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RESUMO

Neste trabalho foram purificadas e caracterizadas parcialmente duas N-acetil-

- hexosaminidases (F11 e F15) extraídas de gônadas do equinoderma marinho

Echinometra lucunter. As enzimas foram purificadas com protocolo seqüencial por

precipitação com sulfato de amônio e cromatografias de exclusão molecular

(Sephacryl S-200, Sephadex G-75 e Sephacryl S-200). A fração F11 foi purificada

192,47 vezes com recuperação de 28,5% e F15 85,41 vezes com recuperação de

32,3%. Suas massas moleculares, determinadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida com SDS, foram respectivamente 116 e 42 kDa. Em Sephacryl S-

200 F15 apresentou massa molecular de 84 KDa, sugerindo que esta enzima

possui forma dimérica. Utilizando-se p-nitrofenil N-acetil- -glicosaminídeo como

substrato obtivemos Km aparente de 0,257 mM e Vmax de 0,704 unidades de

absorbância a 405 nm / h para a fração 11, e 0,235 mM e Vmax de 0,9 unidades

de absorbância a 405 nm / h para F15. Ambas frações apresentaram pH e a

temperatura ótima de catálise 5,0 e 45 C, respectivamente. A atividade N-acetil- -

glicosaminidásica foi potencialmente inibida por prata, iodoacetamida, N-

etilmaleimida e PMSF. A forte inibição de F15 por N-etilmaleimida indica o

envolvimento de radicais sulfidrila na hidrólise do substrato sintético,

caracterizando também ser uma enzima altamente sensitiva a este sal.

Palavras-chave: N-Acetil- -glicosaminidases, N-Acetil- -hexosaminidases,

glicosidases, Echinometra lucunter, glicosaminoglicanos sulfatados, gônadas.



ABSTRACT

Two -N-acetylhexosaminidases (F11 e F15) were purified from Echinometra

lucunter gonads extracts. The purified enzymes were obtained using ammonium

sulfate fractionation, followed by gel filtration chromatographies (Sephacryl S-200,

Sephadex G-75 and Sephacryl S-200). The F11 fraction was purified 192.47 -fold

with a 28.5% yield, and F15 fraction 85.41 -fold with a 32.3% yield. The molecular

weights of the fractions were 116 kDa for F11 and 42 kDa for F15 using SDS-

PAGE. In Sephacryl S-200, F15 was 84 kDa, indicating that it is a dimeric protein.

When p-nitrophenyl- -D-glycosaminide was used as substrate, we determined an

apparent Km of 0.257 mM and Vmax of 0.704 for F11 and for F15 the Km was 0.235

mM and Vmax of 0.9 mM of product liberated by hour. Both enzymes have

optimum pH and temperature respectively at 5.0 and 45 C. The enzymes showed

inhibition by silver nitrate, while the glucuronic acid was a potent activator. The high

inhibition of F15 by N-etylmaleimide indicates that sulphydril groups are involved in

the catalysis of synthetic substrate.

Key words: N-Acetyl- -glicosaminidases, N-Acetyl- -hexosaminidases, Echinometra

lucunter, sulfatate glycosaminoglycans and gonads.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. GLICOSIDASES

As glicosidases são enzimas responsáveis pela hidrólise de glicosídeos O-,

N- e S- ligados (SPENCER; DAVIES, 2001), estando desta forma diretamente

envolvidas no metabolismo de polissacarídeos e glicoconjugados (MALEY et al.,

1989). Seu estudo constitui importante contribuição para o esclarecimento das

características estruturais dos carboidratos (SPENCER; DAVIES, 2001).

          Segundo RIGDEN (2002), para compensar a notável variedade de

carboidratos e glicoconjugados que ocorrem naturalmente, uma correspondente

diversidade de enzimas que atuam sobre eles também é produzida, e por este

motivo, foi criado um sistema de classificação glicosil-hidrolase (GH), introduzido e

desenvolvido por HENRISSAT, (1991) e HENRISSAT; BAIROCH, (1993), o qual

está disponível em um banco de dados geral (http://afmb.cnrs-

mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html) (COUTINHO; HENRISSAT, 1999).  Este sistema é

mais complexo do que a classificação E.C. que é geral, visto não agrupar as

enzimas somente pela função catalítica, mas também de acordo com suas

seqüências aminoacídicas e os relacionamentos estruturais entre elas. Agrupando

assim, as enzimas de origem evolutiva comum, independentemente das reações

que elas catalisam. Aproximadamente 90 famílias de glicosil-hidrolases são

atualmente conhecidas (WITHERS, 2002).

A clivagem da ligação glicosídica entre um resíduo de N-Acetil- -D-

glicosamina e outro resíduo adjacente, pode ser do tipo exo ou endo

glicosidásicas, e essas se encontram distribuídas em seis famílias de glicosil
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hidrolases: GH3, GH18, GH19, GH20, GH73 e GH84. Na GH3, encontramos a

enzima -N-acetilhexosaminidase (EC 3.2.1. 52) que possui tanto atividade

glicosaminidásica, como galactosaminidásica. Na família GH18, ocorrem 2 tipos

de enzimas com atividade glicosaminidásica, a quitinase (EC 3.2.1. 14) e a endo-

-N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 96). A única enzima classificada na família

GH19 é uma quitinase encontrada em plantas. A família GH20 possui as mesmas

características da GH18, entretanto a -N-acetilhexosaminidase da GH20 é uma

exoglicosidase. A GH84 possui uma -N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 52), e a

família GH73 possui uma endo- -N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 96). A Tabela

01 abaixo sumariza as características das seis famílias citadas.
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Família Atividades conhecidas

GH3

-glicosidase (EC 3.2.1. 21); xilano1,4- -xilosidase (EC 3.2.1. 37); -N-

acetilhexosaminidase (EC 3.2.1. 52); glicano 1,3- -glicosidase (EC 3.2.1.

