em P. californiensis, Torres-
Ochoa (2020) observaram que a atividade desta enzima era menor em organismos
cultivados do que em organismos silvestres. Estas discrepancias podem ser devidas a
duas situacdes particulares, o tipo de alimento ou substrato e 0 momento do consumo
ou tempo entre a alimentacdo (fome esporadica). Tem sido mencionado que a atividade
de quimotripsina tem sido melhor observada a partir de substratos mais especificos,
como o SAAPNA, e em magnitude diferente de acordo com o tipo de ingrediente ou
dieta avaliada, que em organismos cultivados € supervisionada e garantida,
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promovendo estabilidade na dinamica e no ciclo digestivo desses organismos. Ao
contrario do que pode ocorrer com um organismo selvagem que consome tudo o que
esta disponivel, quando esta disponivel e geralmente apenas um ou dois ingredientes
diferentes, o que levaria a possivel explicacdo de onde o status alimentar e alimentar
das amostras selvagens nestes estudos é totalmente desconhecido.

No caso da fome, existe a possibilidade de organismos silvestres apresentarem uma
maior reserva de zymogens, que s6 podem ser ativados na presenca do substrato, de
modo que possam ser preparados para o processamento desses substratos, enquanto
0S organismos alimentados apresentam valores mais baixos, pois estdo
constantemente usando enzimas para processos digestivos (Gora et al., 2018; Torres-
Ochoa, 2020). Gora et al. (2018) realizaram um estudo com P. homarus, onde
avaliaram as diferencas na atividade enzimatica sob inanicdo e esquemas dietéticos,
relatando que os organismos alimentados apresentaram menor atividade enziméatica do
que aqueles sob inanicdo. Isto € possivel porque 0s organismos selvagens podem
passar por periodos de fome quando o alimento ndo estd disponivel e quando o
encontram, devem ingeri-lo rapidamente para evitar competicio com outros animais.
Portanto, é necessario que eles tenham uma alta reserva de zymogens, que quando
ativados sdo capazes de hidrolisar rapidamente os alimentos para aproveitar ao
maximo o0s nutrientes disponiveis.

CONCLUSOES

Até agora, a quimotripsina em crustaceos € considerada como uma enzima com pouca
ou nenhuma atividade dentro da dindmica enzimatica digestiva destas espécies;
entretanto, seu estudo é de suma importancia para entender a biodisponibilidade dos
aminoacidos, especialmente triptofano, tirosina e fenilalanina. Assim como
compreender o mecanismo de hidrélise de grandes residuos envolvendo a presenca de
aminoacidos essenciais para estas espécies, como metionina e leucina. Devido aos
avancos nas técnicas de avaliacdo da atividade enzimatica e do uso de substratos
sintéticos como o SAAPNA, foi possivel, por um lado, detectar a presenca desta enzima
em crustaceos e, por outro, compreender com mais detalhes a fisiologia digestiva
destas espécies. Isto servira para definir diretrizes nutricionais nas quais € possivel
otimizar e fazer uso eficiente dos ingredientes em alimentos funcionais, estabelecer
correlagdes de alimentacdo e estudar o comportamento tanto em organismos selvagens
guanto cultivados, e nos permitira explorar novos usos biotecnolégicos desta enzima e
sua possivel aplicacdo na hidrélise de proteinas.
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