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Glicosidases e sulfatases no molusco marinho Aplysia cervina.
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RESUMO

Glicosaminoglicanos (GAGs) são carboidratos presentes em todos os organismos que apre-
sentam organização tissular. Glicosidases e sulfatases são as enzimas envolvidas na degradação
destes compostos em vertebrados e invertebrados. O objetivo deste trabalho foi identificar a
presença destas enzimas em diferentes tecidos do molusco Aplysia cervina. O molusco foi dissecado
em esôfago, fígado, moela e músculo e homogeneizados separadamente. Após centrifugação os
sobrenadantes (extratos brutos) foram fracionados com sulfato de amônio nas concentrações de
0-30% (F-I), 30-50% (FII) e 50-80% (FIII). Foi identificada a presença de sulfatase, β-glucuronidase,
β-D-N-acetilgalactosaminidase e α-glucosaminidase nos extratos brutos de todos os tecidos
investigados. A enzima α-fucosidase não foi detectada em esôfago, nos extratos brutos e F-I de
moela, mas sim nas frações de fígado e músculo. A sulfatase apresentou-se mais ativa na F-III de
fígado e moela com atividades específicas de 3,0 e 4,8, respectivamente. A α-glucosaminidase foi
mais ativa nas frações F-III de esôfago e músculo apresentando atividades específicas de 3,9 e 2,0,
respectivamente. Estes resultados indicam a existência de atividade catabólica sobre os GAGs neste
invertebrado marinho.

PALAVRAS-CHAVE: Glicosaminoglicanos, glicosidases, sulfatases, metabolismo, invertebrados,
Aplysia cervina.

ABSTRACT

GLYCOSIDASES AND SULFATASES FROM THE MARINE MOLLUSC APLYSIA CERVINA.
Glycosaminoglycans (GAGs) are carbohydrates present in all organisms with tissue organization.
Glycosidases and sulfatases are the enzymes involved in their degradation in vertebrates and
invertebrates. The objective of this work was to identify the presence of these enzymes in different
tissues of the mollusc Aplysia cervina. The mollusc was dissected, separating out the esophagus, liver,
gizzard and muscle, which were homogenized separately. After centrifugation the supernatants
(crude extracts) were fractionated with ammonium sulfate in the concentrations of 0-30% (F-I), 30-50%
(FII) and 50-80% (FIII). The presence of the sulfatase, β-glucuronidase, β-D-N-acetilgalactosaminidase
and α-glucosaminidase was identified in the crude extracts of all studied tissues. α-fucosidase was not
found in the esophagus or in the crude extracts and F-I from gizzard, but was detected in the fractions
from liver and muscle. Sulfatase was more active in F-III from liver and gizzard, demonstrating specific
activity of the 3.0 and 4.8, respectively. α-glucosaminidase was more active in the F-III fraction from
esophagus and muscle presenting 3.9 and 2.0 specifics activities, respectively. These results indicate
the existence of catabolic activity on GAGs in these marine invertebrate.

KEY WORDS: Glycosaminoglycans, glycosidases, sulfatases, metabolism, invertebrates, Aplysia
cervina.
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INTRODUÇÃO

Os glicosaminoglicanos (GAGs) são
heteropolissacarídeos constituídos por unidades
dissacarídicas formadas por uma glicosamina ou
galactosamina, um ácido D-glucurônico ou L-idurônico
ou ainda galactose. Estes açúcares geralmente

apresentam grupamentos sulfato em diferentes posi-
ções de suas estruturas. Os principais tipos de
glicosaminoglicanos são: ácido hialurônico,
condroitim 4- e 6-sulfatos, dermatam sulfato, heparam
sulfato, queratam sulfato e heparina. O estudo da
distribuição destes compostos mostrou que eles estão
presentes em todos os filos do reino animal que
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apresentam organização tissular (DIETRICH et al., 1976;
MEDEIROS et al., 2000).

As funções dos GAGs estão relacionadas com a
resistência à infecção (WARREN & GRANHAM, 1950),
controle de água e eletrólitos, cicatrização (DORFMAN,
1958), atividade anticoagulante (COLBURN & BUONASSI,
1982), divisão e crescimento celular (DIETRICH, 1984;
PORCIONATO et al., 1999), adesão celular (STALLCUP et al.,
1990), reconhecimento intercelular (LÓPEZ-CASTILHAS

et al., 1991) e manutenção da transparência da córnea
(KRESSE et al., 1993), dentre outras.

