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RESUMO

Glicosaminoglicanos (GAGS) sdo carboidratos presentes em todos 0s organismos que apre-
sentam organizacao tissular. Glicosidases e sulfatases sdo as enzimas envolvidas na degradagdo
destes compostos em vertebrados e invertebrados. O objetivo deste trabalho foi identificar a
presencadestas enzimas em diferentes tecidos do molusco Aplysiacervina. O moluscofoi dissecado
em esdfago, figado, moela e musculo e homogeneizados separadamente. Apdés centrifugagao os
sobrenadantes (extratos brutos) foram fracionados com sulfato de amonio nas concentragdes de
0-30% (F-1), 30-50% (F11) e 50-80% (FI11). Foi identificada a presenga de sulfatase, b-glucuronidase,
b-D-N-acetilgalactosaminidase e a-glucosaminidase nos extratos brutos de todos os tecidos
investigados. A enzima a-fucosidase nédo foi detectada em es6fago, nos extratos brutos e F-I de
moela, mas sim nas fragdes de figado e musculo. A sulfatase apresentou-se mais ativa na F-111 de
figado e moela com atividades especificas de 3,0 € 4,8, respectivamente. Aa-glucosaminidase foi
mais ativa nas fragdes F-111 de es6fago e musculo apresentando atividades especificas de 3,9 e 2,0,
respectivamente. Estes resultados indicam aexisténcia de atividade catab6licasobre 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-1), 30-50%
(F11) and 50-80% (F111). The presence of the sulfatase, b-glucuronidase, b-D-N-acetilgalactosaminidase
and a-glucosaminidase was identified in the crude extracts of all studied tissues.a-fucosidasewasnot
foundintheesophagusorinthecrudeextractsand F-1fromgizzard, butwas detected in the fractions
from liverand muscle. Sulfatase was more active in F-111 from liver and gizzard, demonstrating specific
activity of the 3.0 and 4.8, respectively.a-glucosaminidase was more active inthe F-111 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.

INTRODUCAO

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao
heteropolissacarideos constituidos por unidades
dissacaridicas formadas por uma glicosamina ou
galactosamina,umacidoD-glucurdnicoouL-idurdnico
ou ainda galactose. Estes acUcares geralmente

apresentam grupamentos sulfato em diferentes posi-
¢Oes de suas estruturas. Os principais tipos de
glicosaminoglicanos sdo: acido hialurdnico,
condroitim4-e6-sulfatos,dermatamsulfato, heparam
sulfato, queratam sulfato e heparina. O estudo da
distribuicao destes compostos mostrou que eles estao
presentes em todos os filos do reino animal que
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apresentam organizacao tissular (DieTricHet al., 1976;
MEDEIROs et al., 2000).

As funcBes dos GAGs estdo relacionadas com a
resisténcia a infeccdo (WARREN & GRANHAM, 1950),
controle de 4gua e eletrélitos, cicatrizagdo (DorRFMAN,
1958), atividade anticoagulante (CoLBURN & BuoNAssi,
1982), divisdo e crescimento celular (DieTricH, 1984;
PorcionaToet al., 1999), adesdo celular (StaLLcupetal.,
1990), reconhecimento intercelular (Lorez-CAsTILHAS
etal.,1991) e manutencdo datransparénciadacornea
(KressE et al., 1993), dentre outras.

O estudo do metabolismo do heparam sulfato e
heparinaem mamiferos e outros vertebrados, revelou
que estes compostos sdo inicialmente degradados a
fragmentos de baixo peso molecular por
endoglicosidases. Estes fragmentos séo entdo com-
pletamente degradados por a¢édo sequencial e alter-
nada de exoglicosidases e sulfatases especificas
(GLAsER & ConrAD, 1979). A deficiéncia de algumas
enzimas envolvidas no catabolismo destes GAGs
levaao acimulo de intermediarios destes compostos
nos tecidos e aumento da sua excre¢do urinaria,
podendo levarasériascomplicagdestaiscomo: retardo
mental, problemas visuais, deformagdes fisicas e 6bito
(Suzuki et al., 1997).

Alguns trabalhos ja foram realizados em que se
identificou a presenca de glicosidases e sulfatases
que degradam polissacarideos acidos em varios
invertebrados marinhos pertencentes aos filos
mollusca (Souza FiLHoetal., 1990; Ouiveiraetal., 1994;
MEDEIROs et al., 1998), equinodermata (Kusavkin etal.,
2003), artropoda (Kusavkin etal., 2003), dentre outros.

