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Introducéo A demonstracdo da degradagdo sequencial do Qu
ratam sulfato (KS) com enzimas bacterianas derivadas
Glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) sdo acucaPseudomonas Actinobacillus crescendo simbioticamen-
res complexos, formados por uma hexosamina [D-glicosége em um meio contendo KS (1%) como Unica fonte de
mina (GIcN) ou D-galactosamina (GalN) e um &cido idurénidemonstra a presenca em extratos de bactérias de endo
co [acido D-glicur6nico (GlcA) ou acido L-idurdnico (IdoA)] cosidases, sulfatases, eid- galactosidases e exo-N-
ou galactose (queratam sulfato), que sé@o arranjados altéeetil-3-D-glicosaminidase, onde seus efeitos combinado
nadamente, em sequéncia ndo ramificada, e carreiam subliraram a liberacédo do 2-acetoamido-2-deoxy-D-glicose,
tuintes sulfato em varias posi¢ées (17). Suas funcdes bioldalactose e sulfato inorganico (25).
gicas sdo altamente diversificadas e vao desde simples Os avancos no estudo das estruturas quimica
funcao de suporte mecénico as mais complexas, como agéicoconjugados devem-se, em grande parte, a aplicacao
séo, motilidade, proliferacao, diferenciacdo e morfogénesgicosidases para investigacéo dos polissacarideos con
celulares. tuintes de glicocoproteinas. Uma das principais enzim
Certas fungbes, como anticoagulante e atividadeplicadas nesses estudos tem sido a N-ABdiilglicosa-
antiproliferativa do Heparan sulfato e Heparina, séo expreminidase $-NAG(3). AB-NAG é uma enzima lisossomal,
sos pela cadeia de GAG livre. Os principais glicosaminogliamplamente distribuida em varios tecidos (12). Atividad
canos s&o: Acido hialurénico (AH) Gnico n&o sulfatadof-NAG tem sido detectada em uma grande variedade
Condroitim 4 e 6 sulfatos (CS), Heparam sulfato (HS), Hepamnateriais biol6gicos, sendo inicialmente notada em epidid
rina (Hep), Dermatam sulfato (DS) e Queratam sulfato (KSho de porco (10), em microorganismos (2;36), varios teci
(7:9;8) dos de animais (6;28;33), grandes plantas (16;1;18) e €
outros animais (22). Entretanto, na literatura sdo poucas
referéncias sobre glicosidases em moluscos (32;19), e
que tém, mostram a atividade dessas enzimas sobre su
tratos sintéticos (15;21;5;25).
A descoberta de desordens metabdlicas envolve
do a deficiéncia de enzimas especificas de glicosaminog
canos tem chamado a atencao, nas duas Ultimas déca
pela sua importancia no metabolismo humano (23). Ad
mais, em mamiferos, #sNAG séo liberadas das células
pelo rompimento destas ou por exocitose. Por este motiv
estdo sendo utilizadas como avaliadoras do desenvolvim
to de determinadas patologias humanas (35;26;27;29;14;1
O avanco na quimica de glicoconjugados deve-s
em parte, a aplicacéo de glicosidases para investigacao
acUcares constituintes de glicocoproteinas, onde uma
enzimas inicialmente aplicadas nestes estudos fleNa
Figura 1 - Anadara notabilis acetilglicosaminidase (3).
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Glicosidases estao envolvidas no catabolismo de glplexas de glicoproteinas e glicolipidios e, na quimica orga-
coproteinas, glicolipidios, glicosaminoglicanos e oligossanica, para a preparagdo de estruturas de oligossacarideos
carideos, onde estas substancias acumulam-se em excesstéticos (30). Podendo também ser usada como potente
em erros inatos do metabolismo de humanos recém-naskrvicida no combate a mosquitos transmissores de doen-
dos, designados de glicoproteinoses, esfingolipidosegas, onde o extrato enzimatico do fungo saprdfitaerru-
mucopolissacaridoses ou oligosacaridoses (4). Em mamifearia, produtor de um complexo enzimatico que degrada
ros, o estudo com pacientes portadores de doenca aterosticula de insetos, mostrou-se eficaz contra larvas do mos-
clerdtica crénica, incluindo doencga coronariana e cerebrguito A. aegyptno primeiro e quarto estagio larval, matan-
vascular, mostrou um aumento em 30% da ativiflalle  do estas em 48 hs (20), neste caso, 0 mecanismo de acao
acetilhexosaminidasic8{NAHex) em relacdo a pacientes desta enzima € primariamente exercido na membrana peritro-
controle, além disso, enzimas citosélicas como aspartapica do intestino médio larval, que é composta por uma rede
amino-transferase e lactato desidrogenase, apresentavata-quitina envolvida em uma matriz rica em proteoglicanos
se com seus valores dentro da normalidade, mostrando @&).