58); glicano 1,4- -glicosidase (EC 3.2.1. 74); exo-1,3-1,4-glicanase (EC

3.2.1. -); -L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1. 55)

GH18 quitinase (EC 3.2.1. 14), endo- -N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 96)

GH 19 quitinase (EC 3.2.1. 14)

GH20 -hexosaminidase (EC 3.2.1. 52); lacto-N-biosidase (EC 3.2.1. 140)

GH73 endo- -N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 96); -1,4-N-

acetilmuramoilhidrolase

GH84 -N-acetilglicosaminidase (EC 3.2.1. 52); hialuronidase (EC. 3.2.1.35)

Tabela 01- Famílias de glicosidases que possuem atividade N-acetil- -glicosaminidásica.

(http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html) (Coutinho e Henrissat, 1999).

1.1.1. Endo-N-acetil- -glicosaminidase

          São classificadas como endo-N-acetil- -glicosaminidases as enzimas que

hidrolisam a ligação glicosídica entre um resíduo de N-acetil- -D-glicosamina e um

monossacarídeo adjacente dentro de uma cadeia oligossacarídica. De acordo com

esta definição, três tipos de endo-N-acetil- -glicosaminidases podem ser

classificadas: as que atuam em mureína, as que atuam em N-glicanos e as que

atuam em quitina (KARAMANOS, 1997).

A mureína compõe a parede celular de muitas bactérias sendo formada por

cadeias lineares de N-acetil-D-glicosamina e ácido N-acetilmurâmico unidos por
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ligações  (1,4). As endo-N-acetil- -glicosaminidases com ação sobre mureína

agem quebrando tais ligações  (1,4) em sítios internos do peptideoglicano (Figura

1A). Assim como o seu substrato, as endo-N-acetil- -glicosaminidases que atuam

sobre mureína são específicas de bactérias (KARAMANOS, 1997). Esta atividade

endo-glicosidásica já foi detectada em Bacillus cereus, Neisseria gonorrhoeae,

Bacillus subtilis, bem como em Escherichia coli (KAWAGASHI et al., 1980;

GUBISH et al., 1982; VITKOVIC, 1987; RIVAS et al., 2002).

Os N-glicanos representam os oligossacarídeos de proteínas N-

glicosiladas, que são encontrados em todas as células animais, vegetais, fúngicas

e em muitos vírus. As endo- -N-acetilglicosaminidases que atuam em N-glicanos

promovem a N-deglicosilação de glicoproteínas, pela hidrólise da ligação entre

dois resíduos de N-acetil- -D-glicosamina, separando assim, um oligossacarídeo

com um resíduo de N-acetil- -D-glicosamina no terminal redutor e deixando uma

proteína (ou um peptídeo ou um simples resíduo de asparagina) com um outro

resíduo de N-acetil- -D-glicosamina ligado (Figura 1D). Estas enzimas são

igualmente distribuídas entre bactérias, fungos, plantas e animais; em leveduras

sua presença não foi detectada (KARAMANOS, 1997).

A quitina é o principal componente estrutural do exoesqueleto de

crustáceos e insetos. Ela é constituída por resíduos de 2-acetamido-2-deoxi-D-

glicose (ou N-acetil-D-glicosamina) unidos por ligações  (1,4) (KARAMANOS,

1997). As endo- -N-acetilglicosaminidases que atuam sobre a quitina são

chamadas de quitinases (EC. 3.2.1.14). Estas enzimas possuem uma específica

atividade degradativa sobre a quitina, e atuam quebrando randomicamente o
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polissacarídeo (Figura 1B), liberando como produtos finais, oligossacarídeos

solúveis com baixa massa molecular (KRAMER e KOGA, 1986; REYNOLDS e

SAMUELS, 1996; KARAMANOS, 1997).

Estas enzimas também atuam na degradação de outros carboidratos, como

a mureína e fatores de nodulação (Figura 1C). Os fatores de nodulação são

semelhantes à quitina, sendo formados por resíduos de N-acetil-D-glicosamina

unidos por ligações  (1,4), onde o resíduo terminal não redutor carrega um grupo

acil (KARAMANOS, 1997). Em plantas estes fatores induzem a divisão celular e

diferenciação em raízes (KAMST et al., 1999) e são substratos efetivos para

quitinases de plantas (SCHULTZ et al., 1993; STAEHELIN et al., 1994). As endo-

-N-acetilglicosaminidases, que atuam sobre quitina, são produzidas por

bactérias, plantas superiores e por todos os organismos que contém quitina

(KARAMANOS, 1997).

 As quitinases possuem importantes papéis na biologia dos organismos

vivos. Baseados nisso, muitas pesquisas têm sido desenvolvidas, visando utilizar

estas enzimas, bem como as outras N-acetil- -glicosaminidases, como

ferramentas de aplicabilidade biotecnológica. Isso inclui sua utilização em

biopesticidas e na produção de plantas transgênicas com maior capacidade de

resistir a patógenos (VIERHEILIG et al., 1993; LIN et al., 1995). Estas enzimas,

também podem ser alvos no controle biológico de pragas, visto que alosamidinas,

estiloguanidinas e argifinas são potenciais inibidores naturais destas enzimas,

sendo capazes de interromper reações do metabolismo da quitina, interferindo no

ciclo de vida de organismos como insetos e fungos patogênicos, bem como cracas
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(crustáceos da sub-classe cirripedia) que causam sérios danos aos cascos de

embarcações (KATO et al., 1995; GRIFFITH; DANISHEFSKY, 1996; SHIOMI et

al., 2000).
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Figura 01: Ponto de hidrólise das endo-N-acetil- -glicosaminidases sobre alguns

carboidratos. (A) Mureína; (B) Quitina; (C) Fator de nodulação; (D) N-glicano  (KARAMANOS,