O estudo da degradacédo do Heparam sulfato no
molusco Tagelus gibbus realizado por MebpEiros et al.
(1998) evidenciou que as glicosidases e sulfatases
agem a fim de degradar o heparam sulfato liberando
sulfato inorganico, glucosamina N-sulfato, N-
acetilglucosamina-6sulfatoe outrosoligossacarideos
como produtos. Estes resultados, quando comparados
a degradacdo do heparam sulfato em vertebrados,
indicaramaexisténciade umarotadiferentede degra-
dacédo destas moléculas neste invertebrado.

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

MATERIAIS E METODOS

Reagentes Utilizados

Os substratos utilizados para a realizacdo deste
estudo foram os p-nitrofenil derivados de agUcar

(p-nitrofenil sulfato, p-nitrofenil-b-D-glucuronideo,
p-nitrofenil-b-D-N-acetilgalactopiranosideo,

p-nitrofenil-a-glucopiranosideo, p-nitrofenil-a-L-
fucopiranosideo) adquiridos da Sigma (St. Louis, MO,
USA).

Obtencédo dos extratos brutos

Os moluscos, da espécie Aplysia cervina, foram
gentilmente coletados e cedidos pelaadministradora
de uma fazenda de cultivo de camardo (Marisa
Sonehara) situada no litoral sul do Rio Grande do
Norteeentdoarmazenadosa-20°Catésuautilizacao.

Os moluscos foram descongelados, mantidos a
4° C e dissecados com o auxilio de uma tesoura de
dissecacdo. A porgdo ventral foi seccionada e os
Orgdos internos expostos. Apos a identificacdo, o
esofago, o figado,amoelae osmusculosforamisolados
e transferidos separadamente para um homogeni-
zador de tecidos contendo tampdo acetato de sédio
0,1 M pH 5,0. As porgdes foram, separadamente,
homogeneizadaseemseguidacentrifugadasa15.000
RPM por 15min a 4° C. O precipitado foi descartado
e a fracdo soltvel (denominada de extrato bruto) foi
submetida ao fracionamento com sulfato de aménio.

Fracionamento com sulfato de aménio

Os extratos brutos foram individualmente preci-
pitados em trés etapas de saturacdo com sulfato de
amonio: 0-30%, 30-50% e 50-80%. A solug¢do de cada
passo de saturacdo foi centrifugada apds 16h e os
precipitadosresultantesforam ressuspensosemtam-
pao acetato de s6dio 0,1 M pH 5,0 e em seguida
dialisados contra o mesmo tampdao realizando-se
quatro trocas. Essas fragdes foram denominadas F-I,
F-11 e F-111, referindo-se aos percentuais de saturagao
0-30%, 30-50% e 50-80%, respectivamente.

Determinacdo das Atividades Enzimaéticas

A determinagdo das atividades enzimaticas pre-
sentes nos extratos do molusco Aplysiacervinaforam
realizadas utilizando-se como substratos especificos
os p-nitrofenil derivados de agucar: p-nitrofenil-b-D-
glucuronideo, p-nitrofenilb-D-N-acetilgalactopiranosideo,
p-nitrofenil-a-glucopiranosideo, p-nitrofenil-a-L-
fucopiranosideo 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
fragbesobtidasdaprecipitacdocomsulfatodeamonio
(F-1, F-11 e F-I11). Os experimentos foram realizados a
37°Cdurante 60min. As reagdes foram interrompidas
pelaadicédo de 1 mL de hidréxido de s6dio 0,25 M e o
p-nitrofenolato liberado, quantificado em espectro-
fotdmetro 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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tampado acetato de sédio 0,1 M pH 5,0) e das fracdes
enzimaticas (experimentos contendo somente as
fracBes-extratos brutos, F-I, F-11 e F-11l etampao acetato
de s6dio 0,1 M pH 5,0) sendo estes submetidos as
mesmas condi¢des de ensaio. A atividade especifica
foi determinada levando-se em consideragéo a quan-
tidade de p-nitrofenol liberado e a massa em ng de
proteina contida no volume de cada fracdo ensaiada,
por um periodo de uma hora. A determinacao das
proteinas foi feita pelo método de Brabprorp (1976)
utilizando albumina bovina como padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados iniciais mostraram que, nos extra-
tos brutos de esd6fago e moela, foram identificadas as
atividades sulfatasica, b-glucuronidésica, b-N-
acetilglucosaminidésica e a-glucosaminidasica, esta
ultima apresentando-se mais elevada que as demais
com atividade especifica (AE) de 3,9 e 1,4, respectiva-
mente. Nestes extratos néo foi identificada a ativida-
de a-fucosidésica (Figs. 1 e 3). Nos extratos brutos de
figado e masculo, foi possivel identificar todas as
enzimas pesquisadas: sulfatase, b-glucuronidase, b-
N-acetilglucosaminidase, a-glucosaminidase e a-
fucosidase (Figs. 2 e 4), e, como no esdfago e moela, a
enzima a-glucosaminidase apresentou maior ativi-
dade com AE de 1,9 e 1,1, respectivamente.