O estudo do metabolismo do heparam sulfato e
heparina em mamíferos e outros vertebrados, revelou
que estes compostos são inicialmente degradados a
fragmentos de baixo peso molecular por
endoglicosidases. Estes fragmentos são então com-
pletamente degradados por ação seqüencial e alter-
nada de exoglicosidases e sulfatases específicas
(GLASER & CONRAD, 1979). A deficiência de algumas
enzimas envolvidas no catabolismo destes GAGs
leva ao acúmulo de intermediários destes compostos
nos tecidos e aumento da sua excreção urinária,
podendo levar a sérias complicações tais como: retardo
mental, problemas visuais, deformações físicas e óbito
(SUZUKI et al., 1997).

Alguns trabalhos já foram realizados em que se
identificou a presença de glicosidases e sulfatases
que degradam polissacarídeos ácidos em vários
invertebrados marinhos pertencentes aos filos
mollusca (SOUZA FILHO et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1994;
MEDEIROS et al., 1998), equinodermata (KUSAYKIN et al.,
2003), artropoda (KUSAYKIN et al., 2003), dentre outros.

O estudo da degradação do Heparam sulfato no
molusco Tagelus gibbus realizado por MEDEIROS et al.
(1998) evidenciou que as glicosidases e sulfatases
agem a fim de degradar o heparam sulfato liberando
sulfato inorgânico, glucosamina N-sulfato, N-
acetilglucosamina-6 sulfato e outros oligossacarídeos
como produtos. Estes resultados, quando comparados
à degradação do heparam sulfato em vertebrados,
indicaram a existência de uma rota diferente de degra-
dação destas moléculas neste invertebrado.

Com o propósito de estudar o metabolismo dos
GAGs em  outras espécies de invertebrados, este
artigo relata a identificação de glicosidases e sulfatases
em diferentes tecidos do molusco Aplysia cervina.

MATERIAIS E MÉTODOS

Reagentes Utilizados

Os substratos utilizados para a realização deste
estudo foram os p-nitrofenil derivados de açúcar
(p-nitrofenil sulfato, p-nitrofenil-β-D-glucuronídeo,
p-nitrofenil-β-D-N -acetilgalactopiranosídeo,

p-nitrofenil-α-glucopiranosídeo, p-nitrofenil-α-L-
fucopiranosídeo) adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,
USA).

Obtenção dos extratos brutos

Os moluscos, da espécie Aplysia cervina, foram
gentilmente coletados e cedidos pela administradora
de uma fazenda de cultivo de camarão (Marisa
Sonehara) situada no litoral sul do Rio Grande do
Norte e então armazenados a -20º C até sua utilização.

Os moluscos foram descongelados, mantidos a
4º C e dissecados com o auxílio de uma tesoura de
dissecação. A porção ventral foi seccionada e os
órgãos internos expostos. Após a identificação, o
esôfago, o fígado, a moela e os músculos foram isolados
e transferidos separadamente para um homogeni-
zador de tecidos contendo tampão acetato de sódio
0,1 M pH 5,0. As porções foram, separadamente,
homogeneizadas e em seguida centrifugadas a 15.000
RPM por 15min a 4º C. O precipitado foi descartado
e a fração solúvel (denominada de extrato bruto) foi
submetida ao fracionamento com sulfato de amônio.

Fracionamento com sulfato de amônio

Os extratos brutos foram individualmente preci-
pitados em três etapas de saturação com sulfato de
amônio: 0-30%, 30-50% e 50-80%. A solução de cada
passo de saturação foi centrifugada após 16h e os
precipitados resultantes foram ressuspensos em tam-
pão acetato de sódio 0,1 M pH 5,0 e em seguida
dialisados contra o mesmo tampão realizando-se
quatro trocas. Essas frações foram denominadas F-I,
F-II e F-III, referindo-se aos percentuais de saturação
0-30%, 30-50% e 50-80%, respectivamente.