a atividade3-NAHex nado estava elevada por ruptura de
células e sim, por secrec¢éo lisossomal extracelular (37). Resultados e discusséo:

Por causa do seu alto peso molecBakAHex ndo
é filtrada através da membrana glomerular renal, assim, na  Andlises iniciais das eletroforeses ndo deixam divi-
presenca de uma lesdo glomerular ou dano tubular renaldas quanto a atividade catalitica mostrada pelos extratos
aumento da atividad®&NAHex tem importante aplicagdo enzimaticos extraidos do molusco, frente aos glicosamino-
como diagnostico laboratorial das doencas renais. Por oglicanos naturais (Figuras 2). Os precipitadesf; adqui-
tro lado, o significado clinico da ativida@eNAHex no soro  ridos por concentracdes crescentes de sulfato de amonia,
e plasma ainda néo esta estabelecido (12). apos serem testados, mostraram uma forte atividade apre-

Por estes motivos, atividaeNAHex estd sendo sentada por ambas as fragdes, provavelmente devido a pre-
utilizada como avaliadora do desenvolvimento de determsenc¢a de um grupo de glicosidases que incluem exo e endo-
nadas patologias humanas apresentando-se elevada naghi¢osidases e também sulfatases.
pertensdo, diabetes mellitus e doengas renais (35;27;

29;12;14); na pesquisa com glicoproteinas, onde pode ¢ ¥l .2

usada para a recuperacao de oligossacarideos N-ligadc
de proteinas parcialmente deglicosiladas sem danifica-lc
para examinar aspectos do tipo da proteina, e compartimei s
talizacao de glicoproteinas secretadas nas células (34;3( 5

Além destas aplicacdes, existe uma necessidade pI
mente de se descobrir novos agentes antifiingicos para g
lizacdo na terapéutica médica, ndo somente para se ter
namero de drogas satisfatorio para o combate da infecg
fingica em humanos, mas também devido & ineficiéncia d
antimicoticos atuais, visto que, anfotericina B, um dos me
dicamentos mais usados nessas patologias, € muito téxica e
a apllc,agao clln,lca de derivados do ergosterol dlurante BSura 2 - Acéio dos extratos enzimaticos (F, e F,) do molusco
duas ultimas décadas tem resultado no aparecimento fdara notabilis sobre os glicosaminoglicanos sulfatados. Cer-
cepas resistentes a esses medicamentos, além disso, asa@e 10pg de uma mistura de Condroitim 4 — e 6-sulfatos,
rapias alternativas que buscam o aumento da defesa &%Tﬁ:rf: iilnggzdeogigi:ag nsél;f:lltf; ( ﬁce ;Cfgsr(‘:‘;?]'tee Sd‘(fzf'i gslg
hospedeiros contra fungos nNao tem demonstrado b?’?S Fe‘éﬁ%ﬁuglloopl de Proteina) das Fragﬁgs F, F,em tampéc; a’ceiato
sultados, esses problemas sdo semelhantes na medicinagéessdio 0,1M pH 5,0, por 16hr a 37°C em um volume final de
terinaria. Assim, 8-NAHex, por sua atividade quitinolitica 100pl. Aliquotas de 5ul foram aplicadas em eletroforese em gel
ao nivel de célula flngica, pode ser uma op¢ao na utilizag&e agarose, tampao PDA.
como agente antimicotico de largo espectro (11).

