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RESUMO

O aluminio € um elemento ubiquitdrio e sem papel bioldgico definido, aplicado em tratamento de
agua devido sua acdo floculante. Seu acimulo em ambientes aquéticos, mesmo em condi¢des
alcalinas, acarreta ag¢do téxica para a biota aqudtica, sobretudo quando a exposi¢do se dd num
periodo prolongado, causando doencas em especies de peixes podendo levar a morte. Organismos-
teste como a tilapia tem grande potencial em ferramentas no biomonitoramento de &reas
impactadas. Objetivamos, avaliar enzimas hidrolases da tildpia-do-Nilo por inducdo a exposicdo de
concentracdes desse metal. Neste contexto, foram utilizadas sete enzimas de tildpias-do-Nilo O.
niloticus, a saber: AChE cerebral, AChE muscular, BChE muscular, pepsina, tripsina, quimotripsina
e amilase intestinal; como biomarcadores, através da inducao a exposicao ao aluminio em ensaios in
vivo (andlises dos grupos induzidos a exposi¢do) e in vitro (indu¢do por incubacio a partir de
amostras do grupo controle do ensaio in vivo). Os peixes foram cultivados e expostos a diferentes
concentracoes de aluminio, delineando trés grupos experimentais: Tratamento Grupo Controle
(TGC, sem exposicdo ao Aly(SOy)3); Tratamento Grupo 1 ppm de Al (SOy4)s (TG1); Tratamento
Grupo 3 ppm de Al (SO4); (TG3). O cultivo foi realizado durante um periodo ininterrupto de 14
dias, com alimentacdo ad libitum, fotoperiodo 12:12, troca dindmica da &agua (80%) e
monitoramento didrio dos parametros fisico-quimicos da qualidade de d4gua. Em seguida, coletadas
amostras de figado e branquias e imersas em CH20 (10%) para posterior andlise, enquanto cérebro,
musculo e intestino foram macerados e homogeneizados, obtendo o extrato bruto (E.B.) para as
andlises enzimdticas. Nao houve alteragdes morfoldgicas nas avaliagdes das branquias e do figado
da tildpia. As trés enzimas colinesterdsicas apresentaram aumento de atividade nos grupos expostos
ao aluminio (TG1 e TG3), tanto nos ensaios in vivo quanto nos in vitro. A AChE cerebral teve
atividade maxima de 126.93 £+ 13.20% e 160.13 + 10.92%, in vivo e in vitro, respectivamente, nos
tratamentos expostos a concentracdo de 3 ppm (TG3), em relacdo ao tratamento grupo controle
(TGC, 100%). Nas mesmas condicdes, também aumentou a da AChE muscular, com 163.81 +
0.30% e 138.77 + 4.07%. Entre as colinesterases, a BChE apresentou resultado mais expressivo no
tratamento in vitro, 168.28 = 5.49% e 196.17 + 4.08%, para os grupos TG1 e TG3. Das quatro
enzimas digestivas analisadas, a pepsina in vivo apresentou menor atividade, 65.01 + 1.04% (TG1)
e 61.06 £ 1.90% (TG3), embora todas as demais, tripsina, quimotripsina e amilase intestinal tenham
demonstrado redu¢do de sua atividade em ambos os ensaios, in vivo e in vitro. Nas andlises
experimentais in vivo a atividade da quimotripsina e da amilase intestinal demonstraram reducao
significativa entre os tratamentos, sobretudo em relagdo ao TG3, 73.0 = 1.8% e de 60.20 + 3.95%,
respectivamente. A atividade in vitro da tripsina foi menor do que a in vivo, inclusive entre os
tratamentos TG1 e TG3. Os resultados demonstram a relevincia da aplicagdo de biomarcadores
enzimaticos de O. niloticus. O aumento da atividade colinesterdsica e a reducdo na atividade de
principais enzimas do metabolismo digestivos, forneceram resultados que indicam a presenga do
aluminio. Sugerimos o procedimento como ferramenta 1til e alternativa no monitoramento de dreas
impactadas pelo metal.

Palavras-chave: aluminio, biomarcador, colinesterases, enzimas digestivas, tildpias.
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ABSTRACT

Aluminum is a ubiquitous element and without defined biological role, applied in water treatment
due to its action flocculant. Their accumulation in aquatic environments, even under alkaline
conditions, causes toxic effects on aquatic biota, particularly when exposure occurs over an
extended period, causing disease in fish species may lead to death. Test organisms such as tilapia
has great potential tools for the biomonitoring of impacted areas. We aimed to evaluate the enzymes
of Nile tilapia induction the exposure to concentrations of that metal. In this context, we used seven
enzymes hydrolases of O. niloticus, namely, brain AChE, muscle AChE, muscle BChE, pepsin,
trypsin, chymotrypsin and intestinal amylase as biomarkers, by inducing exposure to aluminum in
vivo assays (analysis of the induced exposure groups) and in vitro (induction by incubation from the
control group samples of the in vivo). The fish were cultured and exposed to different
concentrations of aluminum, outlining three groups: Treatment Control (TGC, without exposure to
Alx(SO4)3); Treatment Group 1 ppm of Al (SOs); (TG1), Treatment Group 3 ppm of Al (SO4);
(TG3). The cultivation was conducted for a continuous period of 14 days, with feeding ad libitum,
12:12 photoperiod, dynamic exchange of water (80%) and daily monitoring of physico-chemical
parameters of water quality. Then, samples of liver and gills and immersed in CH20 (10%) for
further analysis, as brain, muscle and intestine were ground and mixed, obtaining a crude extract
(CE) for enzyme analysis. There were no morphological changes in the assessments of the gills and
liver of Tilapia. The three cholinesterase enzyme showed increased activity in the groups exposed
to aluminum (TG1 and TG?3) in both in vivo and in vitro. The brain AChE activity was maximum
126.93 £ 13.20% and 160.13 = 10.92%, in vivo and in vitro, respectively, in treatments exposed to a
concentration of 3 ppm (TG3), compared to treatment control group (TGC, 100%). Under the same
conditions, also increased muscle AChE, with 163.81 + 0.30% and 138.77 £ 4.07%. Among the
cholinesterase, muscle BChE showed the most significant result in the in vitro treatment, 168.28 +
5.49% and 196.17 £ 4.08% for groups TG1 and TG3. Of the four digestive enzymes analyzed,
pepsin in vivo showed the lowest activity, 65.01 £ 1.04% (TG1) and 61.06 £ 1.90% (TG3), while all
the others, trypsin, chymotrypsin and intestinal amylase have been shown to reduce intestinal
activity in both studies, in vivo and in vitro. In the experimental analysis in vivo activity of
chymotrypsin and intestinal amylase were also significantly reduced among the treatments,
especially in relation to the TG3, 73.0 £ 1.8% and 60.20 + 3.95%, respectively. The in vitro activity
of trypsin was lower than in vivo, including among treatments TG1 and TG3. The results
demonstrate the relevance of applying biomarkers enzymatic O. niloticus. The increased activity
cholinesterase and decreases in activity of key enzymes in the digestive metabolism, provided
results that indicate the presence of aluminum. We suggest the procedure as a useful alternative and
in monitoring areas affected by metal.

Key-words: aluminum, biomarker, cholinesterase, digestive enzymes, tilapia.
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1 INTRODUCAO

A qualidade de vida humana é, direta ou indiretamente, dependente da saude, vitalidade e
vigor do ambiente que nos rodeia. Os componentes abidticos e bidticos, incluindo ar, dgua, solo,
alimentos, plantas e animais constituem nosso meio ambiente, e através de uma série de interacdes,
a vida é sustentada, entretanto, qualquer alteracdo num destes componentes promoverd graves
repercussdes sobre a continuidade do ciclo biol6gico (JHA, 2004).

O ambiente aqudtico recobre dois tercos do planeta e € habitado pela maioria das espécies
existentes nos diferentes nichos ecoldgicos, além disso, muitas delas sdo importantes fontes de
alimentacdo (TUZAN e SOYLAK, 2007). Como conseqiiéncia do crescimento da populagcdo e o
desenvolvimento industrial, a produc@o, o consumo e o descarte de produtos quimicos corroboram
para o aumento da producdo de residuos antropogénicos, acarretando em danos ecoldgicos
(TURKMEN et al., 2005; ONER et al., 2009), pois muitos deles sdo, em ultima instancia,
depositados nos ecossistemas fluviais, sendo a maioria substancialmente téxicos (FERNANDES et
al., 2007; FIRAT e KARGIN, 2010).

A exposi¢do a metais pesados pode levar a vdrios efeitos téxicos em animais aquéaticos,
incluindo dano tecidual, alteracOes respiratérias, bioquimicas, fisiolégicas e, finalmente,
mortalidade (DURAL et al., 2007). Portanto, os parametros enzimaticos € ndo enziméticos ganham
importancia como ferramentas sensiveis para estimar os efeitos das exposi¢des aos metais pesados
antes da ocorréncia dos efeitos nocivos nos organismos (ONER et al., 2009). Devido a essa acdo
deletéria, € necessdrio controlar sua bioacumulacdo em espécies-chave, viabilizando a observacdo
da extensdo temporal e espacial da contaminacdo, bem como uma avaliacdo do impacto potencial
sobre a saide do organismo e do ecossistema como um todo (FERNANDES et al., 2007).

Em sistemas de dgua doce, o peixe € um produto que os seres humanos mais consomem por
ser uma fonte potencial de proteinas e por ser de baixo preco comercial, beneficiando familias de
baixa renda (MENDIL et al., 2005). Além disso, sdo freqiientemente utilizados como biomonitores
por oferecer vantagens especificas na descricdo das caracteristicas naturais dos ecossistemas
aquaticos e na avaliagdo das mudancas nos habitats. Primeiro por serem espécies de uma vida longa
e integrarem as flutuacdes dos poluentes ao longo do tempo, além disso, os compostos de maior
concentracdo ao longo do tempo serdo abundantes nos tecidos dos organismos mais antigos;
segundo por estarem sempre presentes na dgua, permitindo o monitoramento (LAMAS et al., 2007).

Entre as espécies aquaticas, as tildpias desfrutam de destaque mundial na aquicultura voltada
para alimentacdo, além do seu potencial uso nos cultivos experimentais em laboratério
(TENGJAROENKUL et al., 2000) e, dentre elas, a tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido

utilizada como bioindicadora na producdo de respostas aos efeitos que ocorrem em niveis mais
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elevados da organizacdo biol6gica (FERNANDES et al., 2007), através de medidas em nivel
individual (medidas biométricas), populacional (redugdo reprodutiva, mortalidade, tamanho e
biomassa) e de comunidade (perturbacio do ciclo de nutrientes). Estes organismos sdo amplamente
utilizados para obtencdo de respostas a agentes estressores, e dessa forma, sua utiliza¢dao contribui
para avaliagdo de risco ecoldgico e na defini¢do de estratégias adequadas para conservagao das
espécies mais afetadas por poluentes (TEJEDA-VERA et al. 2007).

Do ponto de vista toxicoldgico, niveis de diferentes metais pesados estdo sendo amplamente
difundidos pela literatura, entretanto, dados acerca do aluminio em peixes € bastante limitado,
apesar de sua crescente utilizacdo em indudstrias metaldrgicas, tratamento de dgua (devido sua acao
floculante) e para fins domésticos. Tendo em vista a problemética abordada, faz-se necessdrio a
realizacdo de pesquisas que possam determinar o efeito deste metal em diferentes enzimas, tais
como as colinesterdsicas e as digestivas, tanto no ambito in vivo - buscando se aproximar da
realidade ambiental -, quanto in vitro, como forma de mensurar a a¢io direta do poluente, até entao
pouco estudado; alertando para provaveis danos ambientais e possiveis prejuizos a saide publica. A
utilizacdo de parametros fisicos, quimicos e bioldgicos para aferir a qualidade da dgua de um
sistema supostamente impactado como, por exemplo, de natureza bioquimica, baseiam-se nas
respostas dos organismos em relagdo ao meio onde vivem. Avaliar a atividade enzimética de orga-
nismos supostamente expostos a acdo de metais pesados constitui uma ferramenta relevante para
fins de monitoramento e gestdo, até pelo crescente parque industrial brasileiro. Com esse intuito,
nossa pesquisa utiliza a tildpia nildtica - por ser bastante sensivel a alteracdo de seu ambiente
natural e apresentar relacdes com o metabolismo de outros vertebrados - como organismo-teste,

ferramenta bioindicadora na exposi¢@o ao aluminio.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pescado: consumo e produc¢iao nacional

O pescado € uma importante parte na dieta didria de muitos paises, por apresentar alta
qualidade, proteinas de facil absor¢cdo e uma grande variedade de vitaminas (tiamina, riboflavina,
niacina) e minerais (célcio, ferro, fésforo, iodo), contribuindo com um quarto da oferta mundial de
proteina de origem animal. Possui altos niveis de &4cidos graxos poliinsaturados, especialmente
omega-3, que diminui as taxas de colesterol no sangue. Na maioria dos paises, peixes, moluscos,
crustaceos e bivalves sao fontes relevantes de emprego, lucro e moeda externa (DELGADO et al.
2003). O consumo per capita de pescado aumentou de 11,6 kg em 1971 para 16,4 kg em 2005,
principalmente devido aos paises em desenvolvimento. O rdpido crescimento da populagdo,
juntamente com o aumento do valor médio de peixe consumido por pessoas (0 consumo individual
brasileiro individual em 2009 foi de aproximadamente 9 Kg/ano), acarretou num maior consumo
global de peixes. Nesse cendrio, a China € a responsdvel por grande parte desse crescimento, uma
vez que sua quota de producdo cresceu de 21% em 2004 para 35% em 2005, tendo como
abastecimento per capita o valor de 26,1 kg (FAO, 2009).

