Arq. Cién. Mar, 23 : 43 — 49

Julho, 1984 — Fortaleza, Cearé, Brasil

ESTUDO PRELIMINAR SOBRE O SISTEMA RNA-RNase EM
HEPATOPANCREAS DE JOVENS DA LAGOSTA PANULIRUS LAEVICAUDA
(LATREILLE)

Alexandre Holanda Sampaio
Gustavo Hitzschky Fernandes Vieira(?)
Silvana Arauajo Saker

Laboratério de Ciéncias do Mar
Universidade Federal do Ceara
Fortaleza - Ceard — Brasil

Ndo obstante as lagostas Panulirus
argus (Latreille) e Panulirus laevicauda
(Latreille} constituirem-se no principal
produto pesqueiro de exportacdo do
Brasil, € rara a literatura nacional sobre a
fisiologia e bioguimica destes crusticeos.

O conhecimento da fisiologia e as
relagbes bioquimicas de um organismo
vivo é de importancia fundamental para
a compreensdo das atividades naturais
deste organismo, bem como facilita o
entendimento das interagdes com o
habitat, fornecendo ainda subsidios para
o ‘aprimoramento biolégico da espécie
estudada.

A literatura pesquisada sobre o sis-
tema RNase em crustdceos aborda, prin-
cipalmente, os aspectos ligados a sintese
de RNA e proteina em condicdes fisiol6-
gicas normais e sob a acdo de estimulan-
tes (Skinner, 1966 e 1968; Gorel &
Gilbert, 1969; Gilgan & Zink, 1975;
McCarthy et al., 1976; Dall & Barclay,
1979; Wormhoudt & Selios, 1980;
Chang & Bruce, 1980; Spindler — Barth
etal., 1981).

O principal 6rgdo de reserva em crus-
taceos é o hepatopancreas, o qual estoca
as substancias que devem ser usadas para
a alimentacao e demanda especial de

(1) Pesquisador do Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnoldgico (CNPg).

materiais e energia durante o processo de
muda {Passano, 1960). Em conseqiiéncia
disto, ocorre uma intensa mobilizagdo
dessas reservas para suprir as necessi-
dades de outros tecidos (Travis, 1955).

O presente trabalho é um estudo pre-
fiminar sobre a fisiologia e bioquimica de
lagosta, abordando a caracterizacdo do
sistema RNA-RNase e seu comporta-
mento em relagdo ao ciclo de muda em
individuos jovens de Panulirus /laevi-
cauda.

MATERIAL E METODOS

Individuos jovens da lagosta Panuli-
rus laevicauda foram coletados nas praias
do Meireles e Titanzinho (Fortaleza —
Ceard — Brasil), estocados nos aquarios
do Laboratério de Ciéncias do Mar e reti-
rados quando necessarios, utilizando-se
entdo o hepatopdncreas para preparacio
dos extratos.

O método usado para determinacio
dos estagios de muda- foi o de Drach
(1939), segundo Travis (1955) e Aiken
(1980).

Os ensaios para determinacdo e
caracterizacdo do sistema enzimatico
foram feitos em lagostas no estagio C do
ciclo de muda. '

O hepatopéancreas isolado foi pesado
em balanca Metller P 1200, homogenei-
zado em tampdo fosfato 0,1M, pH 5,7
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na proporgdo de 1: 10 (p: v), sob banho
de gelo. O homogenato foi centrifugado
em centrifuga refrigerada, modelo PR-J
International Equipment Company, por
10 minutos, 4°C a 3.000 rpm. O sobre-
nadante foi levado a pH 5,1 com &cido
cloridrico 0,5N e colocado em geladeira
por uma noite. Em seguida, foi nova-
mente centrifugado nas mesmas condi-
¢Oes anteriores, sendo desprezado o pre-
cipitado {Tuve & Anfinsen, 1960).

Para 0 ensaio enzimatico usou-se
uma solugdo de RNA {ICN — Pharma-
ceuticals, Inc.) a 0,1% em tampdo citrato
pH 5,2.

A reacdo enzimdtica, quando ndo
referida de outra maneira, foi feita atra-
vés de 0,2 ml do extrato, 1,6 ml do
tampdo citrato 0,1M, pH 5,2 ¢ 0,8 ml de
RNA, atingindo um volume final de
2,5 ml. A reacdo processou-se a tempera-
tura de 45°C durante 30 minutos, sendo
parada por adigdo de 0,5 ml de acetato
de uranila a 0,75% em HCI 25%, com um
repouso de 10 minutos.