Determinação das Atividades Enzimáticas

A determinação das atividades enzimáticas pre-
sentes nos extratos do molusco Aplysia cervina foram
realizadas utilizando-se como substratos específicos
os p-nitrofenil derivados de açúcar: p-nitrofenil-β-D-
glucuronídeo, p-nitrofenil-β-D-N-acetilgalactopiranosídeo,
p-nitrofenil-α-glucopiranosídeo, p-nitrofenil-α-L-
fucopiranosídeo e o p-nitrofenil-sulfato. Estes testes
foram realizados utilizando-se 10 mM de cada subs-
trato sintético juntamente com os extratos brutos e as
frações obtidas da precipitação com sulfato de amônio
(F-I, F-II e F-III). Os experimentos foram realizados a
37º C durante 60min. As reações foram interrompidas
pela adição de 1 mL de hidróxido de sódio 0,25 M e o
p-nitrofenolato liberado, quantificado em espectro-
fotômetro a 405 nm. Em todos os experimentos foram
feitos controles negativos dos substratos (experimentos
contendo 10 mM de cada substrato acrescido de
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tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5,0) e das frações
enzimáticas (experimentos contendo somente as
frações-extratos brutos, F-I, F-II e F-III e tampão acetato
de sódio 0,1 M pH 5,0) sendo estes submetidos às
mesmas condições de ensaio. A atividade específica
foi determinada levando-se em consideração a quan-
tidade de p-nitrofenol liberado e a massa em µg de
proteína contida no volume de cada fração ensaiada,
por um período de uma hora. A determinação das
proteínas foi feita pelo método de BRADFORD (1976)
utilizando albumina bovina como padrão.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados iniciais mostraram que, nos extra-
tos brutos de esôfago e moela, foram identificadas as
atividades sulfatásica, β-glucuronidásica, β-N-
acetilglucosaminidásica e a-glucosaminidásica, esta
última apresentando-se mais elevada que as demais
com atividade específica (AE) de 3,9 e 1,4, respectiva-
mente. Nestes extratos não foi identificada a ativida-
de a-fucosidásica (Figs. 1 e 3). Nos extratos brutos de
fígado e músculo, foi possível identificar todas as
enzimas pesquisadas: sulfatase, β-glucuronidase, β-
N-acetilglucosaminidase, α-glucosaminidase e α-
fucosidase (Figs. 2 e 4), e, como no esôfago e moela, a
enzima  a-glucosaminidase apresentou maior ativi-
dade com AE de 1,9 e 1,1, respectivamente.

A presença das enzimas sulfatase,  β-
glucuronidase, β-D-N-acetilgalactosaminidase e α-
glucosaminidase no molusco pode indicar ativida-
de metabólica sobre glicosaminoglicanos, por se
tratarem de enzimas típicas do catabolismo destes
compostos (CAPILA & LINHARDT, 2002; HANSON, et. al.,
2004).

A identificação da α-fucosidase indica ativida-
de metabólica em relação às fucanas,
polissacarídeos ácidos constituídos por fucose,
encontrados em invertebrados marinhos, como em
Strongylocentrotus franciscanus (PEREIRA et al., 2002) e
em algas marinhas.

Nos experimentos realizados, com frações deri-
vadas do fracionamento com sulfato de amônio de
esôfago (Fig. 1), verificou-se que a enzima α-
glucosaminidase foi precipitada em F-III apresen-
tando AE de 3,9, atividade esta, maior que todas as
outras determinadas para este tecido. Não foram
encontradas as enzimas β-D-N-acetilgalactosaminidase,
a-glucosaminidase e  α-fucosidase na F-I. As enzimas
sulfatase e β-glucuronidase foram precipitadas na
F-III, com AE de 2,0 e 0,5, respectivamente, enquanto
a β-D-N-acetilgalactosaminidase nas frações F-II e F-
III, com 0,9 de AE. A α-fucosidase não foi identificada
em nenhuma das frações. Estes resultados são seme-
lhantes aos encontrados na literatura em que foram

determinadas atividades de glicosidases e sulfatases
nos extratos enzimáticos dos moluscos Anomalocardia
brasiliana (SOUZA FILHO et al., 1990), Pomacea sp. (OLI-
VEIRA et al., 1994), Tagelus gibbus (MEDEIROS et al., 1998)
e Littorina kurila (KUSAYKIN et al., 2003).

Nas frações obtidas de fígado (Fig. 2), detectou-se
elevada atividade sulfatásica em todas as frações,
porém maior na F-III com 3,0 de atividade específica,
sendo esta a mais ativa neste tecido. Estes resultados
podem ser relacionados com os obtidos no mexilhão
marinho Mytilus edulis, onde foi determinada a pre-
sença de uma sulfatase em seus ovócitos, que atua
sobre o p-nitrocatecol sulfato um substrato sintético
semelhante ao p-nitrofenil-sulfato (PIPE & MOORE, 1985).
Foi possível ainda, identificar atividade α-
glucosaminidase nas frações F-II e F-III com seme-
lhantes intensidades com AE de 1,7 e 1,8, respectiva-
mente. A enzima a-fucosidase, apesar de ter sido
encontrada em todas as frações, apresentou maior
atividade específica (1,1) na F-II, enquanto a β-D-N-
acetilgalactosaminidásica foi igualmente precipitada
nas frações F-II e F-III apresentando atividades espe-
cíficas de 0,4. A β-glucuronidase não foi identificada
na F-I, mas apresentou maior atividade na F-II, com 0,3
de AE.