O Brasil apresenta grande potencialidade para a producdo pesqueira, sobretudo, por ser um
pais de dimensdes continentais. E o quinto maior pais do mundo, possuindo 1,7% do territério do
globo terrestre e representando 47% da América do Sul, ocupando uma area de 8.514.876,599 km?2,
7.367 km?® de costa ocednica, 3,5 milhoes de km? de Zona Econdmica Exclusiva (faixa maritima
sobre o qual o pais detém os direitos de exploracdo, conservacdo e administracdo de todos os bens
nela existentes). Sua populacdo estd estimada em 190.732.694 milhdes de habitantes, segundo o
senso estatistico realizado em 2010 (IBGE, 2010), além de ser detentor da maior quantidade de
4gua com potencial para a agiiicultura continental no mundo. E um pais onde o consumo de pescado
ainda é variado e vem apresentando um significativo crescimento ao longo dos anos (FAO, 2009).

A producdo nacional de pescado possui um indice superior a outras atividades, como a
agricultura e a pecudria, por exemplo, sobretudo, por possibilitar boa lucratividade e um retorno
financeiro rédpido. Em 2009, essa produgdo atingiu 1.240.813,1 t (Pernambuco contribuiu com
aproximadamente 23.4771 t), divididas entre todas as suas atividades - pesca marinha, continental,
piscicultura e carcinocultura -, apresentando crescimento de 25,2% em relagdo a 2003. Na
comparacdo do crescimento da producdo das atividades zootécnicas no periodo de 2007 a 2009,
observa-se que a aquicultura registrou crescimento relativo de 43,8%, ao passo que as principais
criacdes da pecudria nacional, aves e suinos, registraram apenas 12,9 e 9,2%, respectivamente, e de

bovinos uma retracdo na ordem de 8,6% (MPA, 2010).
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O valor da produg¢do nacional de pescado compreendido no periodo entre 2007 e 2009, em
reais, correspondeu a R$ 1.240.813,4. Neste cendrio, a piscicultura teve um incremento de 90% da
producdo. Houve um crescimento de 34% no ano de 2008 em relacdo a 2007, crescendo de
210.640,5 t para 282.008,4 t. No ano 2009 a piscicultura apresentou a producdo total de 337.353 t,
representando um aumento de 20% em relacdo a 2008. Em relacdo a tilapicultura, a produgdo
nacional vem apresentando um padrio de crescimento desde 1994, atingindo em 2009 um total de
39% do pescado proveniente da piscicultura nacional. A producao de tildpia entre 2003 e 2009
cresceu cerca de 105%, saindo de 64.857,5 t para 132.957,7 t, respectivamente. Ressalta-se que do
ano de 2007 para 2008 aumentando de 17% saindo de 95.0910 t para 111.145,3 t e deste para 2009
elevando este valor para 132.957,8 t, fixando um crescimento de 20%, tornando-se o carro chefe da

producio aquicola do pais (MPA, 2010).

2.2 Tilapia-do-Nilo Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758)

A tilapia foi um dos primeiros peixes criados em aquicultura pelos antigos egipcios, hd
aproximadamente 4.000 anos e, embora a distribuicdo mundial significativa de tilapias —
principalmente a de Mogambique Oreochromis mossambicus - tenha ocorrido entre as décadas de
1940 e 1950, a difusdo maior deste peixe ocorreu a partir da década de 1960 até a de 1980. A
tilipia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Fig. 1), foi introduzida do Japao para a Tailandia, em 1965,
deste ultimo, enviados para outros paises asidticos e africanos (KUBITZA, 2006). Da Costa do
Marfim, foi introduzida no Brasil em 1971, sendo enviados na mesma década para os Estados
Unidos e a China, que hoje é lider mundial na producgdo de tildpia e produziu mais da metade da

producdo global nos anos de 1992 a 2003 (FAO, 2010).

Figura 1: Exemplar de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) em vista lateral. Fonte: Acervo pessoal.
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Segundo Kubitza (2000), mais de setenta espécies de tildpias ja foram identificadas e
catalogadas, dentre as quais, quatro conquistaram o mercado mundial: a tildpia-do-Nilo ou tilapia
cinza (O. niloticus), a tildpia azul ou durea (O. aureus), a tilapia-de-Mocambique ou vermelha (O.
mossambicus) e a tildpia Zanzinbar (O. urolepis hornorum). No Brasil sdo cultivadas diversas
linhagens de tildpias, dentre as quais a de cor cinza e a de cor vermelha merecem destaque pela
producdo e consumo nacional (KUBITZA, 2006). A O. niloticus é uma espécie tropical e
subtropical, que prefere viver em 4guas doce e rasa (IGARASHI, 2008), alimentando-se de
fitoplancton, plantas aquéticas, pequenos invertebrados, fauna bentonica e detritos (ROTTA, 2003).
Sistematicamente, sdo peixes teledsteos (Teleostei), possuindo uma das trés infraclasses da classe
Actinopterygii (do grego aktis, raio + pteryx, nadadeira; asa) de peixes O0sseos (RODRIGUES,
2009).

A caracteristica biologica da O. niloticus inclui: corpo compacto; espessura do pedinculo
caudal igual ao comprimento, escamas cicldides, protuberancia similar a um botdo, ausente na
superficie superior do focinho. O comprimento da mandibula superior ndo apresenta dimorfismo
sexual (ndo diferindo entre os sexos) e o primeiro arco branquial apresenta de 27 a 33
trilhas/rastros. Peixes desta espécie apresentam ainda linha lateral interrompida, partes espinhosas e
partes moles de raios da nadadeira dorsal continuas, nadadeira dorsal com 16 a 17 espinhos, sendo a
anal com 3 e a caudal é truncada. Atinge maturidade sexual em torno de 6 meses, além de serem
altamente proliferas (podem gerar 4 desovas/ano) (KUBITZA, 2005; FAO, 2010). A maioria das
espécies protege sua cria na boca, onde sdo chocados. Isso ajuda os ovos a ficarem oxigenados e os
previne de serem atacados por bactérias, fungos e demais predadores (KUBITZA, 2000).

A tildpia é a espécie mais utilizada, entre os peixes de dgua doce, para cultivo comercial, por
apresentar melhor desempenho entre os peixes, sobretudo os machos, além de possuir boas
caracteristicas zootécnicas, organolépticas, ser de boa aceitacdo pelo publico; de seu valor
nutricional em termos de proteinas (IGARASHI, 2008). Com relacdo ao filé, o mesmo é desprovido
de espinhas intramusculares, e possui bom rendimento (KUBITZA et al., 2007). Somado a isso, esta
o amplo conhecimento técnico — tais como cultivo, alimentacdo, manejo -, e bioldgico acerca da
espécie, o que viabiliza sua utilizagdo econdmica, potencializando-a para industrializacao

(ISHIKAWA et al., 2008).

2.2.1 Parametros fisico-quimicos para cultivo de tilapias

As tildpias crescem e até conseguem se reproduzir em 4gua salgada ou salobra, sem

apresentar problema com odores desagraddveis, pois sdo bastante tolerantes a salinidade

(KUBITZA, 2005). Sao peixes de dguas quentes, preferindo ambientes entre 21° e 35°C, ainda que
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tolerem até 15°C ou acima de 35°C, quando bem nutridas. Temperaturas abaixo de 20° tendem a
reduzir o consumo de alimentos, retardar o crescimento e tornar o peixe mais susceptivel as doengas
(KUBITZA, 2000). O aumento da temperatura da dgua € proporcional a atividade metabdlica, ao
consumo de alimento e, por conseguinte, ao crescimento. A faixa de temperatura mais adequada
para juvenis de O. niloticus é entre 28 e 32°C, com melhoria no desempenho produtivo e na
composi¢ao corporal. Além disso, o conforto térmico é um fator externo que pode influenciar na
atividade enzimdtica digestiva de peixes, uma vez que a quantidade de pepsinogénio € influenciada
por ela, sendo proporcional a esta e reduzida a medida que a temperatura diminui (ROTTA, 2003).
A tildpia pode sobreviver numa larga faixa de pH, embora se desenvolva melhor entre 6 e 9.
Quando exposta a baixo pH, apresenta sinais de asfixia (movimentos operculares acelerados e
boquejamento na superficie), enquanto o corpo e as branquias apresentam excesso de muco. Ja
quando a acidez € excessiva pode acarretar num aumento da secre¢ao mucodide, irritacao e inchaco
nas branquias, culminando com a destruicdo do tecido branquial, afetando o dinamismo do peixe
(KUBITZA, 2000). Esta é uma espécie que resiste a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido
(OD), suportando valores inferiores a 0.3 mg/L (POPMA e MASSER, 1999). Para Kubitza (2000)
os alevinos de O. niloticus de 10 a 25 g, podendo sobreviver a exposicdo ao oxigénio dissolvido
entre 0.4 a 0.7 mg/L, por 3 a 5 horas, até quatro manhas consecutivas, sem registro de significativo
de mortalidade. Ainda segundo o autor, quando a concentracdo de oxigénio dissolvido atinge um
percentual entre 45 a 50% da saturacdo (cerca 3 a 3,5 mg/L, a 28 e 30°C), adultos desta espécie
comecam a reduzir sua atividade e, por conseguinte, seu consumo de oxigénio, numa espécie de
mecanismo compensador pela redugao do oxigénio da dgua de cultivo. As tildpias ainda resistem a
altas concentracdes de amonia toxica e a baixa qualidade da 4gua, comparadas a maioria dos peixes

cultivados (DELONG et al., 2009).

2.3 Caracteristicas estruturais das visceras de tilapias

As branquias sdo 6rgdos de vital importancia para os peixes, ocupando o primeiro lugar
entre os 6rgaos envolvidos na manutencao da saide e metabolizacdo de nutrientes, servindo de
parametros para o bom desenvolvimento destes animais. Sua multifuncionalidade, a vasta 4rea de
superficie que ocupa e a sua localizacao relativamente ao meio externo faz das branquias um 6rgao-
chave para a agdo dos poluentes existentes no meio aqudtico, assim qualquer alteracdo nesta
estrutura causard um desequilibrio organico comprometendo a sobrevivéncia e desempenho dos
peixes. Dessa forma, alteragdes histolégicas das brinquias sdo reconhecidas como um método
répido e vélido para determinar os danos causados pela exposicao a diferentes irritantes nos peixes.

O epitélio branquial apresenta-se estratificado, sendo constituido por diversos tipos celulares, em
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particular, por trés: as pavimentosas que aparecem em maior frequéncia e possuem fungdo de trocas
gasosas; as células cloreto responsdveis pela regulacdo i6nica, equilibrio dcido-base e excrec¢do de
metabolitos nitrogenados, e as células mucosas, responsdveis pela produgcdao de muco, o qual possui
funcao de lubrificacdo e bactericida (CARVICHIOLO, 2009).

A mucosa estomacal de teledsteos € revestida por epitélio simples cilindrico composto de
células com nucleo basal e glandulas gastricas tubulares na lamina prépria. De acordo com o habito
alimentar, as glandulas géastricas podem sofrer alteracdes morfoldgicas (SANTOS et al., 2007). O
intestino apresenta glandulas digestivas e um suprimento abundante de vasos de sangue e de linfa,
além de ser o local onde ocorre a maior parte da absor¢do dos nutrientes, ions e dgua provenientes
da dieta. Os cecos pildricos estdo presentes em algumas espécies, como nos salmonideos, e ausentes
em outras, como nas tildpias. Nesse caso, ocorre um maior desenvolvimento da mucosa e/ou maior
comprimento do intestino médio para compensar a escassez ou auséncia dessas estruturas. Os
teledsteos apresentam como caracteristica basica a presenga de pelo menos dois segmentos
intestinais. No primeiro ocorre a absor¢ao de nutrientes em suas formas menores (monossacarideos,
aminoécidos e dcidos graxos), enquanto que, no segundo, ocorre a entrada de macromoléculas pelo
processo de pinocitose (ROTTA, 2003; CAVICHIOLO, 2009).

O figado é o maior e mais versatil dos 6rgaos metabdlicos, ocupante de uma posi¢ao central
no metabolismo do organismo (SANTOS et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008;
RODRIGUES, 2009). Este 6rgdo € um dos locais mais ativos na metabolizacdo, desempenhando
fungdes anabdlicas, como a sintese de proteinas; e catabdlicas, como metaboliza¢do do glicogénio e
do nitrogénio, detoxicagdo, além de processos biotransformativos e tentativas de neutralizacao dos
efeitos dos poluentes quimicos ou metabdlicos (WILLIAMS e IATROPOULOS, 2002;
CAVICHIOLO, 2009). Os hepatdécitos podem ser considerados o primeiro alvo da toxicidade de
uma substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgao biomarcador da polui¢do ambiental
(SANTOS et al., 2004). A literatura relata que, no figado, o metabolismo de biotransformacdo e
detoxicac¢do de compostos quimicos, dentre eles dos xenobidticos, estd intimamente relacionado a
variacOes individuais e fatores externos, como a temperatura, o pH, turbidez do meio, salinidade e
alimentacdo (DER OOST et al., 2003; RODRIGUES, 2009).

As alteracdes histopatoldgicas sao excelentes ferramentas de marcacdo bioldgica de
exposicao a agentes quimicos por serem compativeis as respostas bioquimicas, principalmente
alteracdes nas cinéticas enzimdticas. Neste sentido, andlises de visceras como branquias, figado,
estdmago e/ou intestino podem subsidiar num processo de investigacdo bioldgica. A andlise
morfolégica de tecidos também fornece informacdes importantes a respeito da fisiopatologia

celular. Assim, padrdoes bioquimicos, teciduais e anatdmicos podem ser analisados como
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biomarcadores de exposi¢do de contaminantes em peixes e outros organismos aqudaticos (VAN DER

OOST et al., 2003).
2.4 Bioquimica enzimatica

As enzimas sdo proteinas especializadas na catdlise de reacdes bioldgicas, além de eficientes
dispositivos moleculares que determinam os padrdes de transformagdes quimicas, tornando-se
essenciais para a manutencdo da vida (KOOLMAN e ROEHM, 2005). Atuam de forma altamente
especifica com seus substratos. A reacdo enzimdtica ocorre no interior de uma cavidade na enzima
chamada sitio ativo (Fig. 2), onde a molécula que se liga a essa regido é contornada com residuos de
aminodcidos cujos grupos substituintes se ligam ao substrato e catalisam a sua transformacdo

(NELSON e COX, 2004).