Do sobrenadante, obtido por centri-
fugagdo a 3.000 rpm em centrifuga
International Clinical Centrifuge modelo
A 4487 x — 5, por 10 minutos, foram
"retirados 0,2 ml e adicionados 4,8 ml de
agua destilada, sendo a absorbincia lida
a 260 nm em espectrofotdmetro Varian
Techtron, modelo 635. O branco, ou
tempo zero da reagdo, obteve-se pela
adicdo de acetato de uranila a 0,75% em
HCI 25% (Tuve & Anfinsen, 1960).
A unidade de atividade enzimatica cor-
respondeu a variagdo de 0,1 de densidade
Otica, sendo esta atividade expressa em
unidade de atividade por ml (U.A./ml).

A atividade ribonucleasica foi deter-
minada em lagostas jovens nos diversos
estagios de muda. A determinacdo do
pH 6timo da ribonuclease efetuou-se
utilizando-se tampao citrato 0,1M nos
pHs 7,0, 8,0, 9.0 e 10,0.

Para determinacdo do tempo e tem-
peratura 6timos, procedeu-se & reacdo do
extrato com o substrato, nas condicdes
de reacdo ja descritas, nas temperaturas
de 40 e 45°C, com os tempos de 15, 30,
45, 60 e 90 minutos.
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A relacdo enzima-substrato foi defi-
nida variando-se o RNA de 0,2 a 1,0 mg,
conservando-se o volume final de 2,5 ml.

Para determinacdo da termo-estabi-
lidade, o extrato foi submetido a tempe-
ratura de 50°C em tempos variados.
Findo cada tempo era determinada no
extrato a atividade ribonucleasica.

Os resultados das atividades enzima-
ticas relativos & determinagdo do pH
6timo, tempo e temperaturas 6timos
de reacdo, relagdo enzima-substrato e
termo-estabilidade foram expressos em
U.A./ml, sendo que aqueles encontrados
para a termo-estabilidade foram trans-
formados em percentagem, considerando
100% a atividade do extrato ndo subme-
tido ao aquecimento.

Na determinacdc do pH 6timo de
extragdo usou-se 0 tampdo acetato de
sédio 0,1M, pHs 4,0 e 5,0, tampdo fos-
fato de sddio nos pHs 6,0 e 7,0 e tampao
borato de sédio nos pHs 80 e 9,0. O
homogenato foi centrifugado em centri-
fuga IEC modelo HT a 20 000 g, com
temperatura em torno de 4°C. No sobre-
nadante foi determinada a concentracao
de proteina pelo método do microbiu-
reto (Goa, 1953), usando-se como
padrdo a albumina sérica bovina {Sigma),
sendo os resultados expressos em mg de
protefna por ml. A atividade ribonuclea-
sica determinada no extrato obedeceu
0 procedimento ja descrito, sendo os
resultados expressos em U. A./ml| Pro-
teina (atividade especifica).

Os extratos de hepatopancreas pre-
parados com tampdo acetato pH 5,0
foram usados para o fracionamento com
sulfato de amonia. Este foi sendo gra-
dualmente adicionado ao extrato para
uma saturacdo de 20%, sendo o precipi-
tado . removido por centrifugacdo a
10.000 rpm, por 10 minutos, em centri-
fuga modelo HT da IEC. O sobrenadante
resultante foi usado para as préximas
precipitacoes a 40, 60, 80 e 100%. Os
precipitados obtidos foram suspensos em
tampdo acetato pH 5,2 e dialisados
contra agua destilada 3 temperatura de
4°C, durante um perfodo suficiente para
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Figura 1 — Variacdo da atividade ribonucledsica de
hepatopéncreas de jovens da lagosta Panuiirus laevi-
cauda (Latreille), em fungdo do pH da reagdo.

tornar negativa a reagdo entre agua e
hidréxido de bario.

A atividade ribonucledsica foi deter-
minada nas fragGes, procedendo-se como
ja descrito anteriormente, sendo os resul-
tados expressos em U.A./mg Proteina.

Em relacdo aos diversos estagios de
muda, foram determinados os &acidos
nucléicos (Cherry, 1962), atividade ribo-
nucledsica e proteina.

RESULTADOS £ DISCUSSAQ

A atividade ribonucledsica apresen-
tou dois picos nos pHs 5,2 e 8,0, com
maior intensidade no primeiro {figura 1).
Isto sugere a presen¢a de duas enzimas
em hepatopéncreas de jovens da lagosta
Panulirus laevicauda, cada uma, logica-
mente, com uma fungao fisiolégica bas-
tante definida.

Wilson {1971) encontrou trés enzi-
mas em milho que degradam RNA, as
quais foram denominadas de RNase I,
RNase Il e Nuclease 1.

Anfinsen & WhiteJr. (1961} citam
duas enzimas encontradas no pancreas
bovino e em espinafre, as quais hidroli-
zam o RNA, sendo que o pH 6timo de
reacdo parece depender da fonte original
do RNA.
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Figura 2 — Variacdo da atividade ribonuclessica de
hepatopancreas de jovens da lagosta Panufirus /aevi-
cauda (Latreille}, em fun¢do da concentragio do
substrato.