1997)
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1.1.2. N-acetil- -hexosaminidase

   As N-acetil- -hexosaminidases pertencem a um grupo de enzimas que

removem resíduos de N-acetil- -D-glicosamina dos terminais não redutores das

cadeias de carboidratos, sendo assim consideradas exoglicosidases (HORSCH et

al., 1997). Estas enzimas também são denominadas de N-acetil- -hexosaminidase

(EC 3.2.1.52), devido ao fato de possuírem atividade N-acetil- -glicosaminidásica

bem como atividade N-acetil- -galactosaminidásica (KRESSE; GLÕSSL, 1987;

HORSCH et al., 1997; NIIMI et al., 2001). O papel bioquímico dessa enzima vem

sendo estudado em bactérias, fungos e artrópodes. Em humanos, sua

determinação no plasma e na urina tem sido utilizada na detecção precoce de

doenças mesmo antes de manifestações clínicas, em particular nos casos de

hipertensão, danos e distúrbios renais, depressão e mucopolissacaridoses

(MUZZARELLI, 1999).

As N-acetil- -hexosaminidases apresentam grande variedade de

substratos. Elas atuam em polissacarídeos ou em produtos da ação de endo-

enzimas, que liberam di, oligos ou polissacarídeos, que apresentem resíduos de

N-acetil- -glicosamina no terminal não redutor da cadeia glicosídica (SAKAI et al.,

1990).

As N-acetil- -hexosaminidases podem atuar sobre os p-nitrofenil-N-acetil- -

D-glicosaminídeos (substratos sintéticos compostos por uma molécula de p-

nitrofenol e um resíduo de açúcar). Quando hidrolisados estes substratos liberam

como produto, a molécula de p-nitrofenol e o resíduo de N-acetil- -D-glicosamina.



27

Em meio básico o p-nitrofenol transforma-se em p-nitrofenolato que absorve luz no

comprimento de onda de 405 nm.

Segundo KRESSE e GLÕSSL, (1987) as isoenzimas de -N-

acetilhexosaminidase são ativas na degradação de glicosaminoglicanos como

condroitim-4-sulfato, condroitim-6-sulfato e dermatan sulfato. A atuação destas

enzimas também foi relatada em oligossacarídeos ligados a glicoproteínas

(HORSCH et al., 1997) e em mureína (peptidoglicano da parede bacteriana)

(CHAPMAN; PERKINS, 1983).

1.2. GLICOSAMINOGLICANOS

Os Glicosaminoglicanos (GAG) são um grupo de heteropolissacarídeos

aniônicos, complexos e lineares consistindo de seqüências dissacarídicas

repetidas, unidas por ligações glicosídicas, onde um dos resíduos é uma

hexosamina (glicosamina ou galactosamina); e o outro, um ácido urônico

(glucurônico ou idurônico) ou unidades de galactose. Estes resíduos se encontram

usualmente sulfatados em várias posições, resultando em considerável

heterogeneidade e alta carga negativa (DIETRICH, 1984), favorecendo interações

com uma diversidade de proteínas, envolvidas em processos biológicos

importantes. Por isso é crescente o interesse da indústria farmacêutica na

pesquisa destes compostos sulfatados isolados de organismos aquáticos.

A classificação dos glicosaminoglicanos baseia-se, principalmente na

estrutura química desses açúcares complexos e os relaciona em função: a) Do

tipo de hexosamina encontrada, que pode ser N-acetilada, N-sulfatada, N-
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acetilada-6-sulfatada, N-acetilada-4-6-dissulfatada; b) Do açúcar não nitrogenado

(ácido idurônico ou ácido glicurônico), c) Do tipo de ligação glicosídica (intra e

interdissacarídicas, -1,4;  -1,3 ou -1,4) e, D) Da presença, quantidade e

posição dos grupamentos sulfato (NADER, 1991; PAVÃO et al.,1995; NADANAKA

et al.,1998; NADER et al., 1999b). Dessa maneira, podem-se classificar os

diversos tipos de glicosaminoglicanos em: ácido hialurônico (AH), único não

sulfatado; condroitim 4 e 6 sulfato (C-4-S, C-6-S); heparam sulfato (HS), heparina

(Hep), dermatam sulfato (DS) e queratam sulfato (KS) (DIETRICH; NADER;

STRAUS,1983; DIETRICH et al., 1998; 1999), como mostrado na Figura 02.

Com exceção do ácido hialurônico, os glicosaminoglicanos se encontram

covalentemente ligados a um core de proteínas, formando macromoléculas

chamadas proteoglicanos. Estas moléculas podem ser encontradas no interior

celular, em suas superfícies, ou nas matrizes extracelulares de uma grande

variedade de tecidos de vertebrados e invertebrados (SANTOS et al, 2002).

Embora não se encontre ligado à proteína formando um proteoglicano, o ácido

hialurônico interage com proteoglicanos na matriz extracelular formando grandes

complexos.
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Figura 2: Unidades dissacarídicas constituintes dos glicosaminoglicanos (VOLPI; MACARI,
2006)
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O estudo da distribuição dos glicosaminoglicanos mostrou que, com

exceção de bactérias, fungos e protozoários, os glicosaminoglicanos estão

presentes em todos os filos do reino animal que apresentam organização tissular.