Substrate:.

Tyr’

Figura 2: Liga¢do de um substrato ao sitio ativo de uma colinesterase. Fonte: Adaptado de Silman e Sussman, (2005).

Para evitar ambigiiidade, a International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB) classificou as enzimas em seis classes, de acordo com o tipo de reacdo especifica que
catalisam (NELSON e COX, 2004). As enzimas com especificidades de efeito semelhantes sdo
reunidas em uma das seis classes principais, como ilustrado na figura 3.

As enzimas oxido-redutases catalisam a transferéncia de equivalentes de redugdo entre dois
sistemas de o6xido-redugdo; as transferases catalisam a transferéncia de outros grupos de uma
molécula para outra; as hidrolases - objeto de nosso estudo (classe 3, grupo das hidrolases) - sdo
uma classe que catalisa reacdoes de hidrdlise de ligacdo covalente. Enzimas desta classe que
promovem a cisdo de um material organico por adicdo de dgua. Elas catalisam a hidrdlise de
ligacdes éster, éter, peptidico, glicosila, anidrido-acido, C-C, C-haleto ou P-N. Como, por exemplo,

as enzimas que agem nas ligacdes ésteres como a acil-colina acil-hidrolase (pseudocolinesterase), as

10
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que atuam sobre compostos glicosila como o B-D-galactosidase e as que atuam sobre ligacdes
peptidicas.

As liases catalisam a quebra ou a formacdo de uma ligacdo quimica, com a qual ocorre a
formacao ou o desaparecimento de ligacdes duplas; ja as isomerases modificam grupos dentro de
uma molécula, sem alterar a férmula molecular do substrato; e, por fim, as ligases, que catalisam
reacoes dependentes de energia e, por isso, encontram-se acopladas a hidrdlise fosfatos de

nucleosideos (geralmente ATP) (KOOLMAN e ROEHM, 2005).

CLASSE TIPO DE REACAO SUBCLASSES
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Figura 3: Classificacdo internacional das enzimas. C- carbono; O- oxigénio; N- nitrogé€nio; S- sintases. red — reducao;

oxi — oxidac¢do. Fonte: Adaptado de Koolman e Roehm, (2005).

A diversidade bioldgica das espécies de peixes fornece uma ampla variedade de enzimas
com propriedades Unicas. As proteases sdo enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre os
aminodcidos das proteinas, cujo mecanismo € denominado de clivagem protéica, catalisando a
hidrdlise total das proteinas, comum em processos de ativagao ou inativa¢do de enzimas, envolvido
principalmente na digestdo (RAO et al., 1998). Elas sdo enzimas que desempenham um papel
essencial no crescimento e sobrevivéncia de todos 0s organismos vivos. Para os animais marinhos,

proteases sdo produzidas predominantemente pelas glandulas digestivas dentre elas, pepsina,

11
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gastricsina, tripsina, quimotripsina, colagenase, elastase, carboxipeptidase e esterase carboxila
(KLOMKLAO, 2008).

Genericamente, as proteases sdo divididas em dois grupos principais, dependendo do seu
local de agdo: endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases sdo caracterizadas por sua acao
preferencial nas regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regides N- (a-amino) e C- (a-
carboxila) terminal. As endopeptidases sdo divididas em quatro subgrupos com base no seu
mecanismo catalitico, (i) proteases de serina, (ii) aspartico proteases, (iil) proteases de cisteina, e
(iv) metaloproteases. As exopeptidases atuam apenas nos finais das cadeias polipeptidicas na regido
N ou C terminal. Aquelas que atuam na regido amino terminal livre liberam um tnico residuo de
aminoécido (aminopeptidases), um dipeptideo (dipeptidil-peptidases) ou um tripeptideo (tripeptidil-
peptidases). As exopeptidases que atuam na regido carboxi terminal livre liberam um tnico
aminoécido (carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidases) (RAO et al., 1998).

As proteases ainda sdo classificadas segundo o valor do pH no qual apresentam atividade
maxima, diferenciando-se dessa forma em: proteases dcidas, neutras ou alcalinas (RAO et al,,
1998). Tanto as dcidas quanto as bdsicas estdo, geralmente, presentes em peixes que apresentam
estdmago bem delimitado e funcional, como por exemplo, na O. niloticus, enquanto espécies
agastricas, como o Utah-sugekarpe Catostomus ardens, geralmente possuem apenas a bdsica, onde
o esdfago estd diretamente relacionado com o intestino, sendo ao nivel deste que ocorrerem os
processos bioquimicos essenciais da digestdo, consequéncia da atividade enzimatica oriunda do
pancreas ou da sua prépria mucosa (SEIXAS FILHO, 2003).

De acordo com a IUBMB, as proteases estdo inseridas no subgrupo 4 do grupo 3
(hidrolases), pois clivam a proteina adicionando uma molécula de dgua a ligacdo peptidica (BERG
et al.,, 2004). Em tildpias, proteases como pepsina, tripsina e quimotripsina estdo diretamente
envolvidas com o processo de digestdo, atuando no processo de degradacdo de peptideos
(TENGJAROENKUL et al., 2000; EL-BELTAGY et al., 2004). Estas enzimas (pepsina, tripsina e
quimotripsina) ja foram extraidas, purificadas e caracterizadas a partir de visceras de peixes de
diferentes espécies, como no caso da pepsina com o peixe Luciano-vermelho Lutjanus purpureos
(ZHOU et al., 2007), mandarim Siniperca chuatsi (ZHOU et al., 2008) e no albacora branca
Thunnus alalunga (NALINANON et al., 2010); no caso da tripsina com o aruana-dourado
Scleropages formosus (NATALIA et al., 2004), tildpia-do-Nilo Oreochromis niloticus (BEZERRA
et al., 2005) e do celacanto de Mocambique Latimeria chalumnae (TANIJI et al., 2007); e, por fim,
da quimotripsina como o acarad-disco Symphysodon aequifasciata (CHONG et al., 2002) e a

sardinopa-chilena Sardinops sagax caeruleus (CASTILLO-YANEZ et al., 2006).

12
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2.4.1 Pepsina (EC, 3.4.23.1)

A pepsina (EC, 3.4.23.1) € a principal enzima digestiva estomacal de peixes, comumente
utilizada para aplicac¢do industrial (KAGEYAMA, 2002; KLOMKLAO et al., 2007), incluida na
categoria das endopeptidases que clivam as liga¢des peptidicas das proteinas pelo seu lado amino
terminal dos residuos de aminodcidos ciclicos aromadticos, como a tirosina e a triptotirosina
(WHITAKER, 1994), rompendo as longas cadeias polipeptidicas em peptideos menores e em
alguns aminodcidos livres (KOOLMAN e ROEHM, 2005).

A enzima ativa é langada a partir do seu zimogénio - o pepsinogénio - por autocatdlise na
presenca de dcido cloridrico (HCI). E uma aspartil protease (DE LUCA et al., 2009), por depender
de residuos do 4cido aspartico para sua atividade catalitica. Para a maioria das espécies de
teledsteos, estd enzima apresenta pH 6timo em torno de 2 (RAO et al., 1998; ROTTA, 2003),
enquanto especificamente para tildpia € de 2,5, além de temperatura 6tima de 35°C (EL-BELTAGY
et al., 2004), tendo na hemoglobina seu principal e mais utilizado substrato (KLOMKLAO, 2008).
O peso molecular da pepsina em tildpias niléticas é de 31,00 kDa. A atividade enzimética € inibida
quase que completamente pela pepstatina A (especifico para aspartato proteases), um inibidor
competitivo, que se liga fortemente aos residuos do sitio ativo da enzima e parcialmente pelo EDTA
(especifico para metaloproteases). Em contrapartida, a atividade aumenta quando da presenca de

cations bivalentes, como o CaCl,, MgCl, e o CoCl, (KLOMKLAO et al., 2007).

2.4.2 Tripsina (EC, 3.4.21.4)

A tripsina (EC, 3.4.21.4) € a principal enzima digestiva intestinal, responsavel pela hidrélise
de proteinas da dieta (BARKIA et al., 2009). A enzima tripsinica € uma serinoprotease que hidrolisa
ligacdes peptidicas em que as carboxilas sdo constituidas por residuos de lisina e arginina (RAO et
al., 1998; KLOMKLAO, 2008). Os zimogénios secretados pelo pancreas sdo ativados por clivagem
proteolitica (KOOLMAN e ROEHM, 2005) no intestino pela enteroquinase, convertendo o
zimogénio pancredtico tripsinogénico em tripsina (KOLKOVSKI, 2001; KANNO et al., 2009) pela
remog¢ao de um hexapeptidio N-terminal. A tripsina, subsequentemente, converte outras moléculas
de tripsinogénio em tripsina. De tal modo, a enteroquinase desencadeia uma cascata de atividade
proteolitica, pois a tripsina € o ativador comum de todos os zimogénios pancredticos, como por
exemplo, o quimotripsinogénio (KOLKOVSKI, 2001; ROTTA, 2003; KLOMKLAUO et al., 2008).

As tripsinas de animais marinhos lembram as de mamiferos no seu peso molecular, entre 21
a 30,00 kDa (WANG et al., 2010), possuindo a tildpia nilética aproximadamente 23,5 kDa
(BEZERRA et al. 2005); composi¢ao de aminodcidos e sensibilidade a inibidores. Apresenta
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inibicdo ou instabilidade em pH abaixo de 5,0 e acima de 11,0 e inibi¢do por diisopropil-
fluorfosfato (DFP) e pelo fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF, inibidor de serinoprotease)
(KISHIMURA et al., 2008; MARCUSCHI et al., 2010), inibidor de tripsina de soja (SBTI) e
aprotonina. Esta enzima hidrolisa substratos sintéticos como N-a-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BApNA) e tosil-arginina-metil-éster (TAME) (WHITAKER, 1994). Sao enzimas
sensiveis a diversos ions metalicos, tais como Ca’ e Mg2+, sendo inativadas pelos fons de Fe2+,
Mn?*, Cu®*, AI**, Ba®*, Co™ e Zn’, apresentando temperatura 6tima em torno de 35-50°C

(ALENCAR et al. 2003; BEZERRA et al. 2005; SOUZA et al., 2006).
2.4.3 Quimotripsina (EC, 3.4.21.1)

A quimotripsina (EC, 3.4.21.1) é uma endopeptidase membro da familia de serinoproteases,
armazenada no pancreas na forma de um precursor, o quimotripsinogénio, ativada através de um
efeito cascata a partir da ativacdo da tripsina (RAO et al., 1998). Ao sofrer clivagem com a tripsina,
¢ quebrada em duas partes, que ainda ficam atreladas por uma ligacdo dissulfeto. Quando o
quimotripsinogénio quebrado perde dois peptideos pequenos, numa etapa chamada de trans-
protedlise, obtém-se a quimotripsina. E uma enzima especifica para a hidrélise de ligacdes
peptidicas em que grupos carboxila sao fornecidos por um dos trés aminoédcidos arométicos, ou seja,
fenilalanina, tirosina e triptofano (APPLEBAUM e HOLT, 2003; KUZ’MINA e GOLOVANOVA,
2004). A principal a¢ao da quimotripsina é denominada de triade-catalitica, uma rede de ligacdes de
hidrogénio entre a Ser’*”, His”’ e a Asp’”. Tanto ela quanto a tripsina contém a mesma "triade" de
residuos cataliticamente ativos, como ilustrado na figura 4 (EISENMENGER e REYES-DE-
CORCUERA, 2009).

Substrato —-X-Ag-Y- Substrato —X-Phe-Y-
Ser -189
Asp -189 % ._ LW
RV -7 Ser -195 A ENGe] N
Ty ("\"-‘}- o Nl Sl ' e v . Ser -195
e - Q;w v E LT =, ,P{{“ \E_—é{\_
'S e S A dhad
L VoA

- ]
- ﬂﬁii‘ -1‘3“ ¥ 3 o ' m >
A T e Ll g ‘h e
7 S | M :

] b ;;——His -57 I . <— His -57

= h—Asp 102 ' E}FASP 102

Tripsina -X-Y-Arg (LyS)—E— Quimotripsina —-X-Y-Tyr (Trp, Phe, Leu)—vZ—

Figura 4: Especificidade enzima-substrato. 1 — Tripsina (foto esquerda); 2- Quimotripsina (foto direita); Asp: aspartato;

His: histidina; Ser: serina. V- local de clivagem. Fonte: Adaptado de Koolman e Roehm, (2005).
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Quimotripsinas de peixes apresentam peso molecular variando entre 22 a 30,00 kDa,
temperatura 6tima oscilando de 45 a 55°C, e pH 6timo entre 7 a 9 (ALENCAR et al., 2003;
CASTILLO-YANEZ et al., 2009; YANG et al., 2009). Esta enzima apresenta sensibilidade a
determinados inibidores especificos, tais como tosil fenilalanina clorometil cetona (TPCK, inibidor
de serinoproteases), N-carbobenzoyi-Lphenylalanine clorometil cetona (ZPCK, inibidor de
quimotripsina-like) e inibidor de tripsina de soja (SBTI). Sdo sensiveis a diversos ions metdlicos,
tais como Ca** e Mg?*, enquanto que inativados pelos fons de Fe**, Mn**, Cu** e Zn® (YANG et al.,
2009). Sao instdveis a temperatuas acima de 55°C e em condi¢des dcidas (DE VECCHI e COPPES,
1996), além de hidrolisar substratos sintéticos como o N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa (SApNA) e
o Succinil fenilalanina p-nitroanilida (Suc-Phe-p-Nan) (CASTILLO-YANEZ et al., 2009).