Kunitz, 1946 (in Anfinsen & White
Jr., 1961) encontrou um pH 6timo de
7,6 para RNA de rato, quando a fonte de
enzima €é levedura, enquanto que Mave
& Greco (1956) determinaram que a
ribonuclease pancredtica tem um 6timo
de atividade no pH 6,5.

A saturacdo enzima-substrato foi
alcancada com a relagcdo de 0,8 mg de
RNA para 0,2 mi do extrato preparado
na proporg¢do 1: 10 (p:v) (figura 2).

Observando-se a figura 3, verifica-se
que ha um acréscimo na atividade ribo-
nucleasica com o aumento da tempera-
tura de incubacdo. Na temperatura de
45°C e no tempo de 30 minutos, a ativi-
dade ribonucledsica apresentou um
incremento  percentual mais elevado,
guando comparada com o0s outros valo-
res, razdo pela qual foram escolhidos este
tempo e temperatura para Os ensaios
enzimaticos.

A temperatura e o tempo de
ensaio, bem como a relacdo enazi-
ma-substrato, foram basicamente seme-
Ihantes aos usados para outras ribonu-
cleases (Shuster, 1957 /n Shuster et al.,
1959; Tuve & Anfinsen, 1960; Kessler
& Engelbert, 1962).

A estabilidade da enzima RNase em
relacdo a temperatura é verificada na
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Figura 3 — Variagdo da atividade ribonucleésica de
hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus laevi-
cauda (Latreille), em fungdo da temperatura e do
tempo de incubagao.
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Figura 5 — Variagdo da atividade especifica ribonu-
cledsica de hepatopancreas de jovens da lagosta
Panulirus lsevicauda (Latreille}, em fungdo do pH da
solugdo de extracdo.

figura 4. Nos primeiros 15 minutos de
incubagdo do extrato a 50°C, ndo houve
alteracdo na atividade; isto passou a
ocorrer a partir de 30 minutos e atin-
gindo o valor maximo em 60 minutos,
quando a enzima perdeu 79% de sua ati-
vidade.

O tampdo acetato 0,1M pH 5,0 foi
o que mais eficientemente extraiu o
sistema RNase do hepatopancreas {figu-
ra b}, superior ao tampdo citrato 0,iM
pH 5,2, preconizado por Tuve & Anfin-
sen {1960).
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Figura 4 — Variagdo da percentagem de atividade
ribonucleasica de hepatopéncreas de jovens da lagosta
Panulirus laevicauda {Latreille), em fungdo do tempo
e temperatura de aquecimento do extrato.
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Figura 6 — Variagdo da atividade ribonucledsica de
hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus
laevicauda {Latreille}, em fungio da percentagem de
saturacdo de sulfato de ambnia.

A purificagdo do sistema ribonucled-
sico com sulfato de aménia mostrou ati-
vidade méaxima na fracdo 60-80% de
saturacdo, seguindo-se os valores corres-
pondentes a 20-40% e 40-60% de satu-
racdo (tabela I; figura 6). Nestas fracOes
houve um incremento na atividade espe-
cifica de 18 vezes para 60-80%, 5,9 vezes
para a fracdo 20-40% e de 3,5 vezes para
a fracdo 40-60% de saturacdo, em relacdo
ao extrato bruto. Estes dados indicam
que o uso do sulfato de amdnia poderd
ser a primeira fase para a purificacao
deste sistema enzimatico.
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Na tabela Il encontram-se os valores
da concentragdo de RNA, proteina e ati-
vidade ribonucleasica, relativos aos extra-
tos de hepatopéncreas de jovens da
lagosta Panulirus laevicauda, nos diversos
estdgios de muda. Observa-se que a ativi-
dade ribonucleasica maxima ocorrida no
estdgio C coincide com a maxima con-
centracdo de RNA. Isto sugere que nesse
estdgio ha uma intensa sintese e degrada-
¢do de RNA, ou seja, um intenso
turnover do sistema RNA-RNase, favore-
cendo a producdo de proteina, cuja con-
centragd0 maxima ocorreu no estagio
imediatamente seguinte, estagio D,
estando de acordo com os estudos de
Travis (1955), Passano (1960) e
Skinner (1965 e 1966).

CONCLUSOES

1 — O pH 6timo de reacdo da enzima
RNase apresentou dois valores maximos
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(5,2 e 8,0), indicando provavelmente a
presenca de duas enzimas.

2 — A relagdo enzima-substrato foi
de 0,8 mg de substrato (RNA 0,1%) para
0,2 ml do extrato de hepatopancreas.

3 — O tempo de reagdo 6timo foi de
30 minutos de incubagdo a 45°C.