A presenca das enzimas sulfatase, b-
glucuronidase, b-D-N-acetilgalactosaminidase e a-
glucosaminidase no molusco podeindicarativida-
de metabdlica sobre glicosaminoglicanos, por se
tratarem de enzimas tipicas do catabolismo destes
compostos (CAriLA & LINHARDT, 2002;HANsoN, et. al.,
2004).

A identificacdo daa-fucosidase indicaativida-
de metabdlica em relacdo as fucanas,
polissacarideos &cidos constituidos por fucose,
encontrados em invertebrados marinhos, como em
Strongylocentrotus franciscanus (PereirAet al., 2002) e
em algas marinhas.

Nos experimentos realizados, com fragdes deri-
vadas do fracionamento com sulfato de aménio de
es6fago (Fig. 1), verificou-se que a enzima a-
glucosaminidase foi precipitada em F-Ill apresen-
tando AE de 3,9, atividade esta, maior que todas as
outras determinadas para este tecido. Nao foram
encontradas asenzimasb-D-N-acetilgalactosaminidase,
a-glucosaminidasee a-fucosidase naF-1. Asenzimas
sulfatase e b-glucuronidase foram precipitadas na
F-111,com AEde 2,0€ 0,5, respectivamente, enquanto
ab-D-N-acetilgalactosaminidase nas fragcdes F-11e F-
I11,com 0,9 de AE. Aa-fucosidase ndo foi identificada
emnenhumadas fragdes. Estes resultados séo seme-
Ihantes aos encontrados na literatura em que foram

determinadas atividades de glicosidases e sulfatases
nos extratos enzimaticos dos moluscosAnomalocardia
brasiliana (Souza FiLHo et al., 1990), Pomacea sp. (OuI-
VEIRAet al., 1994), Tagelus gibbus (Mepeiros et al., 1998)
e Littorina kurila (Kusavkin et al., 2003).

Nas fragdes obtidas de figado (Fig. 2), detectou-se
elevada atividade sulfatasica em todas as frag6es,
porém maior na F-111 com 3,0 de atividade especifica,
sendo esta a mais ativa neste tecido. Estes resultados
podem ser relacionados com os obtidos no mexilhdo
marinho Mytilus edulis, onde foi determinada a pre-
senca de uma sulfatase em seus ovdcitos, que atua
sobre o p-nitrocatecol sulfato um substrato sintético
semelhante ao p-nitrofenil-sulfato (Pire & Moore,1985).
Foi possivel ainda, identificar atividade a-
glucosaminidase nas fragdes F-11 e F-I1l1l com seme-
Ihantes intensidades com AE de 1,7 e 1,8, respectiva-
mente. A enzima a-fucosidase, apesar de ter sido
encontrada em todas as fragbes, apresentou maior
atividade especifica (1,1) na F-Il, enquanto a b-D-N-
acetilgalactosaminidésica foi igualmente precipitada
nas fracdes F-11 e F-111 apresentando atividades espe-
cificas de 0,4. A b-glucuronidase néo foi identificada
naF-1, masapresentou maioratividade naF-1l,com0,3
de AE.