2.4.4 Amilase intestinal (EC, 3.2.1.1)

Os peixes ndo possuem atividade de amilase salivar, diferindo dos mamiferos, sendo a
producdo desta enzima restrita ao pancreas e intestino, sobretudo em animais onivoros e herbivoros
(ALARCON et al., 2001), como é o caso do tambaqui (Colossoma macropomum) e da tildpia
nilética (MOREAU et al., 2001), espécies onivoras, apresentando maior atividade enzimética na
regido dos cecos pildricos e intestino proximal. Peixes carnivoros e os de dguas frias apresentam
limitada secrecdo e atividade de amilase no trato intestinal, o que € suficiente apenas para digerir
uma pequena quantidade de carboidratos, atacando as ligagdes glicosidicas a-1-4, produzindo a
partir do amido uma variedade de oligossacarideos. O aumento da producdo de amilase pode
ocorrer em resposta a presenga de carboidratos ou de produtos da sua hidrélise no limen do trato
gastrintestinal (MOREAU et al., 2001; ROTTA, 2003).

As amilases sao divididas em dois grupos: as endoamilases e as exoamilases. As
endoamilases catalisam hidrélises de forma aleatéria no interior da molécula do amido. Essa agao
causa a formacao de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios comprimentos e dessa
forma quebram as ligacdes glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna (endo) das cadeias de
amilose ou amilopectina. A a-amilase é a endoamilase mais conhecida. As exoamilases hidrolisam
exclusivamente ligacdes glicosidicas a-1, 4, como a -amilase ou ambas as ligacdes a-1,4 e a-1, 6,
como amiloglicosidase e glicosidase (GUPTA et al., 2003).

A atividade amilolitica intestinal pode ser inibida pela acdo de inibidores especificos de a-
amilase tipo I. O pH 6timo desta enzima varia de acordo com a espécie, entre 6 e 9, enquanto a
temperatura Otima situa-se entre 25 e 55°C - na tildpia nildtica é de aproximadamente 32°C -,
embora espécies como pargo (Pagrus pagrus) e sargo-alcorraz (Diplodus annularis) permanecam

estdveis a temperatura superiores a 60°C (HIDALGO et al., 1999; ALARCON et al., 2001;
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FERNANDEZ et al., 2001). O peso molecular desta enzima vai variar de acordo com a origem em
questdo, entre 10 a 210,00 kDa. As a-amilases microbianas apresentam peso molecular entre 50 e
60,00 kDa, sendo que as a-amilases bacterianas apresentam variacdo de 28 a 78,00 kDa e as a-
amilases fungicas de 41 a 69,00 kDa. Alguns peixes apresentam peso molecular maior que 100,00
kDa, como é o caso do dourada Sparus aurata (ALARCON et al., 2001). fons de AI**, Ag*, Hg™*,
Cu®*, Mn**, Zn**, Fe’*, Cd**, Pb** e de Co** sdo inibidores em potencial para estd enzima, enquanto
Ca™, K e Mg2+ ativam ou pelo menos conferem estabilidade para sua atividade (GUPTA et al.,

2003).

2.4.5 Enzimas colinesterasicas (ChEs)

Ha dois tipos de colinesterases em mamiferos: a acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e a
butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8), que também ¢ chamado de pseudo-colinesterase ou
colinesterase ndo-especifica. Colinesterases sdao distinguidas principalmente pela sua especificidade
de substrato: AChE hidrolisa a acetilcolina, a colina mais eficientemente do que outros ésteres,
enquanto BChE hidrolisa principalmente a butirilcolina e outras colinas (SALLES et al., 2006;
RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2008; SOLE et al., 2010). A principal fungdo da AChE ¢é a

hidrélise de acetilcolina, um neurotransmissor nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso, mas o

papel da BChE continua a ser elucidado (ADRESI, 2003; MONTEIRO et al., 2005).

2.4.5.1 Acetilcolinesterase (EC, 3.1.1.7)

A AChE ¢ freqlientemente descrita como uma enzima perfeita porque suas propriedades
cataliticas se conjugam para aproximar sua atividade do limite mdximo de velocidade permitido
pela prépria difusdo do substrato no meio circundante (TOUGU, 2001; SILMAN e SUSSMAN,
2005; DVIR et al., 2010). Ela contém dois sitios cataliticos, um sitio esterasico e um sitio anidnico.
O sitio esterdsico da acetilcolinesterase situa-se dentro de uma cavidade estreita e € constituido de
uma triade catalitica formada pelos residuos dos aminodcidos serina 200, histidina 440 e glutamato
327 (podendo variar ligeiramente suas posicdes). Na catdlise, o sitio anidnico, situado as bordas da
cavidade, atrai fortemente o nitrogénio quaterndrio, carregado positivamente, da acetilcolina. Uma
vez dentro da fenda catalitica, a acetilcolina sofre o ataque nucleofilico da serina (desprotonada pelo
residuo de histidina) ao seu carbono carbonilico, criando um intermedidrio tetraédrico estabilizado
por pontes de hidrogénio o qual, num primeiro momento, forma serina acetilada e libera colina. Ao
final do processo de clivagem da ligacdo éster, o grupo acetila é liberado pela adicdo de agua,

formando dcido acético e regenerando o sitio catalitico (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).
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O peso molecular da acetilcolinesterase, assim como nas demais enzimas, vai oscilar de
acordo com a espécie em questdo, embora exista registro de que cada mondmero de unidade desta
enzima possua cerca de 70 a 80,00 kDa. Dessa forma, em peixes, por apresentar estrutura
tetraédrica, no cérebro e no musculo, o peso molecular da enzima pode se situar entre 280 a 320,00

kDa (QUIN et al., 1987).

Figura 5 — Estrutura tridimensional da acetlcolinesterase (AChE). A direita, ilustragio do tetrimero da AChE,
acompanhada de quarto subunidades catalisadoras (sitio ativo: mancha amarela). Fonte: Adaptado de Dvir et al. (2010)

e de Silman e Sussman (2005).

Bioquimicamente, sdo potenciais inibidores da AChE o BW284C51, eserine e o iso-OMPA
(STURM et al., 1999; RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2004; MONTEIRO et al., 2005; SOLE et
al., 2010). Esta enzima possui temperatura 6tima de atuagdo entre 20 e 45°C, em um pH oscilante
de 6,5 a 8,5 (BOCQUENE et al., 1990; ASSIS et al., 2010). A AChE pode ter sua atividade
interrompida quando da interacdo com fons de Cu®*, Cd**, Ag’, Ni**, Hg** e Sn**, ou ter sua
atividade aumentada quando em contato com o Ca®*, K* e o Mg** (OLSON e CHRISTENSEN,
1980).

2.4.5.2 Butirilcolinesterase (EC, 3.1.1.8)

A BChE envolve trés diferentes atividades enzimadticas em sua estrutura: esterase, aril-
acilamidase e peptidase. Ambas as colinesterases possuem as mesmas formas moleculares com
distribuicdo em tecidos diferentes. A atividade esterdsica da BChE se torna mais importante na
eliminac@o de inibidores de xenobidticos (ex. pesticidas, organofosforados, metais pesados) antes
de chegarem a AChE, na regulacdo da transmissdo colinérgica na auséncia da AChE e na inativacao
de algumas drogas. A atividade aril-acilamidase possui fun¢do fisioldgica pouco conhecida. A

ligacdo acil-amida rompida pela aril-acilamidase amino-sensivel (AAA) € semelhante a encontrada
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em drogas analgésicas, sugerindo a participagdo da BChE no mecanismo da dor. A atividade
proteolitica tem uma fun¢@o no desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas por causa da
producdo da proteina B-amiléide, produzindo efeitos téxicos e processo inflamatério na célula
nervosa (ADRESI, 2003). O peso molecular da BChE € de aproximadamente 85,00 kDa, para cada
monomero em mamiferos (BRIMIJOIN, 1983). A BChE ¢ fortemente ativada por ions de Mn**.
Outros inibidores ja catalogados da butiril sdo o eserine e iso-OMPA (STURM et al., 1999;
SALLES et al., 2006).

2.5 Metais pesados

Os metais pesados sdo substancias quimicamente reativas e bioacumuldveis, ou seja, 0s
organismos nao sdo capazes de elimind-las; que possuem nimero atdmico superior a 22, situados
entre o cobre (Cu) e o chumbo (Pb) na tabela periddica, tendo peso atomico entre 63,546 e 200,590
e densidade superior a 4,0 g/cm3 (BAIRD et al., 2002). Esses elementos ocorrem naturalmente em
pequenas concentragdes, na ordem de partes por bilhdo (ppb) a partes por trilhdo (ppt), no meio
ambiente e na matéria viva (FARIAS et al., 2007). Alguns metais tomam parte do metabolismo
fisiolégico, sendo considerados essenciais por atuarem como componentes funcionais, estruturas, e
regulatério de numerosas biomoléculas no metabolismo, podendo ser classificados como
potencialmente toxicos (p. ex.: arsénio, cddmio, mercurio, chumbo), provavelmente essenciais (p.
ex.: niquel, vanadio, cobalto) e essenciais (p. ex.: cobre, zinco, ferro, manganés). Estes elementos
toxicos podem ser muito prejudiciais, mesmo em baixas concentragdes, quando ingeridos durante
um longo periodo de tempo (TUZEN et al., 2003; ULUOZLU et al. 2007).

E crescente o nimero de pesquisas acerca dos metais e suas consequéncias para a biota
aquéatica. De 2000 até 2010 foram registrados varios estudos na tentativa de elencar os principais
elementos metélicos envolvidos na poluicdo marinha - os quais os principais trabalhos sdo listados
na tabela 1 -, e seus efeitos toxicoldgicos na biota em geral. Dentre estes elementos, cddmio (Cd),
prata (Ag), cobre (Cu), cobalto (Co), cromo (Cr), merctrio (Hg), manganés (Mn), chumbo (Pb) e
zinco (Zn) merecem destaque por ja terem sido citados pela sua potencialidade t6xica, sobretudo ao
atingir os sistemas nervoso, gastrointestinal e respiratorio das espécies acometidas, além de
ocasionar danos carcinogénicos quando do consumo de pescado contaminado por estes metais. Para
0s organismos aqudticos, a forma metdlica livre é a mais toxica, podendo acarretar efeitos cronicos
quando expostos por periodos prolongados de tempo a concentragdes subletais (BISINOTT et al.,
2004). Este problema € agravado devido a tendéncia dos metais pesados como, por exemplo, o Cu,
acumular-se no sedimento, onde poderdo ser translocados através dos diversos nichos da cadeia

trofica, ocasionando processo de bioconcentragdo, que consiste no aumento imediato da densidade
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de um poluente assim que passa da dgua para um organismo aqudtico (PERAZA et al., 1998;

BOOCK e MACHADO NETO, 2000).

Tabela 1 — Evolucao das publicacoes com bioindicadores ambientais

Referéncias Espécies aquaticas Elementos metalicos

Ag Cd Cu Co Cr Hg Mn Pb Zn

Wong et al. (2000) Oreochromis mossambicus® %

Torre et al. (2000) Cyprinus carpio® * * % *
Barwick e Maher (2003) Metapenaeus bennettae® * * *

Tuzen (2003) Sarda sarda® %

Scott e Sloman (2004) Salmo salar' * %

Atli et al. (2006) Oreochromis niloticus® * * * *
Chatterjee et al. (2006) Oreochromis mossambicus® %
Wau et al. (2007) Oreochromis niloticus® * * * % %
Fernandes et al. (2007) Liza saliens® * *
Lamas et al. (2007) Salmo trutta" * *
Quiao-quiao et al. (2007)  Hypophtalmichthy molitrix™ * * *
Uluozlu et al. (2007) Engraulis encrasicholus' * % * * %
Dural et al. (2007) Sparus auratd * * %
Onner et al. (2009) Oreochromis niloticus® * * * * ¥
Al-Kahtani (2009) Oreochromis niloticus % * * % %
Firat e Kargin (2010) Oreochromis niloticus® * * * ¥
Onsanit et al. (2010) Lateolabrax japonicus' * * * * * *
E-Quifiones et al. (2010) Astyanax altiparanae” * * * #

* - Indica presenga do metal na espécie citada.
atilépia—de-ngambique; b tildpia-do-Nilo; “carpa-comum; d crustdceo; ° sarrajao; fsalmz?lo-do-Atlz?lntico; f tainha-de-salto; h
truta-comum; ' anchova;’ dourada; 1robalo-j aponés; " carpa prateada; " lambari.

Os metais pesados sdo alvos de avaliacdes como potenciais inibidores enzimadticos através
das ligacdes com grupamentos tidis protéicos (MARQUES e YAMANAKA, 2008). O conceito
bioldgico de inibidor enzimdtico diz respeito a substincia que € capaz de interferir, de maneira
especifica, na taxa de uma reacdo de catélise enzimdtica (KOOLMAN, 2005), retardando ou
reduzindo o processo ou a especificidade bioldgica da reagdo. Deste modo é que o cddmio (Cd)
liga-se ao grupo sulfidrila (-SH), essenciais para a catdlise das enzimas, inibindo sua agdo, assim
como o mercurio (Hg) se liga as enzimas microssomais € mitocondriais acarretando injdria celular
ndo especifica e morte celular; o chumbo (Pb) inibe a a¢do do 4cido d-aminolevulinico desidratase,
da coproporfirinogénio oxidase e da ferroquelatase, enzimas que catalisam, respectivamente, o
segundo, sexto e ultimo passos da biossintese do heme da hemoglobina; enquanto o arsénio (As)

forma complexos com enzimas inibidoras do trifosfato de adenosina (ATP), inibindo a conversao de
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piruvato a acetil-CoA, pela reacdo com dacido lipdico; além de reagir com 2-cetoglutdrico
desidrogenase, impedindo a conversdo a Succinil CoA, o que desacopla a fosforilagdo oxidativa e
estimula a ATPase mitocondrial, alterando o metabolismo do organismo (PATNAIK, 2002).