Nas frações de moela (Fig. 3), é possível verificar
intensa ação sulfatásica na F-III, na qual a enzima
apresentou AE de 4,8 e, como no fígado, a atividade
desta enzima é maior do que as outras. A enzima α-
glucosaminidase foi precipitada nas frações F-I, F-II e
F-III, embora na F-II ela tenha apresentado maior
atividade com AE de 2,7. A enzima β-D-N-
acetilgalactosaminidase foi encontrada em todas as
frações, mas apresentou-se maior em F-II com AE de
1,5. As demais atividades apresentaram-se mais bai-
xas. A realização deste fracionamento possibilitou a
identificação da a-fucosidase que não foi encontrada
no extrato bruto. A não detecção desta atividade
enzimática nos extratos brutos deste tecido pode ser
devido à presença de moléculas, que possam ter inter-
ferido na atividade da enzima, inibindo-a. O
fracionamento destas enzimas com sulfato de amônio
pode ter excluído este tipo de interferência e as ativi-
dades enzimáticas foram ressaltadas nas frações onde
os inibidores não foram co-precipitados com as
enzimas. A presença de uma fucosidase com ação
degradativa sobre fucanas da alga marinha
Ascophylum nodosum foi identificada em glândulas
digestivas do molusco Pecten maximus (DANIEL et al.,
1999), como ainda, foi identificada em várias espécies
de invertebrados marinhos (coelenterados, anelídeos,
equinodermos, nemertíneos e artropoda) a presença
de enzimas denominadas fucoidan hidrolases (de-
gradam fucoidan, um outro tipo de polissacarídeo
encontrado em algas marinhas) e diversas glicosidases
(KUSAYKIN et al., 2003).
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Com relação às frações obtidas de músculo (Fig. 4)
identificou-se maior atividade α-glucosaminidásica
e sulfatásica na F-III, com atividades específicas de 2,0
e 1,8, respectivamente. Estas enzimas apresentaram-
se mais ativas do que todas as outras neste tecido. A
enzima α-fucosidase, apesar de ter sido encontrada
em todas as frações, apresentou maior atividade em F-

III, com atividade específica de 0,9. Observou-se ainda
nesta fração, a atividade β-glucuronidásica, que apre-
sentou atividade específica de 0,5. Não foi identificada
atividade da enzima β-D-N-acetilgalactosaminidase
em nenhuma destas frações.

Na maioria destes experimentos, após o
fracionamento com sulfato de amônio, observou-se
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Fig. 1 - Enzimas presentes nos extratos brutos e frações de
esôfago do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram
realizados com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-
nitrofenil-β -D-glucuronídeo, p-nitrofenil-β-D-N-
acetilgalactopiranosídeo, p-nitrofenil-α-glucopiranosídeo e
p-nitrofenil-α-L-fucopiranosídeo. Onde EB, F-I, F-II e F-III
indicam o extrato bruto e as frações precipitadas com 0-30%,
30-50% e 50-80% de sulfato de amônio, respectivamente.
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Fig. 2 - Enzimas presentes nos extratos brutos e frações de
fígado do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram realiza-
dos com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-nitrofenil-β-D-
glucuronídeo, p-nitrofenil-β-D-N-acetilgalactopiranosídeo,
p-nitrofenil-α -glucopiranosídeo e p-nitrofenil-α-L-
fucopiranosídeo. Onde EB, F-I, F-II e F-III indicam o extrato
bruto e as frações precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-80%
de sulfato de amônio, respectivamente.
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Fig. 3 - Enzimas presentes nos extratos brutos e frações de
moela do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram realiza-
dos com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-nitrofenil-β-D-
glucuronídeo, p-nitrofenil-β-D-N-acetilgalactopiranosídeo,
p-nitrofenil-α -glucopiranosídeo e p-nitrofenil-α-L-
fucopiranosídeo. Onde EB, F-I, F-II e F-III indicam o extrato
bruto e as frações precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-80%
de sulfato de amônio, respectivamente.