Razdes para o interesse econémico na producéo in-
dustrial df3-NAHex residem na justificativa da sua utiliza- A fragdo F, por ter sido comprovadamente a mais
¢do na medicina como fungicida de largo espectro, na agdtiva, mostrada pela perda da atividade metacromatica e/ou
cultura, como potente agente biocontrolador de fungos fdesaparecimento dos glicosaminoglicanos em baixas con-
topatogénicos (11), um potente agente controlador de insgentragfes, apds a coloracdo com azul de toluidina,
tos onde fungos entomopatogénicos secretam enzimas giagéo escolhida para os experimentos seguintes que bus-
tinoliticas que facilitam sua penetragdo na cuticula desteam o isolamento e a caracterizagao de enzimas envolvidas
invertebrados e podem ser utilizados como um meio naturaéste processo.
de controle biolégico de pragas em substituicdo a pestici- A fragéo F, foi cromatografada em coluna de gel-
das quimicos (38;13), na andlise de cadeias glicosiladas cdfiitracéo Bio Gel A 1,5m, as aliquotas colhidas foram anali-
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sadas com relacéo a varios p-nitrofenil derivados, para ava-
liacdo de suas atividades enzimaticas (3-N-Acetilglicosami-
nidase, Sulfatase e a- Galactosaminidase), onde nota-se
uma separacgdo da atividade R-N-hexosaminida&ca (
NAHex) das demais glicosidases envolvidas na degrada-
¢édo dos glicosaminoglicanos sulfatados (Figura 3). Nota-
se a presenca da atividade [3-N-hexocosaminidédica (

NAHex) eluida logo nas primeiras fra¢des coletadas (9 a 12) |
mostrando que a enzima tem uma elevada massa molecular, |
essas fracBes foram agrupadas e denominadas de “Fracao . 2. | o
3"(F,). A atividade coincide com o inicio do primeiro pico £ s =
protéico, sugerindo um resultado satisfatdrio quanto ao grau
de purificagéo.
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Figura 5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa da Fracdo 3- Uma amostra de 250 pl da
fracdo F3 foi aplicada o material eluido com um

Ef i gradiente linear de acetonitrila (0-100%), em tfa aquoso
0.35 | n= 0,1 m. a velocidade do fluxo foi de 7 ml / min. as linhas
- b3 :ﬁ - solidas indicam a absor¢do em 216 nm e a linha
E 02 £ | s B tracejada mostra o percentual de 28% de acetonitrila
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A alta atividade do extrato enzimatico mostrado co
i) adegradac&o do heparam e condroitim sulfato, muito emb
ra ndo tenha havido agdo enzimética sobre a heparina (
dos ndo mostrados), sugere a existéncia de um mecanis
de degradacédo para esses glicosaminoglicandsnata-
Fy. Proseina (), B-N-hexososaminidase (8), ra notabilis.Nota-se a presenca da atividade de 3-N-hex
Sulfatase { ¢ 4 - Galactosaminidase ( X saminidaselirNAHex) quando Ffoi eluida em Bio Gel A 1,5
M, e quando submetida a eletroforese em SDS-PAGE, m

A fracao 3 (fracdes 9 a 12), quando submetida a elcljr—_Ou apresenca de uma unica bano!a prptéica e de um an
troforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS, mdacO prqtelgo, quando a ?‘f,'losta foi apI!cada em Cromat
trou uma Unica banda protéica cujo peso molecular foi O%rafla Liquida de Alta Ef|C|enC|a3 §uge~rlndo um excelent
105 kDa, Figura 4. O grau de pureza da atividade enzim"SltiE‘?‘slsuItad0 quanto ao grau de purificagdo (579 vezes).

existente na Fragédo 3, foi de 483 vezes e quando o submete- . Os rest.tf'ltadczs e;ncc;ntradqs md:Ha m uma; gr%ndoelz pe
mos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) auPectiva na utilizacqo desta enzir BNAHex) extraida do

mentou para 579 vezes, que foi ratificado pela presenca Hg)lulsjcoAnadarT\ notabllJltsedm (\j/arlad?s tmodos ‘E'e 'apllca}
um anico pico eluido em 28% de acetonitrila, Figura 5. ¢a0. For exemplo, no estudo das estruturas quimicas €
¢Bes de alguns glicosaminoglicanos originados de muit

L sistemas biolégicos; na agricultura; em pesquisas para

Figura 3 - Perfil de eluicdo de proteinas e de trés
atividades enziméaticas existentes na fragcao

g R Y desenvolvimento de pesticidas naturais; na biomedicina
rﬂh oy combate a mosquitos, vetores de diversas patologias
: - 5 o até mesmo, como um fungicida natural de largo espectro,
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