Segundo Jonssom e Aoyama (2010) a ligacdo dos metais a enzima, em geral, ocorre de
maneira irreversivel e, na maioria das vezes, tende a reduzir a atividade enzimadtica. Lupidi et al.
(2002) descrevem que o A" tende a provocar uma modificacdo no sitio ativo da quimotripsina e
dessa forma impedir a ligacdo com o substrato, levando a um decréscimo de atividade da mesma.
Entretanto, o acréscimo da atividade enzimética, quando observado pela exposi¢do dos organismos
aquéticos frente a acdo de alguns poluentes, pode ser devido a uma inducio da enzima pelo agente
toxico como parte de uma adaptacdo bioquimica as necessidades metabdlicas aumentadas pelo
estresse provocado pelo mesmo. A ativacdo enzimdtica estaria associada a modulacdo da enzima
pelo AI*, facilitando a interacdo com o substrato e promovendo alteracdes das constantes cinéticas,
tais como, o a aumento da velocidade maxima (Vmax) e diminui¢do da constante de Michaelis
(Km) (JONSSOM e AOYAMA, 2010).

Atualmente, diversos estudos estdo sendo realizados objetivando quantificar metais pesados
em organismos aqudticos, seja através de andlises in vivo e/ou in vitro. Como observado na
evolucdo das publicacdes acerca do tema (tabela 1), amostras ambientais ou de pescados
processados sdo avaliadas e os valores correspondentes sdo confrontados com os admissiveis pela
legislacdo vigente, agéncias ou organizagdes, como por exemplo, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), no Brasil e outros 6érgaos regulamentadores, quando existentes, dos paises

de interesse.

2.5.1 Aluminio (I1I)

O aluminio, em sua forma metdlica, foi obtido em laboratério pela primeira vez em 1825,
pelo dinamarqués Hans Christian Oersted (1777-1851). Estudando o fendmeno da condutibilidade
elétrica, Oersted obteve cloreto de aluminio (AICls) a partir do 6xido de aluminio (Al,O3). E um
elemento quimico de simbolo Al, que possui nimero atdmico 13, com massa de 27 u. Em
temperatura ambiente € solido (GENSEMER e PLAYLE, 1999). Este elemento possui trés elétrons
de valéncia. E um metal anfétero, ou seja, reage com dcidos (cloridrico, 4cido perclérico, 4cido
sulfairico) e bases fortes, que apresenta coloracdo prateada brilhante, com propriedades fisico-
quimicas interessantes: baixa densidade, alta condutividade, maleabilidade, ductilidade, boa
resisténcia elétrica e quimica a corrosao, tra¢do, sendo trés vezes mais leve que o aco. Ele ndo se

deteriora em contato com o ar, devido a formag¢do de uma camada protetora de alumina na
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superficie, o que o torna altamente resistente a corrosao pelo ar (através do oxigénio) e também pela
corrosio provocada pela 4gua (GOURIER-FRERY e FRERY, 2004).

Dentre os metais, o aluminio € o mais abundante da crosta terrestre, e o terceiro elemento
mais abundante depois do oxigénio e silicio (ATWOOD e YEARWOOD, 2000), ocorrendo apenas
na forma combinada. E usado extensivamente em utensilios de cozinha, méveis, automéveis e na
mineralizacdo, além de sua utiliza¢do no tratamento de dgua, na forma de sais - sulfato de aluminio
(Al(SO4)3) -, agindo de forma floculante na remocdo de detritos (CAMARGO et al., 2009). Por
causa da distribuicdo ambiental, € considerado ubiquo (NAYAK, 2002; GOURIER-FRERY e
FRERY, 2004). E nocivo para o ecossistema aqudtico, sendo responsével por eventos de toxicidade
com graves conseqiiéncias ecologicas (CORREIA et al., 2010). Este metal pode se acumular na
mitocOondria (KUMAR et al., 2009), no lisossoma, no nicleo da célula e/ou na cromatina (NAYAK,
2002).

As alteracdes fisioldgicas frequentemente observadas acarretadas pelo aluminio em
diferentes espécies de peixes expostos estdo relacionadas principalmente com os sistemas
cardiovascular (LAITINEN e VALTONEN, 1995), hematol6gico (BARCAROLLI e MARTINEZ,
2004), metabdlico (BRODEUR et al. 2001), osmorregulatério (CAMARGO et al., 2009),
respiratério (POLEO, 1995) e nervoso (MEYER-BARON et al., 2007). Algumas patologias sdo
correlacionadas a exposicdo a este metal, tais como: a encefalopatia/deméncia de dialitica,
Parkinson, Alzheimer (GELLEIN et al., 2008), neurotoxicidade aguda e doenga 6ssea (BARRETO
e ARAUIJO, 2008). O acimulo corporal e a consequente toxicidade do aluminio ocorrem
principalmente em casos de insuficiéncia renal cronica (OLIVEIRA et al., 2005).

Devido a sua melhor biodisponibilidade, formas soliveis de aluminio (cloreto de aluminio -
AlICl;, fluoreto de aluminio - AlFs, sulfato de aluminio - Al)(SO4); e citrato de aluminio -
AICsHs0O7) possuem potencial téxico mais importante do que as formas insoldveis, como o
hidréxido de aluminio (Al(OH);). Estudos experimentais de mortalidade em animais tém sido
realizados ap6s a administracdo oral de doses tnicas de solucdes aquosas do tipo Aly(SO4); e AlCl3,
demonstrando o potencial toxicos destes elementos (GOURIER-FRERY e FRERY, 2004).

Uma vez no organismo, o aluminio pode interagir com outros elementos quimicos, como,
por exemplo, célcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e estroncio
(Sr), prejudicando a biodisponibilidade de outros fons. No caso dos fons metélicos, como Ca2+,
Mg2+ e Fe™*, pode acontecer interacdo com o aluminio pela semelhanca quimica, acarretando numa
ligacdo com proteinas que transportariam na verdade aqueles fons metalicos, como na interacdo do
aluminio com a tranferrina, a albumina, a calbidina e a calmodulina, atuando através da substituicao
dos fons metalicos ou da formacdo de uma ligacdo mais forte no complexo formado com as

proteinas. A exposi¢do ao aluminio pode afetar os niveis hormonio paratireoidiano (PTH) inibindo
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sua secre¢ao das células paratiredides ou provocar efeitos diretos nos osteoblastos dos 0ssos. Além
disso, complexos de aluminio, especialmente os com citrato, podem inibir a mineralizagdo Ossea
impedindo a formacdo do fosfato de cdlcio (Casz(POs4)2) que corresponde a principal matéria
inorgénica do osso. A interacdo do AI’* com o Mg”* é relacionada a absor¢do menos eficiente deste
elemento quando ingerido e interferéncia nas proteinas transportadoras. A interacdo com o fldor (F)
¢ arrolada ao aumento da perda fecal de fluoreto. Acredita-se que o aluminio esteja conectado a
ativacao pelo flior da adenilciclase, enzima que cataliza a producdo de AMPc a partir do ATP
(ALVES, 2010).

A concentracdo de aluminio em dguas naturais geralmente € pequena, tipicamente 27ug/L
(PEREIRA et al., 2007). O aluminio solubilizado nas dguas dos rios que apresentam pH com cardter
acido, quando em contato com a guelras dos peixes, provoca o aumento do pH e a formagdo do
hidréxido de aluminio (Al,(OH)3) pouco solivel nas guelras, acarretando em morte dos peixes por
asfixia. Relatos na literatura indicam a utilizagdo de organismos aqudticos como bioindicadores
deste metal, tais como os estudos realizados por Camilleri et al., (2003) com Mogurnda mogurnda,
por Monette e McCormicka (2008) com Salmo salar e Correia et al. (2010) com a O. niloticus.
Tuzen e Soylak (2007) detectaram este metal em cinco espécies de peixes, observando valores entre
0,45-1,50 pg/g, enquanto que Tiirkmen et al. (2005) fazendo uso de trés espécies quantificaram de

0,02-5,41 mgkg™.

2.6 Bioindicadores e biomarcadores ambientais

O emprego de bioindicadores € baseado no fato de que os distirbios acarretados por
poluentes levam, primeiramente, a ocorréncia de modificacdes bioquimicas em um organismo
determinado. Quando essas alteragdes sdo verificadas com antecedéncia, € possivel prevenir danos
ainda maiores, evitando atingir o ecossistema como um todo (JONSSOM e AOYAMA, 2010). Um
bioindicador é uma espécie ou um grupo de espécies que reflete o estado bidtico ou abidtico de um
meio ambiente. Os bioindicadores podem revelar os efeitos cumulativos de diferentes poluentes no
ecossistema e ha quanto tempo o problema pode estar presentes, tais como os utilizados no
biomonitoramento por Birungi et al. (2007),através de andlises em O. niloticus observando actimulo
de Cu, Zn e Mn nas branquias, nos musculos e no figado. Em peixes, a bioacumulacdo - que € a
soma das sucessivas absor¢des de um poluente feitas por via respiratdria, nutricional, epidérmica
por espécies aqudticas - de metais pesados em peixes € evidente, mesmo quando estes
contaminantes se encontram na dgua em concentragdes quase nao detectaveis (VAN DER OOST et

al., 2003; ARAGAO e ARAUIJO, 2008).
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Como ilustrado na figura 4, o organismo aquéatico quando exposto ao contaminante tende a
acumular esses xenobidticos em células e tecidos — como no tecido hepético, por exemplo -,
acarretando em alteracOes enzimdticas responsdveis por processos vitais, podendo ocasionar
aumento da atividade enzimdtica no meio extracelular por extravasamento da proteina para este
meio; aumento da atividade enzimdtica no meio extracelular ou intracelular por ativacdo
enzimadtica, através da interacdo direta do agente quimico com a enzima; aumento da atividade
enzimdtica intracelular por indug¢do na sintese da proteina; diminuicdo da atividade no meio
extracelular ou intracelular por inibi¢do, através da interacdo direta do agente quimico com a
proteina; ou uma diminui¢ao da atividade no meio intracelular por comprometimento da membrana

celular e extravasamento da proteina (JONSSOM e AOYAMA, 2010).

Processo de Bioconcentracio

Ingestao de agua

O. niloticus

Figado

Ingestao de alimentos

Via digestiva . ~
g Processo de Bioacumulacao

Figura 4: Esquematizacdo dos processos de absor¢do de poluentes. A- via branquias o poluente atinge o sistema
circulatério. B — via digestiva, seguindo processos metabdlicos, os poluentes chegam a corrente sanguinea e também
atingem o6rgdos e tecidos, tendo o figado como 6rgao-alvo devido o papel de metabolizagdo desempenhado por este

orgdo. Fonte: Adaptado de Peraza et al. (1998).

Vérios sdo os parametros bioldgicos que podem estar alterados como consequéncia da
interagdo entre o agente quimico € o organismo; entretanto, a determinagdo quantitativa destes
parametros usados como indicadores bioldgicos ou biomarcadores, s6 € possivel se existir
correlacdo com a intensidade da exposicdo e/ou o efeito bioldgico da substancia. Desta forma, o
biomarcador compreende toda substincia ou seu produto de biotransformagdo, assim como
qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja determina¢cdo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar

exalado, avalie a intensidade da exposi¢do e o risco a saide (AMORIM, 2003).
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Independente da finalidade e aplicacdo dos biomarcadores, eles podem ser classificados em
3 tipos, a saber: os biomarcadores de exposi¢cdo, que podem ser usados para confirmar e avaliar a
exposicao individual ou de um grupo, para uma substancia em particular, estabelecendo uma
ligacdo entre a exposicdo externa e a quantificacdo da exposic@o interna; os biomarcadores de
efeito, que podem ser usados para documentar as alteragdes pré-clinicas ou efeitos adversos a saude
decorrentes da exposicdo e absorcdo da substincia quimica. Dessa forma, a ligacdo dos
biomarcadores entre exposicao e efeitos contribui para a definicdo da relacdo dose-resposta; e por
fim, os biomarcadores de suscetibilidade, que permitem elucidar o grau de resposta da exposicao
provocada nos individuos (VAN DER OOST et al., 2003).

Virias biomoléculas e parametros fisioldgicos encontrados nos peixes podem ser utilizados
como biomarcadores ambientais, tais como: enzimas da biotransformacao (fase I e II), parametros
de estresse oxidativo, produtos da biotransformacao, proteinas de estresse, metalotioneinas (MTs),
parametros hematol6égicos, imunolégicos, reprodutivos, enddcrinos, genotéxicos, neuromuscular,
fisiologicos, histologicos e morfologicos (VAN DER OOST et al., 2003). Dentre as enzimas de
peixe utilizadas como bioindicadores, incluem-se: enzima citocromo P450, 7 ethoxi resorufinas-
Odeetilase (EROD), benzo(a)pireno monooxigenase (BaPMO), acetilcolinesterase (AChE), catalase
e superdxido dismutase (SOD) (CORSI et al., 2003; ATLI et al., 2006).