Nas fragdes de moela (Fig. 3), é possivel verificar
intensa acgdo sulfatsica na F-11l, na qual a enzima
apresentou AE de 4,8 e, como no figado, a atividade
desta enzima é maior do que as outras. A enzimaa-
glucosaminidase foi precipitada nas fracdes F-1, F-1le
F-111, embora na F-1l ela tenha apresentado maior
atividade com AE de 2,7. A enzima b-D-N-
acetilgalactosaminidase foi encontrada em todas as
fracdes, mas apresentou-se maior em F-11 com AE de
1,5. As demais atividades apresentaram-se mais bai-
xas. A realizacdo deste fracionamento possibilitou a
identificacdo daa-fucosidase que ndo foi encontrada
no extrato bruto. A ndo detec¢cdo desta atividade
enzimatica nos extratos brutos deste tecido pode ser
devidoapresengade moléculas, que possamterinter-
ferido na atividade da enzima, inibindo-a. O
fracionamento destasenzimascom sulfato deamonio
pode ter excluido este tipo de interferéncia e as ativi-
dadesenzimaticasforam ressaltadas nasfracdes onde
os inibidores ndo foram co-precipitados com as
enzimas. A presen¢a de uma fucosidase com acgao
degradativa sobre fucanas da alga marinha
Ascophylum nodosum foi identificada em glandulas
digestivas do molusco Pecten maximus (DANIEL et al.,
1999), como ainda, foiidentificadaem véarias espécies
deinvertebradosmarinhos (coelenterados, anelideos,
equinodermos, nemertineos e artropoda) a presenca
de enzimas denominadas fucoidan hidrolases (de-
gradam fucoidan, um outro tipo de polissacarideo
encontradoemalgas marinhas) e diversas glicosidases
(Kusavkin et al., 2003).
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Fig. 1 - Enzimas presentes nos extratos brutos e fragbes de
esdfago do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram
realizados com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-
nitrofenil-b-D-glucuronideo, p-nitrofenil-b-D-N-
acetilgalactopiranosideo, p-nitrofenil-a-glucopiranosideo e
p-nitrofenil-a-L-fucopiranosideo. Onde EB, F-I, F-11 e F-111
indicam o extrato bruto e as fragbes precipitadas com 0-30%,
30-50% e 50-80% de sulfato de aménio, respectivamente.
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Fig. 3 - Enzimas presentes nos extratos brutos e fragbes de
moela do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram realiza-
doscom os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-nitrofenil-b-D-
glucuronideo, p-nitrofenil-b-D-N-acetilgalactopiranosideo,
p-nitrofenil-a-glucopiranosideo e p-nitrofenil-a-L-
fucopiranosideo. Onde EB, F-I, F-1l e F-Ill indicam o extrato
bruto e as frag6es precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-80%
de sulfato de amdnio, respectivamente.

Comrelagdo asfragdes obtidas de musculo (Fig. 4)
identificou-se maior atividade a-glucosaminidéasica
esulfatasicanaF-11l,comatividadesespecificasde 2,0
e 1,8, respectivamente. Estas enzimas apresentaram-
se mais ativas do que todas as outras neste tecido. A
enzima a-fucosidase, apesar de ter sido encontrada
emtodasasfracfes, apresentou maioratividadeem F-
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Fig. 2 - Enzimas presentes nos extratos brutos e fra¢des de
figado do molusco Aplysia cervina. Os ensaios foram realiza-
doscom os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-nitrofenil-b-D-
glucuronideo, p-nitrofenil-b-D-N-acetilgalactopiranosideo,
p-nitrofenil-a-glucopiranosideo e p-nitrofenila-L-
fucopiranosideo. Onde EB, F-1, F-11 e F-11l indicam o extrato
bruto e as fra¢des precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-80%
de sulfato de aménio, respectivamente.
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Fig. 4 - Enzimas presentes nos extratos brutos e fra¢des
de musculo domoluscoAplysiacervina. Osensaiosforam
realizados com os substratos: p-nitrofenil-sulfato, p-
nitrofenil-b-D-glucuronideo, p-nitrofenil-b-D-N-
acetilgalactopiranosideo, p-nitrofenil-a-glucopiranosideo
e p-nitrofenil-a-L-fucopiranosideo. Onde EB, F-1, F-ll e
F-lllindicam oextrato brutoeasfragdes precipitadascom
0-30%, 30-50%e50-80% de sulfatodeam®onio, respectiva-

mente.

I11,comatividade especificade 0,9. Observou-seainda
nestafracdo, aatividadeb-glucuronidasica, que apre-
sentouatividadeespecificade0,5. Naofoiidentificada
atividade da enzimab-D-N-acetilgalactosaminidase
em nenhuma destas fracdes.

Na maioria destes experimentos, apés o
fracionamento com sulfato de aménio, observou-se
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um predominio e acentuacdo das atividades
enzimaticas nasfragdesF-11eF-11lemtodos ostecidos.
Assulfatasesforamsempre potencializadasemrelagdo
as suas atividades nos extratos brutos e, em todos 0s
tecidos, apresentou maior atividade especifica na
F-111, indicando que o fracionamento realizado foi
eficaz para a atividade desta enzima. A presencga da
sulfatase nestes extratos sugere a existéncia de um
sistema catabdlico sobre todos glicosaminoglicanos
sulfatados, ja que eles possuem grupos sulfato em
diferentes posicdes de suas hexosaminas: posi¢oes 2,
3,4 e 6 (CariLA& LINHARDT, 2002). Experimentos mais
aprofundados poderédo indicar quais as posi¢des de
sulfatacdo sdo reconhecidas por esta enzima.