Fig. 4 - Enzimas presentes nos extratos brutos e frações
de músculo do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram
realizados com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-
nitrofenil-β-D-glucuronídeo, p-nitrofenil-β-D-N-
acetilgalactopiranosídeo, p-nitrofenil-α-glucopiranosídeo
e p-nitrofenil-α-L-fucopiranosídeo. Onde EB, F-I, F-II e
F-III indicam o extrato bruto e as frações precipitadas com
0-30%, 30-50% e 50-80% de sulfato de amônio, respectiva-
mente.
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um predomínio e acentuação das atividades
enzimáticas nas frações F-II e F-III em todos os tecidos.
As sulfatases foram sempre potencializadas em relação
às suas atividades nos extratos brutos e, em todos os
tecidos, apresentou maior atividade específica na
F-III, indicando que o fracionamento realizado foi
eficaz para a atividade desta enzima. A presença da
sulfatase nestes extratos sugere a existência de um
sistema catabólico sobre todos glicosaminoglicanos
sulfatados, já que eles possuem grupos sulfato em
diferentes posições de suas hexosaminas: posições 2,
3, 4 e 6 (CAPILA & LINHARDT, 2002). Experimentos mais
aprofundados poderão indicar quais as posições de
sulfatação são reconhecidas por esta enzima.

A presença de β-N-acetilgalactosaminidase indica
atuação catabólica sobre o condroitim sulfato e
dermatam sulfato, visto estes polissacarídeos conte-
rem em suas estruturas β-N-acetilgalactosamina. A
atividade desta enzima decresceu em quase todos os
fracionamentos, indicando que mudanças nas condi-
ções destes e/ou dos ensaios enzimáticos podem ser
necessários para determinar melhor a atividade desta
enzima.

A identificação das enzimas α-glucosaminidase e
α-fucosidase indica atividade catabólica sobre
heparam sulfato, heparina e fucanas, por tratarem-se
de polissacarídeos que contem em suas estruturas os
açúcares glucosamina, no caso dos GAGs e fucose,
nas fucanas. A existência da  β-glucuronidase, nas
frações dos tecidos estudados, indica atividade meta-
bólica sobre todos o GAGs que apresentam ácido
glucurônico em suas estruturas e incluem: o ácido
hialurônico, o condroitim sulfato, o dermatam sulfato,
o heparam sulfato e a heparina.

A não detecção de algumas atividades enzimáticas,
ou mesmo, a redução de algumas destas ao longo do
fracionamento pode ter sido causado por alguns fatores
que interferiram na precipitação destas proteínas, ou
na identificação de suas atividades, como as condições
do fracionamento realizado, ou seja, as faixas de
saturação de sulfato de amônio utilizadas (0-30%, 30-50%
e 50-80%) talvez não tenham sido ideais para a preci-
pitação destas proteínas. Outro tipo de problema
pode ter ocorrido durante o processo de fracionamento,
em que determinados íons (Ca+2 , Mn+2 , Fe+3 , Cu+2 ,
dentre outros), por exemplo, que influenciam a ativi-
dade de certas enzimas, como descrito para uma
sulfatase e β-N-acetilhexosaminidase bovinas
(FAROOQUI & SRIVASTAVA, 1981) podem ter sido ao longo
do fracionamento precipitados em algumas frações
enzimáticas, causando a diminuição, ou mesmo a
perda de suas atividades catalíticas. Novas precipi-
tações podem ser realizadas, utilizando diferentes
faixas de saturação salina, a fim de estabelecer condições
de fracionamentos mais eficazes para estas enzimas.
E ainda, sabendo que as enzimas necessitam de

condições ótimas para agir, tais como: tempo, pH,
temperatura e concentração de substrato, é possível
que as condições utilizadas nos ensaios enzimáticos
(60 min, pH 5,0, 37º C e 10 mM de substrato) não
tenham sido ideais para a atividade de determinadas
enzimas e, estas se apresentaram baixas em relação às
demais. Novos experimentos podem ser realizados,
em diferentes condições, para determinação dos
parâmetros ideais (ótimos) de atividade para algu-
mas enzimas aqui identificadas.

CONCLUSÕES

Os resultados demonstraram que nos extratos
brutos e nas frações precipitadas com sulfato de
amônio de esôfago, fígado, moela e músculo do
molusco Aplysia cervina foram identificadas as
presenças das enzimas sulfatase, β-glucuronidase,
β-D-N-acetilgalactosaminidase, a-glucosaminidase e
α-fucosidase. A enzima a-fucosidase não foi encon-
trada nos extratos brutos e nas frações precipitadas
com sulfato de amônio de esôfago, como também no
extrato bruto e F-I de moela. A sulfatase apresentou-se
mais ativa na F-III do fígado e moela, enquanto a
α-glucosaminidase foi mais ativa nas frações F-III de
esôfago e músculo. Isto indica que, nos tecidos
pesquisados existe atividade catabólica sobre os GAGs
e polissacarídeo algal o que encoraja a realização de
experimentos mais aprofundados, como a purificação
destas enzimas, estudo de suas especificidades e
características cinéticas, a fim de caracterizar melhor
suas atividades e assim propor, futuramente, um
mecanismo de degradação destas moléculas nestes
animais.
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