Considerando que modificagdes bioquimicas precedem um dano estrutural, a detec¢do
destas alteracdes biologicas permite a identificagdo precoce de uma exposicdo excessiva e
intervencdo para prevenir um efeito irreversivel, ou seja, a doenga. Esta estratégia € baseada na
identificacdo das alteragdes enzimadticas, como por exemplo, através da avaliacdo da atividade
colinesterasica cerebral e da muscular — enzima atuante nas terminagdes nervosas (sinapses) € nos
musculos estriados, permitindo que o neurdnio colinérgico retorne ao seu estado de repouso apods
ativacdo, evitando, assim, uma transmissao excessiva de acetilcolina, que produziria uma sobre-
estimulacdo do musculo e, como consequéncia, debilidade e cansaco -; e da atividade digestiva das
espécies de peixes — o tubo digestivo € uma via importante de captacdo e entrada de metais pesados
nos animais aqudticos, os efeitos adversos destas substancias quimicas podem prejudicar o
transporte de nutrientes através das células epiteliais, promovendo uma redugdo da captagao de
energia, afetando a sobrevivéncia, o crescimento e a reproducdo dos organismos -, visando sua
utilizacdo como marcadores sensiveis e especificos de uma resposta do organismo a exposi¢ao

(AMORIM, 2003).
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3 OBEJTIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do aluminio na atividade de sete hidrolases da tildpia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus) (AChE cerebral, AChE muscular, BChE muscular, pepsina, tripsina, quimotripsina e

amilase intestinal), através da exposi¢ao a diferentes concentracdes (1 e 3 ppm) deste metal, visando

sua aplicagdo como biomarcador ambiental.

3.2 Objetivos especificos

v

<

Mensurar os parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e oxigénio dissolvido) de
qualidade da 4gua para todos os tratamentos;

Analisar o efeito in vivo e in vitro do aluminio na atividade das enzimas colinesterasicas
cerebral e muscular e da butirilcolinesterase muscular, através de ensaio com substratos
especificos;

Avaliar a influéncia do aluminio na atividade das enzimas digestivas tripsina,
quimotripsina, pepsina e amilase intestinal, através de ensaio com substratos especificos
nos extratos enzimdticos dos animais controle e tratados nas diferentes concentragdes
propostas;

Determinar o perfil eletroforético das proteases alcalinas;

Determinar o perfil de proteases alcalinas através de zimograma;

Realizar andlise histopatoldgica das branquias e do figado dos peixes de todos os

tratamentos.
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5 CAPITULO 11 - HYDROLASES FROM NILE TILAPIA AS BIOMARKERS
OF ALUMINUM EXPOSURE: IN VIVO AND IN VITRO ASSAY

A SER SUBMETIDO A REVISTA AQUATIC TOXICOLOGY
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Abstract

Heavy metals are one of the most dangerous substances that can accumulate in aquatic biota.
Aluminium is a ubiquitous metal with no biological function set and focus for further studies due to
constant evictions in aquatic environments through anthropogenic sources, industrial and domestic.
In this study, the aluminum in vivo and in vitro effects over the activity of seven enzymes of the
Nile tilapia (Oreochromis niloticus): brain AChE, muscle AChE, muscle BChE, pepsin, trypsin,
chymotrypsin and intestinal amylase were evaluated. The in vivo test was carried out of
uninterrupted cultivation period of 14 days, with daily measurement of the physical-chemical
parameters of water quality, photoperiod 12:12 and ad libitum feeding, dynamic system of
exchange of water (80%) in all experimental groups (TGC — without exposure; TG1 — with 1 ppm
of Al,(SOy4)3 and TG3 - with 3 ppm of Al,(SO4)3). After this period, samples of liver and gills were
collected for morphological evaluation. Fragments of the brain, muscles, stomach and intestine
were collected for determination of enzyme activity. The in vitro induction by incubation
corresponded directly with the enzymatic extract metal from the group not exposed to in vivo test
(TGC) for a period of 1 h. No changes were observed in gills and liver of exposed fish. The three
cholinesterase enzyme activity increased in the control group (100%). The highest mean muscle
BChE activity were obtained by, 168.28 + 5.49% (TG1) and 196.17 + 4.08% (TG3), in vitro assay.
In contrast to cholinesterase activity, the digestive enzymes showed decreased activity in both in
vivo and in vitro. Pepsin in vivo activity were 65.01 = 1.04% and 61.06 + 1.90%, whereas intestinal
amylase activity were 87.21 + 5.76% and 60.20 + 3.95% to TG1 and TG3 treatments, respectively.
These results suggest that digestive enzymes cholinesterase and evaluated fry O. Niloticus, in
combination, can be used as an alternative to biomonitoring in routine screening of aluminum in the

aquatic environment.

Key words: Aluminum, Biomarker, Cholinesterase, Digestive Enzymes, Hydrolase.
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5.1 Introduction

Aluminum (Al) is the most abundant metallic element and constitutes about 8% of the
Earth's crust, and the third most abundant element after oxygen and silicon (Atwood and Yearwood,
2000) occurring only in combined form (oxides, silicates). Despite its abundance, this metal has no
defined biological role and is considered non-essential (Tuzen and Soylak, 2007; Exley, 2009) and
highly insoluble and presents melting point of 770 °C (d), density of 2.71 g/cm® at 20°C and water
solubility of 31.3 g/L at 0°C (WHO, 2003). Use of aluminum salts as coagulants in water treatment
may lead to increased concentrations of aluminum in finished water. Where residual concentrations
are high, aluminum may be deposited in the distribution system. Disturbance of the deposits by
change in flow rate may increase aluminum levels at the tap and lead to undesirable colour and
turbidity. Concentrations of aluminum at which such problems may occur are highly dependent on a
number of water quality parameters and operational factors at the water treatment plant. Moreover,
in highly acidic or alkaline conditions or in the presence of complexing ligands, high concentrations
can be mobilized to the aquatic environment, making it potentially toxic (Driscoll and Schecher,
1990).

Aluminum and its salts are used not only in water treatment as flocculating agent (Silva et
al., 2007; Camargo et al., 2009), as a food additive in the manufacture of cans, shingles, aluminum
foil, in the pharmaceutical industry, among others (Garcia-Medina et al., 2011). As a coagulant,
aluminum can reduce organic matter and microorganism levels. Besides, aluminum sulfate
(Al(SO4)3) 1s applied in order to reduce the development of phytoplankton and thus improve water
transparency (Wauer et al., 2004). Due of its environmental distribution is considered ubiquitous
(Nayak, 2002; Gourier-Fréry, 2004). When present in aquatic environments, can accumulate in the
sediment and in fish (Walton et al., 2010). The accumulation can occur in mitochondria (Kumara et
al., 2009), in lysosome and and/or in the cell nucleus chromatin (Nayak, 2002). The physiological
changes commonly observed in different species of fish exposed are related mainly to

cardiovascular (Laitinen and Valtonen, 1995), hematologic (Barcarolli and Martinez, 2004),
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metabolic (Brodeur et al., 2001), respiratory (P6leo, 1995), nervous systems (Meyer-Baron et al.,
2007) and osmoregulatory (Camargo et al., 2009). Al (III) binds to nuclear chromatin and acts on
the transcription of genetic information in susceptible neurons, possibly increasing the stability of
linker histone-DNA adducts (Kiss et al., 1996). In addition, the Al,(SO4); can also cause deleterious
and cytotoxic changes in the DNA of exposed organisms (Garcia-Medina et al., 2011).

The rates of occurrence of acute toxicity caused by aluminum reported in the literature are
low. Due to its better bioavailability, soluble forms of aluminum (aluminum chloride - AlICls,
aluminum fluoride-AlF3, aluminum sulfate - Al,(SO4)3 and citrate aluminum - AICsH507) are
toxically more important than the insoluble forms such as aluminum hydroxide (Al(OH)3), for
example (Gourier-Fréry, 2004). In water, the metal may occur in different forms and is influenced
by pH, temperature and presence of fluorides, sulfates, organic matter and other ligands. The
aluminum dissolved in rivers that have acidified pH when in contact with the gills, can cause a fish
death by suffocation (Teien et al., 2000).

The Al concentration in natural waters can vary significantly, depending on several
physical-chemical and mineralogical features of the water bodies. Aluminum concentrations
dissolved in water with neutral pH values usually range from 0.001 to almost 0.05 mg/L, while 0.5-
1 mg/L or more is found in acidic waters rich in organic matter. An aluminum level in drinking
water varies with the levels found in water supply and charges of this metal used as coagulant
during water treatment. In experimental animals, its absorption via the gastrointestinal tract is
usually less than 1% (WHO, 2003), while in humans is 0.1-0.3% (DeVoto and Yokel, 1994).
Complexing organic compounds, notably citrate, increase absorption. The uptake of aluminum may
interact with transport systems for calcium and iron. Once absorbed, Al is distributed in most
organs within the body, with accumulation occurring mainly in bone at high dose levels. To some
extent, but as yet undetermined, Al passes the blood brain barrier and can be distributed to the fetus.

He is effectively eliminated in the urine (WHO, 2003).
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Concerning the administration of Al in the diet, the allowed dose for ingestion in humans is
60 mg/kg/day, while the limit on food additives is 5 mg/kg (WHO, 1989). According to the
Ordinance 1.469/2000 of December 29, 2000, the Ministry of Health of Brazil, is capped by 0.2
mg/L allowed for human consumption in drinking water (Brazil, 2005), while American Water
Works Association (AWWA) recommends a U.S. residual concentration of Al in the water
distribution system from 0.05 mg.L™". There were no reports in the literature of standardizing norms
for the metallic element Al in seas and rivers. The Brazilian National Environment Council
(CONAMA), establishes the limits of metal contaminants in waters of the National Territory,
according to Resolution N°. 20, where it is determined that the limit for Al (considered a potentially
harmful substance) is 0.1 mg/L. Regarding the chemical properties of water, the resolution sets a
limit of pH 6.0 to 9.0 for fresh water and dissolved oxygen not less than 6 mg/L. O,, in any sample
(Conama 357, 2005).

Through the viscera (liver, gills, brain, intestine, kidney, stomach) fishes such as: Atlantic
salmon Salmo salar (Monette et al., 2010), freshwater fish Mogurnda mogurnda (Camilleri et al.,
2003), roach Rutilus rutilus (Camilleri et al., 2003; Keiniinen et al., 2004), neotropical freshwater
fish Prochilodus lineatus (Camargo et al., 2009), European perch Perca fluviatilis, Freshwater
bream Abramis brama, Silver carp Hypophthalmichthys molitrix (Wauer and Teien, 2010),
torrentfish Cheimarrichthys fosteri (Greig et al., 2010), demersal fish Triglia lucerna (Yilmaz et al.,
2010) and Nile tilapia Oreochromis niloticus (Birungi et al., 2007) were the main aquatic organisms
used as environmental bioindicators, using their chemical, biochemical, physiological or
morphological parameters.

Laboratories tests are being used in the field of aquatic toxicology, where specific
experimental conditions are controlled and target organisms are exposed to different concentrations
from the xenobiotic for observation and quantification of its toxic effects. The aim of this study was
to evaluate the influence of aluminum (Al) on the activity of brain and muscle acetylcholinesterase

(AChE, EC, 3.1.1.7), muscle butyrylcholinesterase (BChE, EC, 3.1.1.8), pepsin (EC, 3.4.23.1),
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chymotrypsin (EC, 3.4 .21.1), trypsin (EC, 3.4.21.4) and intestinal amylase (EC, 3.2.1.1) from Nile

tilapia Oreochromis niloticus, besides evaluating the effects of metal on the morphology of gills and
liver of fish treated and propose the species as a bioindicator and its enzymatic parameters used as

biomarkers for this metal.

5.2 Materials and methods

5.2.1 Chemicals and equipment

Aluminum sulfate (Al,SO4)3 was acquired from Vetec fine chemical (Rio de Janeiro, RJ,

Brazil). Acetylthiocholine iodide, azocasein, bovine serum albumin (BSA), BApNA (Na-benzoyl-
DL-arginine-p-nitroanilide), DTNB (5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid), Suc-Phe-p-Nan (Succinyl-
DL-phenylalanine-p-nitroanilide), Tris (hydroxymethyl) aminomethane and DMSO (dimethyl
sulfoxide) were purchased from Sigma. Glycine was acquired from Amersham Biosciences. HCl1
were obtained from Merck. The spectrophotometer used was Bio-Rad Smartspec™ 3000.
Microplate spectrophotometer used was Bio-Rad xMark™. The centrifuges were BioAgency Bio-
Spin and Software MicroCal® Origin® Version 8.0 (MicroCal, Northampton, MA, USA).