4 — A enzima RNase apresentou
estabilidade em relag3o a temperatura de
incubacdo (50°C) do extrato, até 15
minutos, decaindo gradativamente até o
tempo de 60 minutos, quando atingiu
79% de perda de atividade.

5 — A eficiéncia de extragdo, em
fungdo ao pH 6timo da enzima RNase,
foi verificada em tampdo de acetato de
so6dio pH 5,0.

6 — O 6timo de saturagado de sulfato
de ambdnia para purificacdo da enzima,
foi de 60-80% de concentracdo, com
aumento de 18 vezes na atividade em
relagdo ao extrato bruto.

7 — A maior atividade especifica da

TABELA |

Dados relativos a nirificagdo com sulfato de amodnia de ribonuclease de hepatopédncreas de jovens da lagosta
Panulirus faevicauda (Latreille). No ensaio usou-se RNA como substrato, sendo a incubacdo a temperatura de
45°C, durante 30 minutos e pH 5,2.

% de sulfato Recuperagdo Vezes de

de amonia U.A./mi mg P/ml U.A./mg P (%) purificagdo
¢] 75,0 95,4 0,79 100,0 1,0
0-20 50 44 1,14 4,6 14
20 - 40 250 54 463 5,7 59
40 — 60 375 134 2,80 14,0 35
60 — 80 10,0 0,7 14,29 0,71 18,1
80 — 100 50 1.9 2,63 20 3.3

TABELA 11

Variagdo de proteina, RNA e atividade ribonucleasica em hepatopancreas de jovens da lagosta Panulirus
iaevicauda (Latreille), em fungdo dos estagios de muda.

Estagio U.A./ml mg Proteina/ml U.A./mg Proteina RNA

do ciclo — 1 — —

de muda Mi Ma M Mi Ma M Mi Ma M | mg/g
A 60,0 700 66,7 45,5 50,0 71,7 049 - 1,48 1,17 0,12
B 65,0 74,0 69,5 62,6 66,9 64,8 0,97 1.18 1,07 -
C 50,0 105,0 69,9 36,2 72,9 52,9 0,99 1,87 1,36 0,81
D 62,5 775 70,0 61,7 91,7 745 0,68 1,13 0,97 0,28

Convencdo: Mi — valor minimo; Ma — valor médximo; ﬁ — valor meédio.
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atividade ribonucledsica, em relagdo a
classe de comprimento, foi no intervalo
de12a13cme o menorem8e 9cm.

8 — A quantidade de protefna por m!
apresentou seu maximo no intervalo de
classe de 8 a 9 cm e seu minimo, de 12 a
13 cm.

9 — A atividade especifica da enzi-
ma, quanto aos estagios de muda, teve
seu valor maximo no estdgio C e seu
minimo no estagio D.

10 — A concentracdo maéaxima de
protefna no hepatopancreas foi obtida
no estagio D e seu minimo no estagio C.

11 — A concentra¢do em mg de RNA
por grama de hepatopancreas, foi maxi-
ma nho estagio C e minima no estagio D.

SUMMARY

English title: Preliminary study of
the RNA-RNase system of hepatopan-
creas of juveniles of lobster Panulirus
laevicauda {Latreille).

This paper is a preliminary study of
the RNA-RNase system in the lobster
Panulirus laevicauda, based on samples
taken at Fortateza (Ceard State, Brazil).

The main results of this work can be
summarised as follows:

1. The optimum reaction pH of RNase
enzym had two peak values (5.2 and
8.0), which might stand for the
presence of two enzyms.

2. The enzym-substrate relationship
was 0.8 mg of substrate {(RNA 0.1%)
to 0.2 mg of hepatopancreas extract.

3. The optimum reaction time was
30 min. of incubation, at 45°C.

4. The RNase enzym remained stable in
relation to incubation temperature
(50°C) until 15 min., decreasing
gradually down to 60 min., when a
79% loss of activity was reached.

5. The efficiency of extraction, relative
to the optimum pH of RNase enzym,

was measured in sodium acetate
buffer, pH 5.0.

6. The optimum value for saturation of
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ammonia sulphate for purification of
the enzym occurred at 60-80 per
cent concentration, with an 18-time
increase of activity in relation to the
raw exiract,

7. The specific activity of the ribonu-
cleatic activity, as far as individual
length is concerned, was higher at
12-13 cm and lower at 8-9 cm total
length.

8. The amount of protein per ml had its
maximum value at the 8-9 cm length
class and its minimum at 12-13 cm
total length.

9. The specific activity of the enzym, as
to stage of molting cycle, had its
highest value at stage C and its lowest,
at stage D.

10. The maximum protein concentration
on the hepatopancreas was attained
at stage D and its minimum, at
stage C.

11, The concentration in mg of RNA per
gram of hepatopancreas was highest
at stage C and lowest at stage D.
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