Eles aparecem desde espongiários até mamíferos (NADER, 1991; SPILLMAN et

al., 1995; NADER et al., 1996; NADER et al.,1999b;  MEDEIROS, 1999). A

distribuição é tecido-específica (DIETRICH et al., 1983), com exceção da

heparina, cuja distribuição acompanha a de mastócitos, únicas células que as

contém (SANTOS et al, 2002).

CÁSSARO e DIETRICH (1977) realizaram um estudo sistemático de

distribuição desses compostos em 22 espécies de invertebrados pertencentes ao

filo Porífera, Coelenterata, Annelida, Molusca, Arthropoda e Equinodermata. Este

estudo demonstrou que todas as espécies continham quantidades variáveis de um

ou mais tipos de glicosaminoglicanos sulfatados. MEDEIROS e colaboradores

(2000) estenderam este estudo com mais 23 espécies de 13 filos de invertebrados

e demonstraram que o heparam sulfato é encontrado em todas as espécies

estudadas. A heparina foi encontrada em 10 espécies, sendo cinco de crustáceos.

A ocorrência dos glicosaminoglicanos em todo o reino animal indica que

eles são conservados ao longo do processo evolutivo (MEDEIROS et al., 2000)

(Figura 3) e que participam de processos biológicos importantes relacionados ao

desenvolvimento animal (PAVÃO et al., 1996).
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Figura 3: Distribuição dos Glicosaminoglicanos Sulfatados no reino animal (MEDEIROS et
al, 2000).

A ampla distribuição destes polissacarídeos em invertebrados sugere

possíveis papéis biológicos relacionados as suas características estruturais, em

particular, as propriedades aniônicas; e, sua presença nos diversos órgãos desses

invertebrados indica a possível presença de enzimas relacionadas à catálise

destas moléculas. Os glicosaminoglicanos participam de muitas funções

biológicas, onde estas variam de acordo com as particularidades estruturais dos

compostos bem como com o tipo de tecido onde os mesmos estão presentes

(MAYER-SONNENFELD, 2005). São funções altamente diversificadas que vão

desde simples suporte mecânico às mais complexas, como adesão, motilidade,

proliferação, diferenciação e morfogênese celular. Outras funções como atividade

anticoagulante e atividade antiproliferativa da heparina e heparam sulfato são

expressas pela cadeia de GAG livre (KJÉLLEN; LINDAHL,1994). Esses

compostos também estão relacionados ao desenvolvimento neuronal, crescimento
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tumoral e metástase, invasão viral e injúrias na coluna vertebral, além de modular

vias chaves de sinalização essenciais para promover o crescimento celular e

angiogênese. Por serem importantes para o desenvolvimento cerebral, estudos

têm sido realizados no sentido de elucidar sua ligação com a patologia da doença

de Alzheimer (GAMA; HSIEH-WILSOR, 2005). Os glicosaminoglicanos obtidos

pela extração e purificação de diferentes tecidos animais possuem várias

atividades biológicas, bem como propriedades farmacológicas, sendo a base para

importantes drogas para o uso nas áreas clínicas e farmacêuticas (VOLPI, 2005).

1.3. DEGRADAÇÃO DOS GLICOSAMINOGLICANOS

Para se descrever a degradação enzimática dos GAGs, devemos

considerar que estes compostos se encontram nos tecidos sob a forma de

proteoglicanos. Deste modo como primeira etapa de degradação, tem-se o ataque

proteolítico destes compostos com quebra parcial do esqueleto protéico, para que

então os polissacarídeos sejam degradados por glicosidases e sulfatases

específicas (HERS; VAN HOOF, 1973; HOPWOOD, 1989; GLOSSL, 1987).

Para a degradação enzimática total do condroitim sulfato e dermatam

sulfato em vertebrados, atuam as seguintes enzimas: endoglucuronidase, -

glucuronidase, -L-iduronidase, -N-acetilgalactosaminidase e sulfatases

(NEUFELD, 1974; KRESSE; GROSSL, 1987; DIETRICH, 1991). Inicialmente, o

polímero é fragmentando em oligossacarídeos por ação da endoglucuronidase.

Posteriormente, a partir do terminal não redutor atuam de modo seqüencial as

exoenzimas. A -glucuronidase age removendo o resíduo de ácido glucurônico,
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em seguida ocorre à ação da N-acetilgalactosamina 6-sulfatase que remove o

éster de sulfato da posição C-6 da hexosamina, posteriormente à ação destas

enzimas, a -N-acetilgalactosaminidase atua removendo o resíduo de N-

acetilgalactosamina. O ciclo repete-se até a degradação total da molécula

(NEUFELD, 1974; GLASER; CONRAD, 1979). Para a dessulfatação destes

compostos duas sulfatases foram identificadas: N-acetilgalactosamina 4-sulfatase

e N-acetilgalactosamina 6-sulfatase (MATALON et al., 1974; FREEMAN; HOPWOOD,

1989). O dermatam sulfato é degradado de forma semelhante ao condroitim

sulfato, incluindo ainda a -L-iduronidase. A enzima N-acetilgalactosamina 4-

sulfatase parece atuar tanto sobre condroitim sulfato quanto sobre dermatam

sulfato (KRESSE; GROSSL, 1987). As enzimas iduronosil-2-sulfatase e

glucuronato-2-sulfatase atuam removendo os grupamentos sulfato da posição C-2

dos ácidos idurônico e glucurônico, que por vezes podem estar presentes nestes

açúcares.

No estudo da degradação de heparina e heparam sulfato, várias sulfatases

foram isoladas e caracterizadas. Essas sulfatases funcionaram em alternância

com as enzimas: -glucuronidase, -L-iduronidase, -N-acetilglucosaminidase e

acetil-CoA-N-glucosaminiltransferase  (KRESSE e GROSSL, 1987; HOPWOOD,

1989; DIETRICH, 1991; NEUFELD e MUENZEN,  1995).