5.2.2 Experimental design

Fingerlings, males and females, of Oreochromis niloticus (n = 90) were obtained from the

aquaculture station of Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE (Recife/PE, Brazil) and
brought to the Laboratério de Enzimologia of Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
(Recife/PE, Brazil). Before starting the experiments, fish were evaluated biometrically (weight and
length) and were acclimatized in 10 days in glass aquaria (90 L each, 45 cm x 54 cm x 45 cm) and
photoperiod of 12h, fed ad libitum (32% protein) and water exchange (80%). After this period, fish
were divided in three treatments (n = 10 per aquarium) in triplicate, comprising the following
groups: TGC - control, without exposure to aluminum sulfate - Al,(SO4)3; TG1 - exposed to 1 ppm
of aluminum sulfate - Al,(SO4); [1 ppm =1 mg/ L], and TG3 - exposed to a concentration of 3

ppm of aluminum sulfate - Aly(SO4); [3 ppm = 3 mg/ L]. The physical and chemical parameters of
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water quality (temperature, pH, dissolved oxygen) were continuously monitored. After the
experimental period, animals were sacrificed by immersion in ice, following removal of the brain,
muscle and digestive organs for further processing. Water samples and muscle were collected and
analyzed for the presence of aluminum, using atomic absorption spectrophotometer. Organs such as
liver and gills were selected for histopathology evaluation.
5.2.2.1 In vivo assay
The in vivo assay corresponded to the period of continuous exposure of 14 days, by which the
animals were subjected to different concentrations of the metal. All parameters were maintained in
culture for the period of acclimatization. On the 14" day of exposure, the animals were killed by
immersion in ice, their biometric parameters measured, to be subsequently withdrawn their viscera
for further analysis, both of control (TGC) and the exposed (TG1 and TG3).
5.2.2.2 In vitro assay
The in vitro analysis was performed from the control (TGC) of the in vivo treatment. Samples
(crude extract) of 30 fish in the control group (TGC) were subjected to an incubation period of 1
hour in heavy metal concentrations of 1 and 3 ppm. Then analyses were accomplished by
conventional standard methodology.
5.2.3 Cholinesterase enzyme extraction
Brains and muscle were immediately removed, pooled per treatment and homogenized in
0.5 mol/L Tris-HCI buffer, pH 8.0 keeping the ratio of 20 mg per ml of buffer using a Potter-
Elvehjem tissue disrupter. These homogenates were centrifuged for 10 min at 10,000 x g (4°C) and
the supernatants (crude extracts) were frozen at -20°C and then used for further assays (Assis et al.,
2010).
5.2.4 Digestive enzyme extraction
Intestines and stomach were immediately collected and homogenized (40 mg/mL) in 0.01
mol/L Tris-HCI pH 8.0 and 0.01 mol/L Glycine-HCI pH 2.0, respectively, both containing 0.9%

NaCl (w/v), using a tissue homogenizer. The resulting preparations were centrifuged at 10,000 x g
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for 10 min at 4°C to remove cell debris and nuclei. The supernatants (crude extracts) were frozen at
-20°C and used in further assays (Diaz-Lopez et al., 1998; Bezerra et al., 2005).
5.2.5 Protein concentration determination
The concentration of brain and digestive proteins were determined according to Sedmak and
Grossberg (1977) using bovine serum albumin (BSA) as standard.
5.2.6 Non-specific digestive enzymes assay
Determined according to Bezerra et al. (2005) where a microcentrifuge tube (triplicates), 1%
azocasein (50 pL) prepared in 0.1M Tris-HCI buffer pH 8.0 was incubated with intestine crude
extract (30 puL) for 60 min at 25°C. Then, 240 uL of 10% trichloroacetic acid (TCA) were added to
stop the reaction. After 15 min, centrifugation was carried out at 8,000 x g for 10 min. The
supernatant (70 uL) was added to 1 mol/L sodium hydroxide (NaOH, 130 puL) in a 96-well
microtiter plate and the absorbance of this mixture was measured at 450. One unit (U) of enzymatic
activity was defined as the amount of enzyme capable of hydrolyzing azocasein to produce a 0.001
change in absorbance per minute per milligram of protein.
5.2.7 Enzyme Activity Assay
5.2.7.1 Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase
Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activity was determined using extract (20
uL) and chromogenic reagent DTNB 0.25 mM (200 pL). The reaction was monitored on a
microplate spectrophotometer at 405 nm for 3 minutes after adding of 62 mM acetylthiocholine and
S-butyrylthiocholine iodide (20 uL), respectively for AChE and BChE. A unit of activity (U) was
defined as the amount of enzyme capable of converting 1 pmol of substrate per minute (Assis et al.,
2010).
5.2.7.2 Chymotrypsin and Trypsin
Trypsin and chymotrypsin activity was determined using 8mM Na-benzoyl-DL-arginine-p-
nitroanilide (BApNA) and 8mM Succinyl-DL-phenylalanine-p-nitroanilide (Suc-Phe-p-Nan) in

dimethyl sulfoxide (DMSO). Crude extract intestine (30 uL) was incubated with 0.1M Tris-HCI
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buffer pH 8.0 (140 uL) and respective substrates (30 uL). The absorbance was measured at 405 nm.
Enzymatic activity was performed in triplicates. Trypsin and chymotrypsin units of activity were
expressed as change in absorbance per minute per milligram of protein (Bezerra et al., 2005).
5.2.7.3 Pepsin

Proteolytic activity of enzyme was determined using hemoglobin as substrate according to
the method of Nalinanon et al. (2010) with some modifications. To initiate the reaction, 200 pL of
enzyme solution were added into the assay mixture containing hemoglobin 2% (200 pL), distilled
water (200 pL) and reaction buffer 0.1 M glycine—HCI (625 pL). The reaction was conducted at pH
2.0 and 37°C for 20 min. To terminate enzymatic reaction, trichloroacetic acid (TCA) 50% (w/v)
(200 pL) were added. Unhydrolysed protein substrate was allowed to precipitate for 1 h at 4 °C,
followed by centrifugation at 10,000g for 10 min. The oligopeptide content in the supernatant was
measured at 280 nm. One unit of activity was defined as the amount which causes an increase of 1.0
in absorbance at 280 nm per min. A blank was run in the same manner, except that the enzyme was
added into the reaction mixture after the addition of 50% (w/v) TCA.

5.2.7.4 Intestinal amylase

Amylase activity was evaluated according to Bernfeld (1955) using starch 2% as substrate:
60 UL intestine crude extract were incubated with 375 uL starch solution and 375 uL. 10mM
phosphate buffer pH 8.0 containing 15mM NaCl at 25°C. After 20 min 3.5-dinitro salicylic acid
(DNSA) was added and the solution was submitted to 100° C for 10 min. After temperature
equilibration the absorbance was measured at 570 nm against a blank similarly prepared except that
10mM phosphate buffer replaced the crude extract sample. Enzymatic activity was perceived in
triplicates. One unit of enzymatic activity was defined as the amount of enzyme required to
hydrolyze 1mg of maltose per milligram of protein per min.

5.2.8 Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and zymogram
Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was carried out according to the method of

Laemmli (1970), using a 6% (w/v) stacking gel and a 12.5% (w/v) separating gel. The gels were
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stained for protein overnight in 0.01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue. The background of the
gel was destained by washing in 10% (v/v) acetic acid. The molecular weight of the Nile tilapia
protease band was estimated using the protein standards (Sigma) bovine albumin (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (36.0 kDa), carbonic anhydrase
(29 kDa), trypsinogen (24.0 kDa) and a-lactalbumin (14.2 kDa). Zimogram were also carried out
according to Garcia-Carreio et al. (1993).
5.2.9 Histological examination
Gills and liver from each group were preserved in 10% buffered formalin. Tissues were
processed, sectioned at 4 um and stained with hematoxylin and eosin, using standard histological
techniques (Martinez et al., 2004).
5.2.10 Statistical analysis
Data are expressed as mean+SEM. Mean values for the different treatments were compared
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey's test. The significance level
adopted was 95% (P < 0.05), modeling using the software MicroCal® Origin® Version 8.0

(MicroCal, Northampton, MA, USA).

5.3 Results

5.3.1 Biometric parameters and physico-chemical quality of water

During the cultivation period, from the three proposed treatments (TGC, TG1 and TG3), the
physico-chemical parameters of water quality were measured on the inherent temperature (27.29 +
0.34°C, 27.30 + 0.0°C and 27.38 + 0.07°C), dissolved oxygen (6.31 + 0.42 mgO,.L™", 6.09 + 0.29
mgOz.L_1 and 6.01 + 0.09 mgOz.L_l) and pH (6.50 £ 0.13, 6.26 + 0.33 and 6.13 £ 0.10). After this
period, the animals were biometrically measured, obtaining the average weight (21.87 + 0.98, 21.93
+0.11 e 22.33 £ 0.61 g) and long (10.33 £ 0.11, 10.13 £ 0.17 e de 10.48 + 0.44 cm) in different

treatments. The presence of aluminum in water was quantified with a mass spectrometer at the
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Technological Institute of Pernambuco (ITEP) was found in each treatment 0.22 pg.L™", 0.44 ug.L"
and 0.73 u g.L'l, respectively, groups for TGC, TG1 and TG3.

5.3.2 Cholinesterase activity

The cholinesterase activity determined brain AChE enzyme, muscle AChE and muscle BChE
are described in Table 1. For brain AChE was not detected significant differences between
treatments in vivo assay (ANOVA, Tukey test, P < 0.05), while in vitro differences were recorded
(ANOVA, Tukey test, P > 0.05) between groups TGC and TG1, and between TG1 and TG3. In the
determination of cholinesterase activity of muscle AChE and BChE was no significant difference (P
> (0.05) among all treatments, both in vivo and in vitro.

5.3.3 Digestive activities

Quantified the activities of digestive enzymes are described in Table 1. At the in vivo assay,
pepsin activity was significantly different (P > 0.05) between treatments TGC and TG3. The
enzyme in both in vivo and in vitro treatment, showed statistical difference (P > 0.05). In the
analysis between the means of chymotrypsin assay in vivo were no statistical differences among all
treatments (P > 0.05), while the same was not observed in vitro assay (P < 0.05). Data on intestinal
amylase showed statistical differences in both in vivo and in vitro assay (P > 0.05).

5.3.4 Histology

The morphological evaluation of liver and gills exposed to Al,(SO,); was characterized by H.E.
staining. Between the blades gills was not seen any changes, as illustrated in Figure 1 A-B. Liver
tissue, seen in figure 1D-E, also indicated no change in the morphological structure in basic

treatments induced by metal exposure.

5.4 Discussion
Tropical species such as tilapia usually have thermal comfort at temperatures between 27 and
32°C, external factor that can influence the digestive enzyme activity of fish water (Kubitza et al.,

1998). They are very tolerant of low dissolved oxygen (Popma and Masser, 1999), live with a pretty
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broad range of acidity (Camargo et al., 2009) and alkalinity in the water, grow and even breed in
brackish water and salty (P6leo and Hytterod, 2003). Changes in these parameters are detrimental to
metabolism and development of fish and can result in increased mucous secretion causing clogging
gill (Rosseland et al., 1990), irritation and swelling in the gills, resulting in the destruction of gill
tissue, affecting the dynamics of fish (Kubitza, 2000). Even in alkaline water (pH 7.5 to 9.5),
accumulation of the metal tends to alter the physicochemical properties of water (Camilleri et al.
2003; Poleo and Hytterod, 2003), which in turn influence the polymerization of Al in order to alter
the physiology of the species, especially in the ion exchange guelrras (Pdleo, 1995; Wauer et al.
2004; Alstad et al. 2005; Tria et al. 2007; Roberts and Palmeiro, 2008; Camargo et al., 2009;
Monette et al., 2010). There was no detectable presence of secretions or morphological changes in
the treatment groups, as illustrated in Figure 1.

Aluminum substantially increased the activity of the enzyme cholinesterase, brain AChE and
muscle AChE, and pseudo cholinesterase muscle BChE, fish induced exposure in both trials, in vivo
and in vitro, as described in Table 1, indicating the influence of metal on the activity both brain and
muscle cholinergic, acting as a potent activator. These results are consistent to that reported by
Zatta et al. (2002), demonstrating that the toxic potential of this metal as the determining factor is
the length of exposure to which animals are subjected. The activation or inhibition of this class of
enzymes by heavy metals still need to have their metabolism interaction clearly elucidated, given
the contradictions between modulation studies (Zatta et al. 2002). It is known, so pervasive that in
animals, Al tends to cause neurobehavioral changes (decreased activity and motor coordination)
(Rosseland et al., 1990), histopathological changes in the brain (vacuolation and/or neuronal
degeneration nuclear) (Banks et al., 1996, Platt et al., 2001), and disruption of biochemical
processes (second messenger cascade and oxidative damage, changes in cholinergic activity)
(Gourier-Fréry e Fréry, 2004), including the degradation of peptides amyloid and cause changes in
the metabolism of acetylcholine and thus act as a possible co-pathogenic factors (Banks et al. 1996;

Zatta et al. 2002).
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Thus, the enzyme cholinesterase, with special attention to the brain AChE has been widely used
as biomarkers of exposure (Sturm et al., 1999; Whitehead et al. 2005; Assis et al., 2010), to detect
changes in the biological system caused by metals such as aluminum (Zatta et al., 2002), copper
(Romani et al., 2003), cadmium, zinc, mercury (Olson and Christensen, 1980), and other
substances, as is the case of inhibitors of both AChE and BChE as BW284c51, iso-OmpA (Sturm et
al. 1999; Adresi, 2003; Rodriguez-Fuentes et al., 2004; Rendén-Von Osten et al., 2005)
organophosphate and carbomatos (Olson and Christensen, 1980; Whitehead et al., 2005; Rodriguez-
Fuentes et al., 2008), the latter causing disturbances and peripheral nervous systems, and can result
in death of fish (Assis et al., 2010). Muscle is one of the places of bioaccumulation of heavy metals,
organophosphates and other xenobiotics, promoting a change in the enzyme dynamics (Rodriguez-
Fuentes et al., 2008). The accumulation of metals in this organ has been subject of study Tuzen and
Soylak (2007) detected concentrations of aluminum variants between 0.45 to 1.50 ug/g in five
different species of fish. The variation of aluminum content found in three fish species for Tiirkmen
et al. (2005) was 0.02 to 5.41 mg.kg'1 dry weight, while Ranau et al. (2001) found values between
0.032 to 5.346 ng/g dry weight. As illustrated in Figure 2, a comparison in vitro of aluminum
chloride with sulphate, is shown a regulating enzyme cholinesterase in order to increase the
excitement of the enzyme.