A presenca deb-N-acetilgalactosaminidaseindica
atuacdo catabdlica sobre o condroitim sulfato e
dermatam sulfato, visto estes polissacarideos conte-
rem em suas estruturas b-N-acetilgalactosamina. A
atividade desta enzima decresceu em quase todos 0s
fracionamentos, indicando que mudancas nas condi-
¢Oes destes e/ou dos ensaios enzimaticos podem ser
necessarios paradeterminar melhoraatividade desta
enzima.

A identificacdo das enzimasa-glucosaminidasee
a-fucosidase indica atividade catabdlica sobre
heparam sulfato, heparinae fucanas, por tratarem-se
de polissacarideos que contem em suas estruturas 0s
acucares glucosamina, no caso dos GAGs e fucose,
nas fucanas. A existéncia da b-glucuronidase, nas
fracOes dostecidos estudados, indicaatividade meta-
bélica sobre todos 0 GAGs que apresentam &cido
glucurénico em suas estruturas e incluem: o acido
hialurénico, o condroitim sulfato, o dermatam sulfato,
o heparam sulfato e a heparina.

Andodeteccdodealgumasatividadesenzimaticas,
ou mesmo, a reduc¢do de algumas destas ao longo do
fracionamento podeter sido causado poralgunsfatores
gue interferiram na precipitacao destas proteinas, ou
naidentificacdo de suas atividades, como as condi¢des
do fracionamento realizado, ou seja, as faixas de
saturagdo de sulfato de amonio utilizadas (0-30%, 30-50%
e 50-80%) talvez ndo tenham sido ideais para a preci-
pitacdo destas proteinas. Outro tipo de problema
podeterocorridodurante o processo de fracionamento,
em que determinados ions (Ca*?, Mn*?, Fe*?, Cu*?,
dentre outros), por exemplo, que influenciam a ativi-
dade de certas enzimas, como descrito para uma
sulfatase e b-N-acetilhexosaminidase bovinas
(FAROOQUI & SRIVASTAVA, 1981) podemtersidoaolongo
do fracionamento precipitados em algumas fragdes
enzimaticas, causando a diminui¢cdo, ou mesmo a
perda de suas atividades cataliticas. Novas precipi-
tacdes podem ser realizadas, utilizando diferentes
faixasdesaturacdosalina,afimdeestabelecer condicbes
de fracionamentos mais eficazes para estas enzimas.
E ainda, sabendo que as enzimas necessitam de

condicOes 6timas para agir, tais como: tempo, pH,
temperatura e concentragdo de substrato, € possivel
gue as condig¢bes utilizadas nos ensaios enzimaticos
(60 min, pH 5,0, 37° C e 10 mM de substrato) ndo
tenham ssidoideais paraaatividade de determinadas
enzimase, estas se apresentarambaixasemrelacédoas
demais. Novos experimentos podem ser realizados,
em diferentes condic¢des, para determinacdo dos
parédmetros ideais (6timos) de atividade para algu-
mas enzimas aqui identificadas.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que nos extratos
brutos e nas fragdes precipitadas com sulfato de
amonio de esbdfago, figado, moela e musculo do
molusco Aplysia cervina foram identificadas as
presencas das enzimas sulfatase, b-glucuronidase,
b-D-N-acetilgalactosaminidase, a-glucosaminidase e
a-fucosidase. A enzima a-fucosidase néo foi encon-
trada nos extratos brutos e nas fragdes precipitadas
com sulfato de aménio de eséfago, como também no
extrato bruto e F-I de moela. A sulfatase apresentou-se
mais ativa na F-111 do figado e moela, enquanto a
a-glucosaminidase foi mais ativa nas fragdes F-I11 de
es6fago e musculo. Isto indica que, nos tecidos
pesquisadosexisteatividade catabdlicasobre o0sGAGs
e polissacarideo algal o que encoraja a realizacédo de
experimentos maisaprofundados,comoapurificagcdo
destas enzimas, estudo de suas especificidades e
caracteristicas cinéticas, a fim de caracterizar melhor
suas atividades e assim propor, futuramente, um
mecanismo de degradacao destas moléculas nestes
animais.
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