Nas bactérias Flavobacterium heparinum, Proteus sp. e Arthrobacter sp., o

condroitim sulfato e o dermatam sulfato são inicialmente degradados por ação das

liases condroitinase AC (SUZUKI et al., 1968; YAMAGATA et al, 1968;
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MICHELACCI e DIETRICH, 1975; HORTON e MICHELACCI, 1986), condroitinase

B (MICHELACCI e DIETRICH, 1974; MICHELACCI e DIETRICH, 1975),

condroitinase C (MICHELACCI e DIETRICH, 1976), condroitinase ABC (SUZUKI

et al., 1968; YAMAGATA et al., 1968; MICHELACCI et al, 1987) formando

dissacarídeos insaturados. Estas enzimas quebram a ligação glicosídica

introduzindo uma dupla ligação entre C-4 e C-5 do resíduo de ácido urônico

(LINHARDT et al., 1986). A condroitinase ABC de F. heparinum apresenta um

modo de ação distinto das demais, liberando dissacarídeos insaturados a partir do

terminal redutor das moléculas (MICHELACCI et al., 1987). Os respectivos

dissacarídeos 4- e 6-sulfatados são então dessulfatados por 4 e 6-sulfo-hidrolases

específicas (condro-4-sulfatase e condro-6-sulfatase) (DIETRICH, 1991; NADER

et al., 1993). Estas sulfatases bacterianas atuam unicamente sobre dissacarídeos

insaturados de condroitim sulfato e dermatam sulfato diferenciando-se assim das

sulfatases de mamíferos que agem nos oligossacarídeos. Os dissacarídeos

podem também ser degradados a N-acetilgalactosamina sulfato por ação das

glicuronidases (KRESSE e GROSSL, 1987).

Em invertebrados, estudos relacionados a estas enzimas, têm sido

realizados em nossos laboratórios. Como por exemplo, a degradação de

condroitim sulfato, liberando ácido glucurônico e -N-acetilhexosaminas a partir de

extratos de Anomalocardia brasiliana e Tagelus gibbus, indicando a presença de

-N-acetilhexosaminidases e -glucuronidases nestes organismos. Em 1990,

SOUZA F° isolou uma condroitim sulfato 4,6-sulfatase do molusco Anomalocardia

brasiliana que apresentou um mecanismo de ação diferente daquelas de



35

mamíferos. A enzima atuou sobre o polímero intacto de condroitim 4- ou 6-sulfato

removendo os grupamentos sulfatos sem necessidade de fragmentação do

composto. Posteriormente, estes polímeros dessulfatados foram degradados a

seus açúcares constituintes por ação sequêncial da -glucuronidase e -N-

acetilgalactosaminidase.

Estudos realizados durante as várias fases do desenvolvimento embrionário

do molusco Pomacea sp, mostraram a presença de sulfatases e exoglicosidases

envolvidas na degradação do condroitim sulfato (OLIVEIRA et al., 1992). Alguns

trabalhos na literatura indicaram que outras espécies de moluscos apresentam

sulfatases com mecanismos de ação semelhantes (LLOYD et al., 1968; ATSUMI

et al., 1972).

1.4. Echinometra lucunter

Os ouriços-do-mar são animais bentônicos por viverem associados ao

substrato do seu ambiente. São encontrados em depressões nas rochas,

produzidas pela ação de seus espinhos e, principalmente, do aparelho raspador

(lanterna-de-Aristóteles). Possuem corpo globoso e simetria radial, a qual lhes

permitem tomar contacto com todas as direções do espaço, compensando a

pouca mobilidade desses animais. Têm espinhos móveis de tamanho variado,

presos a uma carapaça calcária rígida, cujo diâmetro varia de 7 a 15cm. As

espécies de ouriço-do-mar são dióicas, ou seja, cada indivíduo produz apenas um

tipo de gameta (espermatozóide ou óvulo), mas poucos apresentam dimorfismo

sexual. Os gametas são lançados no ambiente e se atraem quimicamente para
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ocorrer a fecundação e formação do zigoto. Este geralmente se desenvolve

externamente, embora haja espécies que incubem seus ovos. O desenvolvimento

é indireto, com formação de uma larva equinoplúteo, caracterizada por apresentar

braços, os quais desaparecem com a metamorfose. Echinometra lucunter é típico

da zona entremarés de praias rochosas, sobretudo na região de arrebentação,

mas pode viver até a 40m de profundidade. Echinometra lucunter, como a maioria

dos ouriços-do-mar, alimenta-se raspando com os dentes algas e outros

organismos fixos no substrato (HENDLER et al, 1995).

Há poucos estudos sobre essa espécie de ouriço-do-mar, principalmente no

âmbito da enzimologia. Os trabalhos existentes abrangem na maioria das vezes

outras espécies e aspectos relacionados à: bio-controle de sedimentos

(LODEIROS; GARCIA, 2004), indução da reação acrossomal por fucanas

sulfatadas (HIROHASHI et al, 2002), impacto da indústria petrolífera sobre essa

espécie (NASCIMENTO et al, 2000), temperatura ideal de fertilização (SEWELL;

YOUNG, 1999) e dispersão oceânica da espécie (McCARTNEY, KELLER,

LESSIOS, 2000).