Unlike the results of cholinesterase, the digestive enzymes showed reduced in direct proportion
the amount of metal exposure induced both in vivo assays as in vitro assays. The most important
aspect of the gastrointestinal tract in relation to the capture of Al is his change of pH, 2-3 in the
stomach to 3-8 in the intestine (DeVoto and Yokel, 1994). The ion Al (III) is easily connected to
many substances, and determining its metabolism by affinity with each of its ligands (Ganrot,
1986). The materials with which Al is complexed in the intestinal lumen affect the extent of
absorption. Eg, transferrin, which when complexed with the metal, tends to accelerate absorption.
An important factor in the absorption of this metal are the intestinal pH interfere by directly

facilitating the solubility of the metal (Driieke, 2002).
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The pepsin, the main protease enzyme of the stomach metabolism (Nalinanon et al., 2010),
demonstrated the greatest reduction at in activity in vivo, 65.01 £ 1.04% (TG1) and 61.06 £ 1.90%
(TG3), and in vitro, 88.12 = 2.63% (TG1) and 82.52 + 2.58% (TG3), compared with other analyzed
enzymes, trypsin, chymotrypsin and intestinal amylase, as described in Table 1. The results with
pepsin may be explained by the ability of gut absorption of Al, as given by DeVoto and Yokel,
(1994), since the low pH of the stomach allows the complete dissolution, for example, AI(OH); to
free forms of Al (III), free form of this metal. Despite differences in testing conditions in vitro to in
vivo inhibitory potential of 35% of this metal in pepsin can be explained by the strong interactions
that Al undergoes inside the body (Ganrot, 1986), conditions not provided in vitro tests when the
enzyme is directly exposed to the metal after successive runs. Thus, it is noteworthy that changes in
the activity of pepsin may serve as a biomarker of exposure to this metal, even if the exposure
occurred in alkaline conditions and cause disturbances in the process of degradation of food,
undermining in this way, the metabolism of the digestive fish, influenced, for example, in its
growth. Data about the pepsin inhibited by metallic elements are scarce, making it promising
sources of new attacks.

There were also reductions in the activity of intestinal proteases studied, trypsin and
chymotrypsin in both assays. The highest percentage of inhibition of trypsin was in vitro assay
(17%, TG3), while chymotrypsin was the in vivo (27%, TG3), an effect proportional to increasing
amount of aluminum added to the exhibition. Inhibition of fish trypsins by ions of Al (III) in vitro
have been reported by Bezerra et al. (2005), Souza et al. (2007), Lu et al. (2008) and Wang et al.
(2010). The results with chymotrypsin corroborate the assertion Zatta et al. (1993) and Lupidi et al.
(2002) that Al (III) has strong influence on the binding properties of this enzyme, affecting enzyme
recognition process through a modulation of the active site, between the substrate and the enzyme,
favoring the metal. Kinetically, the mechanisms of aluminum in vivo may involve passive transfer

(simple diffusion) or specialized transport (active transport, facilitated diffusion or pinocytosis).
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Physiologically, the intestinal absorption can be intracellular or extracellular. The main pathway is
the paracellular extracellular through the "leaky" junctions between the cells (Berthon, 2002).

The use of substrate SDS-PAGE (Figure 3A) revealed interesting results. In fact, according
Garcia-Carrefio et al. (1993), this technique is a biochemical tool several times more sensitive than
others methods for detecting proteinase composition of crude extracts of tissues, which also allows
the observation of enzyme activity zones cause by proteinase inhibitors. Through analyses of
zymogram (Figure 3B) it was possible to identify: There was no decrease in enzyme expression in
the group exposed to 1 ppm compared to control, which was visualized as the decreased
expression of the enzyme exposed to a concentration of 3 ppm of
the metal. By PMSF, inhibitor of serine proteases, we observed that most bands in the
group expressed serine, among which trypsin and chymotrypsin.

The trypsin of Daphnia magna was used as a biomarker for Cd, Cr and Hg (De Coen e Janssen,
1997; De Coen et al., 1998). Alayse-Danet et al. (1979) detected a reduction in growth which
coincided with a clear decrease of enzymatic activity of trypsin and amylase in brine shrimp
exposed for 72 hours at sub-lethal concentrations of copper (2 ppm) and zinc (5 ppm). Sastry and
Gupta (1979) evaluated the effect of concentration of 6,8 mg/L of CdCl, in the digestive system of
teleost fish Heteropneustes fossilis and found a decrease in activity of trypsin and an increased
activity of pepsin. In our research, as illustrated in Table 2, aluminum proved a reduction of activity
in both the chemical form of aluminum chloride and, indicating the action of the metal.

The amylase, an enzyme carbohydrases activity was reduced in the groups exposed to the metal.
The group TG3 showed the biggest drop in the enzymatic activity of all analyzed enzymes,
including pepsin, with an inhibition percentage of about 40%. There are rare works that make use of
this intestinal enzyme biomarker a tool for environmental stress, being a promising source of further
attacks, since it is related to digestive metabolism of omnivores and herbivores such as tilapia
(Moreau et al. 2001), due to metals such as aluminum, silver, mercury, copper, manganese, zinc,

iron, cobalt, cadmium and lead are potential inhibitors of this enzyme (Gupta et al., 2003).
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Data from this experiment suggest the use of cholinesterase enzyme (brain AChE, muscle
AChE, muscle BChE) and digestive (pepsin, trypsin, chymotrypsin and intestinal amylase) through
a combination of results - the activation of cholinesterase’s studied and monitored the reduction
activity of digestive enzymes mentioned above, suggests the presence of aluminum in aquatic
systems - as useful tools in the evaluation of biomarkers of exposure to the presence of this metal,
even though the induction occurred under alkaline conditions, as demonstrated in our work. We also
emphasize the need for further studies to elucidate the interaction between the metal element in the
rise of industrial point of view and domestic and digestive enzymes, metabolic by its relevance to
aquatic organisms, thus contributing to the monitoring and environmental management of areas

affected by this xenobiotic.
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Tables

TABLE 1 - Enzyme activity (mU/mg) measured as biomarkers of exposure to aluminum: in vivo and

in vitro assay.

Enzyme

In vivo assay

In vitro assay

Brain AChE

Muscle AChE

Muscle BChE

Pepsin

Trypsin

Chymotrypsin

Intestinal amylase

e

TGC

e

TG1

sk

TG3

e

TGC

ok

TGl

ok

TG3

100.0 +7.07% @

100.0 +2.32%%

100.0 +2.05%%

100.0 + 1.22%%

100.0 = 0.09%%

100.0 + 0.60%“

100.0 + 0.32%%

119.64 +6.13% ©

104.49 +1.97%®

105.15 +2.64%®

65.01 +1.04%®™

95.0 +0.54%"

92.0 +0.33%"

87.21 £5.76%"™

126.93 + 13.20%®

163.81 £ 0.30%"

163.60 + 4.15%

61.06 = 1.90%®

91.0 £ 0.59%"

73.0 £ 1.8%

60.20 +3.95%®

100.0 +2.56% ©

100.0 +3.26%%

100.0 + 4.05%%

100.0 +2.03%%

100.0 +2.10%%

100.0 +3.21%%

100.0 = 0.30%%

117.76 +13.11%®

109.75 +1.76%®™

168.28 +5.49%®™

88.12 +2.63%®™

89.0 +2.89%®

97.0 £2.07%"

99.45 + 4.36%"

160.13 +10.92%®

138.77 £ 4.07%"

196.17 + 4.08%"

82.52 +2.58%"™

83.0 +0.52%"®

91.0 + 3.68%"

91.62 = 6.05%

" TGC - Treatment group control; ~~ TG1: Treatment Group 1 ppm;
Data comparison at 0,05 level of significance (a, b, c).

e

Treatment Group 3 ppm.
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TABLE 2: Inhibitory effect of aluminum on the
activity (mU/mg) of digestive proteases of Nile

tilapia

Enzyme Conc. In vitro Aly(SOy); In vitro AlCl3

1 ppm 34.98 £0.56% 22.98 £0.83%
Pepsin

3 ppm 3893 +1.21% 3431 +1.25%

1 ppm 11.42 £0.72% 4.49 +3.20%
Trypsin

3 ppm 17.26 £0.61% 10.90 + 1.79%

1 ppm 3.40 £0.48% 6.59 +0.38%

Chymotrypsin
3 ppm 8.68 £0.45% 12.09 £0.35%

*comparison of the degree of inhibition afforded by sulfate and aluminum chloride by

means of in vitro (1 h incubation ).
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Figure legends

FIGURE 1- Histology of liver and gills of tilapia. Normal primary lamellae of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) gill (A, B) arch with a central hyaline cartilage (TGC, 1), secondary
lamellae perpendicular to the primary lamellae with abundant vascular spaces and a multi-layered
interlamellar epithelium (TG3, 2). Cut liver histology of control (TGC) and treated (TG3) fish

showing no any significant change (C , D). Original magnification X100.

FIGURE 2 — Cholinesterase activity (mU/mg) in vitro: effects of sulfate and chloride.

FIGURE 3 — Protein profile of alkaline. Electrophoretic profile of proteins (SDS-PAGE) and

zymogram. 3A - Alkaline electrophoretic profile of proteins (SDS-PAGE). Samples of control

(TGC), 1 ppm (TG1) and 3 ppm (TG3). 3B — Zymogram consisting Control group (TGC), exposed

to 1 ppm (TG1) group exposed to 3 ppm (TG3), an inhibitor of serine proteases (PMSF).
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Figure 1
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, foi possivel observar que o aluminio influenciou a atividade das sete
hidrolases propostas como biomarcadores de exposicao - as colinesterdsicas (AChE cerebral, AChE
muscular, BChE muscular) e as digestivas (pepsina, tripsina, quimotripsina e amilase intestinal) -,
tanto nos ensaios in vivo quanto nos in vitro.

A atividade das colinesterases foi maior quando da exposi¢do a concentracdo de 3 ppm, em
ambos os ensaios, indicando forte interacdo do metal, de forma a facilitar a catdlise enzimaética.
Entre elas, a BChE muscular se destacou pelo grau de ativacdo, sinalizando forte influéncia do
aluminio, mesmo em condig¢des alcalinas, no metabolismo muscular.

Entre as enzimas digestivas - uma modalidade de enzimas até entdo pouco exploradas como
marcadores bioldgicos -, a baixa atividade da pepsina in vivo ressaltou a hipétese de que, mesmo em
dguas alcalinas, o acimulo do aluminio em contato com o baixo pH estomacal tende a acarretar
efeitos inibitérios no metabolismo da enzima que, por sua vez, acarreta acdes deletérias na cascata
metabolica do organismo-alvo.

Nesse intuito, baseado nos resultados desta pesquisa, sugere-se a utilizacdo das enzimas
colinesterdsicas e digestivas de O. niloticus, através de uma associa¢do de resultados — a ativacao
das colinesterases estudadas, acompanhada da reducdo de atividade das enzimas digestivas citadas,
sugere a presenca de aluminio no meio aqudtico -, como ferramenta alternativa na avaliagdo de
biomarcadores de exposi¢ao para a presenca deste metal, mesmo que a inducdo tenha ocorrido em
condig¢des alcalinas, como demonstrado em nossa pesquisa.

Ressaltamos, ainda, a necessidade de novos estudos para elucida¢io da interac@o entre este
metal - elemento em ascensdo do ponto de vista industrial e doméstico -, e as enzimas digestivas,
pela sua relevancia metabdlica para os organismos aquéticos, contribuindo, assim, em programas de

monitoramento e/ou gestdo ambiental de dreas impactadas por este elemento metalico.
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7 ANEXOS
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information on this and copyright see =+http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the agreement
will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to
the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside
the institution and for all other derivative works, including compilations and translations (please consult 3+
http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s)
must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult =+http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred to: =+
http://www .elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the
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collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the
paper for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see
=+http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified as
conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit =+
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Language Services

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should have their
manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the English is difficult to
understand may be returned to the author for revision before scientific review.

Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-submission
please visit Fhttp://www.elsevier.com/languagepolishing or contact authorsupport@elsevier.com for more
information. Please note Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or
services offered by outside vendors through our services or in any advertising. For more information please
refer to our Terms & Conditions: =¢http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and
uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the article,
which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files are converted
to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for further processing after
acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision,
takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please submit your article via Zshttp://ees.elsevier.com/aqtox/
Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 3 potential referees. Note
that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers are used.

Page charges

Aquatic Toxicology has no page charges.

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should be in
single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's options to
justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When
preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: =+
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will be
required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic illustrations.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check"
functions of your wordprocessor.
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LaTeX

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article should preferably
be written using Elsevier's document class "elsarticle", or alternatively any of the other recognized classes
and formats supported in Elsevier's electronic submissions system, for further information see =+
http://www .elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier "elsarticle” LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation)
can be obtained from the Quickguide: =+http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file: elsarticle.cls,
complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various styles, and template files
for a quick start.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then
1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for
internal cross-referencing: do not just refer to "the text". Any subsection may be given a brief heading. Each
heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or
a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated
by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a practical
development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone
or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq.
(B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations
and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please
indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in
front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country
name, and, if available, the e-mail address of each author.
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* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country and area code)
are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details must
be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or
was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent address") may be indicated as a footnote to that
author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation
address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required of no more than 400 words. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separate
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract
itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be
used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the
article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as
well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the
article, etc.).

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics.
Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to
be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript
Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork
General points
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* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

* Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
=+http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office applications please
supply "as is".

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with the
correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For
color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color in print or on the Web only. For
further information on the preparation of electronic artwork, please see =+

http://www .elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to "gray scale"
(for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and
white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption
should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below
the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the
use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the
article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are
not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
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the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either "Unpublished results" or "Personal communication”" Citation
of areference as "in press" implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be
given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if
desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to
other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have
recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary.
More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters "a", "b",
"c", etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: =Zhttp://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of serial title word abbreviations: =#http://www.issn.org/2-22661-LTW A-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): =+http://www.cas.org/sent.html.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged
to include these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by
referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All
submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a maximum size of 10 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
=+http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the
video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will
personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages
at =+http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded in
the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the

75



Vagne de Melo Oliveira Anexos

portions of the article that refer to this content.
Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: =+http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material
in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For
more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at =+

http://www .elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for
review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

* Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

* References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and
in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print

* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for printing
purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.
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