             Os estudos já realizados em nosso grupo de pesquisa sugerem uma

ampla perspectiva de trabalhos a serem realizados com endo-, exoglicosidases e

sulfatases encontradas em invertebrados marinhos. Os resultados até agora

obtidos apontam para a existência de muitas diferenças, no que diz respeito a

estas enzimas, entre as classes de invertebrados marinhos já estudados.  O

estudo e posterior purificação de atividades glicosidásicas e sulfatásicas destes

organismos servirão como ferramenta molecular na elucidação da estrutura

química de glicosaminoglicanos de invertebrados e de polissacarídeos acídicos de
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algas marinhas. Assim como, posteriormente, como moduladoras da atividade

biológica de carboidratos complexos. Com base nas razões acima discutidas, os

objetivos do presente estudo consiste em:

 Identificar endo e exoglicosidases em extratos protéicos do equinoderma

Equinometra lucunter;

 Purificar através de métodos cromatográficos  N-acetil- -hexosaminidases;

 Determinação do Km e Vmáx. das enzimas purificadas;

 Caracterizar cineticamente as N-acetil- -hexosaminidases.
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2. MATERIAIS

2.1. ESPÉCIE EM ESTUDO 

POSIÇÃO SISTEMÁTICA: (HENDLER et al. 1995)

Filo: Echinodermata

Classe: Echinoidea

Ordem: Echinoida

Família: Echinometridae

Gênero: Echinometra

Espécie: Echinometra lucunter

      Os animais foram coletados na praia de Santa Rita, litoral Norte do município

de Natal – Rio Grande do Norte. Suas gônadas foram retiradas, acondicionadas a

quatro graus centígrados, levadas ao laboratório e mantidas em congelador até o

seu processamento.

2.2. POLISSACARÍDEOS

Glicosaminoglicanos: condroitim 4 sulfato (C4S) extraído de cartilagem de

baleia, condroitim 6 sulfato (C6S) extraído da cartilagem de tubarão e

dermatam sulfato (DS) extraído da pele de porco foram adquiridos da

Seikagaku Kogyo (Tóquio, Japão). Heparam sulfato (HS) foi gentilmente cedido

Figura 04- Echinometra lucunter
www.usp.br/cbm/artigos/galeria/echinoidea/e
chinometra.html
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pela Profª Drª Helena Bonciani Nader (UNIFESP/SP). Heparinas purificadas de

mucosa intestinal bovina e de pulmão bovino, foram fornecidas

respectivamente, pela LAOB Laboratórios (Barueri SP, Brasil) e pela UpJohn

Co (Kalamazoo, MI, EUA).

2.3. MONOSSACARÍDEOS E DISSACARÍDEOS

Ácido D-glicurônico, D-glicose, L-fucose, N-Acetil- -D-glicosamina, N-Acetil-

-D-galactosamina, D-manose, D-galactose, foram adquiridos da Sigma

Chemical Company (St. Louis, MO, EUA).

2.4. SUBSTRATOS SINTÉTICOS

      N-acetil- -D-glicosaminídeo, p-nitrofenil -D-manopiranosídeo; p-nitrofenil

-D-glucuronídeo; p-nitrofenil N-acetil- -D-galactosaminídeo; p-ntirofenil -D-

galactopiranosídeo; p-nitofenil -D-fucopiranosídeo foram adquiridos da Sigma

Chemical Company (St Louis, MO, EUA).

2.5. OUTROS COMPOSTOS

 Agarose (Standard-Low-Mr) foi adquirida da BioRad Laboratories

(Richmond, CA, EUA).

 1,3 diaminopropano acetato (PDA) foi adquirido da Aldrich Chemical Co.

Inc. (Milwaukee, WI, EUA).

 Brometo de cetil trimetilamônio (CETAVLON) da British Drug House

Chemicals Ltd. (Poole, Inglaterra).
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  Azul de toluidina, albumina sérica bovina, persulfato de amônio, glicina, N,

N, N , N tetra-metileno diamino (TEMED), Nitrato de prata, "coomassie

brilhante blue" R 250, "coomassie brilhante blue" G 250 foram obtidos da

Sigma Chemical Co. (Fair Lawn, NY, EUA).

 Acrilamida e bisacrilamida da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA),

Dodecil sulfato de sódio (SDS) da Reagen (Quimibrás Indústrias Químicas

S.A. Indústria Brasileira- Rio de Janeiro).

 Tiossulfato de sódio (Na2S2O3), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de

cálcio (CaCl2) e sulfato de zinco (ZnSO4) foram adquiridos da VETEC

Química Fina LTDA – RJ; ácido tricloroacético (CCl3C00H)-MERCK – Rio

de Janeiro.

  Padrões de massa molecular para eletroforese da Ferments Life Sciences

( -galactosidase – 116 kDa, albumina – 66,2 kDa, ovoalbumina – 45 kDa,

lactato desidrogenase – 35 kDa, endonuclease de restrição – 25 kDa, -

lactoglobulina 18,4 kDa e lisozima – 14,4 kDa).

Todos os reagentes utilizados foram da melhor qualidade disponível.

2.6. MATRIZES PARA CROMATOGRAFIAS

 Sephacryl S-200 da Sigma Chemical Company .

Sephadex G-75 da G.E. Healthcare.

2.7. EQUIPAMENTOS

 Agitador orbital, modelo 2525, FANEM Ltda. (São Paulo, SP, Brasil).
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 Banhos e estufas de temperaturas constantes FANEM Ltda. (São Paulo,

SP, Brasil).

 Bomba peristáltica modelo 18-1110-91 e coletor de frações modelo 18-

1003-64, Pharmacia Biotech, (Uppsala, Suíça).

 Câmara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por

Jaques e col., Técnica Permatron Ltda (São Paulo, SP, Brasil).

 Centrífuga refrigerada modelo CR 21 da Hitachi Koki Co., Ltda. (Tóquio,

Japão).

 Espectrofotômetro Hitachi U 2000 (Japão).

 Fonte de corrente contínua regulável, desenvolvidas pelo Dr. H. Rzeppa,

Técnica Permatron Ltda., Industria e Comércio (São Paulo, SP, Brasil).

 Sistema de eletroforese em gel vertical, modelo Mini-V 8.10 da BRL, Life

Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, EUA).

 Medidor de pH Digimed (São Paulo, SP, Brasil).

3. MÉTODOS
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3.1. OBTENÇÃO DOS EXTRATOS ENZIMÁTICOS

 Cerca de 150 gramas de gônadas do equinoderma marinho Echinometra

lucunter foram homogeneizadas com dois volumes de tampão acetato de sódio

0,1 M pH 5,0 e centrifugados a 27 mil x g durante 30 min. A fase solúvel (extrato

bruto) foi reservada para posterior fracionamento com sulfato de amônio.

3.2. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMÔNIO

O fracionamento com sulfato de amônio foi realizado em três etapas de

saturação: 0-30%, 30-50% e 50-80%. Os precipitados resultantes de cada

saturação foram ressuspensos em tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5,0 e

submetidos a diálise contra o mesmo tampão durante 18 horas a 4°C. As frações

de F-I, F-II e F-III foram denominadas, referindo-se aos percentuais de saturação

0-30%, 30-50% e 50-80%, respectivamente.

3.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHACRYL S-200).

       Cerca de 01 ml (29,78 mg de proteínas) obtidos da fração FIII foi aplicado  em

uma coluna de exclusão molecular Sephacryl S-200 (74 cm x 1,8 cm) equilibrada

com tampão acetato de sódio 0,1M pH 5,0, sendo coletadas frações de

aproximadamente 2 mL/5min. O perfil de eluição protéica foi monitorado em

espectrofotômetro a 280 nm, e o perfil de atividade enzimática utilizando o p-

nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo como descrito no item 3.6.2. Este

procedimento foi realizado 45 vezes.

3.4. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHADEX G-75).
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         As frações com atividade N-acetil- -glicosaminidásica, eluídas da Sephacryl

S-200, foram reunidas e concentradas com 90% de sulfato de amônio e, após 18

horas, submetidas a uma centrifugação. O precipitado, foi solubilizado em 1 mL de

tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0. Cerca de 1 mL (56,16 mg de proteína), foi

então aplicado em uma outra cromatografia de exclusão molecular Sephadex G-

75 (93 cm x 1,2cm), a qual foi equilibrada com o tampão acetato de sódio 0,1 M

pH 5,0. A coluna foi eluída com o mesmo tampão, sendo coletadas frações de 1

mL/10min. O perfil de eluição protéica foi monitorado em espectrofotômetro a 280

nm, enquanto o perfil de atividade enzimática foi obtido como descrito no item

3.6.2. Este procedimento foi realizado 10 vezes.

3.5. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHACRYL S-200).

        As frações com maior atividade N-acetil- -glicosaminidásica, eluídas da

Sephadex G-75, foram reunidas e concentradas com 90% de sulfato de amônio e,

após 18 horas,submetidas a uma centrifugação. O precipitado foi solubilizado em

2 mL de tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0. Cerca de 0,68 mg de proteína (2

mL), foi então aplicado em uma outra cromatografia de exclusão molecular

Sephacryl S-200 (104 cm x 0,9cm), a qual foi equilibrada com o tampão acetato de

sódio 0,1 M pH 5,0. A coluna foi eluída com o mesmo tampão, sendo coletadas

frações de 2 mL/5min . O perfil de eluição protéica foi monitorado em

espectrofotômetro a 280 nm, o perfil de atividade enzimática foi obtido como

descrito no item 3.6.2.
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3.6. DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES ENZIMÁTICAS

3.6.1. Com substratos naturais

Alíquotas das frações precipitadas com sulfato de amônio e o extrato bruto

foram incubadas com 20µg de uma mistura de glicosaminoglicanos (CS, DS e HS)

a 45° C por 18 horas. Após as incubações, as amostras foram secas sendo em

seguida, dissolvidas em 20 µL de água destilada e submetidas à eletroforese em

gel de agarose tampão diaminopropano acetato (PDA) pH 9,0 (ítem 3.7).

3.6.2. Com p-nitrofenil derivados de açúcar

Alíquotas das frações enzimáticas foram incubadas a 45°C durante uma

hora com os diferentes p-nitrofenis derivados de açúcar a uma concentração final

de 0,15 mM em um volume final de 100 L. As reações foram interrompidas após

a adição de 1 mL de NaOH 0,25N e o p-nitrofenol liberado foi lido em

espectrofotômetro a 405 nm. Para cada ensaio foram feitos controles negativos

dos substratos e das frações protéicas.

As atividades específicas foram calculadas pela relação entre a quantidade

de p-nitrofenol liberado em uma hora, a 45°C e a massa em g de proteína

adicionada ao ensaio enzimático. A quantidade de produto liberado foi

determinada de acordo com o coeficiente de extinção molar (E405 nm) do p-

nitrofenol (18,3 X 103 M-1 X cm-1). Uma unidade enzimática (1U) corresponde a

0,01 absorbâncias por hora.
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3.7. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE – ANALÍTICA PARA

GLICOSAMINOGLICANOS.

           Alíquotas de 5 µL do material incubado com os glicosaminoglicanos,como

descrito no item 3.6.1, foram aplicadas em lâminas de gel de agarose 0,55%,

tampão 1,3 diaminopropano-acetato (PDA) pH 9,0, em caixa refrigerada a 4°C,

sob tensão de 100 mV durante 60 minutos, nestas condições os GAG migram

para o pólo positivo. Após a corrida, os glicosaminoglicanos foram precipitados no

gel com CETAVLON 0,1%, por um período mínimo de 2 horas. Transcorrido este

tempo, o gel foi seco sob corrente de ar quente, sendo em seguida corado com

azul de toluidina 0,1% em ácido acético 1% e etanol 50%, por 15 minutos. A

seguir, o excesso de corante foi removido com solução de ácido acético 1% em

etanol 50%, e as lâminas foram deixadas para secar a temperatura ambiente;

conforme descrito por DIETRICH e DIETRICH (1976).

3.8. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA PARA PROTEÍNAS –

SDS/PAGE

Para avaliar o grau de pureza das frações 11 e 15 da segunda

cromatografia em S-200, 20 g de cada fração foram submetidas a uma

eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em presença de SDS, de acordo com a

metodologia descrita por LAEMMLI, (1970). Depois de diluída em tampão de

amostra (azul de bromofenol 5%, SDS 20% e sacarose 10%), a alíquota foi

aplicada no gel (10 cm x 14 cm), o qual foi submetido a uma corrente constante de

30 mA por aproximadamente 2 horas. O gel foi corado em solução de "coomassie
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brilhante blue" R 250 0,1%, metanol 40% e ácido acético a 10%. A banda de

proteína foi revelada após imersão do gel em uma solução descorante (metanol

30% e ácido acético 10%). Para a detecção de proteínas na ordem de

nanogramas, o gel já corado com o azul de "coomassie", foi desidratado com

etanol a 50 % (três trocas a cada 20 min), posteriormente, mergulhado em solução

de tiossulfato de sódio 0,02 % e mantido sob suave agitação durante 1 minuto.

Após este tempo, o gel foi submetido a três lavagens rápidas com água destilada

e imerso em solução de nitrato de prata (100 mL de solução de nitrato de prata

0,2%, 74 L de formaldeído 37 %) por 20 minutos. Novamente o gel foi lavado 3

vezes com água destilada e por fim, adicionada solução reveladora (100 mL

solução de carbonato de sódio 6 %, 50 L de formaldeído 37 % e 2 mL de solução

de tiossulfato de sódio 0,02 %). A reação foi interrompida com ácido acético 13%.

Para acompanhar a migração eletroforética da proteína isolada, foram utilizados

padrões de proteínas recombinantes na faixa de 14,4 kDa a 116 kDa, da

"Ferments Life Sciences".

3.9. DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR DAS N-ACETIL- -

HEXOSAMINIDASES POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR

SEPHACRYL S-200.

      Proteínas com massas moleculares conhecidas ( -amilase, 200 kDa; albumina

sérica bovina, 66 kDa; Inibidor de tripsina de soja (SBTI), 21 kDa e citocromo C,

12 kDa ),  foram aplicadas na Sephacryl S-200 (104 cm x 0,9 cm) equilibrada com
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tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0; sendo coletadas frações de

aproximadamente 2 mL. O perfil de eluição protéica foi monitorado em

espectrofotômetro a 280 nm. O mesmo foi feito com as frações F11 e F15. Uma

vez relacionada a eluição destas frações com as de proteínas de massa molecular

conhecida, inferimos a massa molecular de nossas amostras.

3.10. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS

Em cada passo de purificação foi realizada a dosagem de proteínas pelo

método SEDMAK e GROSSBERG (1977), tendo a albumina bovina como padrão.

3.11. ESTUDOS CINÉTICOS

Com as frações 11 e 15 obtidas após a cromatografia Sephacryl S-200

foram realizados os testes cinéticos frente a diferentes concentrações de

substrato, concentrações de enzima, condições de temperatura e pH. Além disso,

foram analisados a influência do tempo, efeito de sais, grupos catalíticos e

carboidratos sobre as atividades N-acetil- -hexosaminidásicas.

3.11.1. Determinação da constante de Michaelis-Menten (Km) e da Velocidade

máxima (Vmáx)

Com o objetivo de se determinar a constante de Michaelis-Menten (Km) e

velocidade máxima (Vmáx), alíquotas de 5 L da fração 11 (0,17 g) e da fração 15

(0,18 g) foram incubadas a 45 C durante 1 h, junto a concentrações crescentes

de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo (0 a 0,7mM). Os ensaios foram



48

interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado lido em

espectrofotômetro a 405 nm. Os resultados foram submetidos a linearização de

LINEWEAVER-BURK (1934) para melhor determinação destes parâmetros.

3.11.2. Influência do tempo na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo

A hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo (0,9 mM) foi realizada

com diferentes tempos de incubação (5, 15, 30, 60, 90, 150 e 210 minutos), com

5 L das frações 11 (0,17 g) e 15 (0,18 g), a 45ºC. Decorrido cada intervalo de

tempo, a reação foi interrompida pela adição de 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-

nitrofenol liberado, lido em espectrofotômetro a 405 nm.

3.11.3. Influência da concentração da enzima na hidrólise do p-nitrofenil-N-

Acetil- -D-glicosaminídeo

Com o objetivo de avaliar a proporcionalidade entre as quantidades da

enzima e de p-nitrofenol liberadas durante os ensaios, concentrações variáveis de

F11 (0,17; 0,34; 0,51; 0,68; 1,02; 1,7 g) e F15 (0,18, 0,36, 0,54, 0,72, 1,08 e 1,8

g ) foram incubadas a 45 C, e após 1 h, os ensaios foram interrompidos com 1

mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado, lido em espectrofotômetro a 405 nm.

3.11.4. Influência da temperatura na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo
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Para avaliarmos o efeito da temperatura na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil-

-D-glicosaminídeo, alíquotas de 5 L da fração 11 (0,17 g) e da fração 15 (0,18

g) foram incubadas a diferentes temperaturas (5, 25, 37, 45, 60, 70 e 80°C) com

uma concentração final de 0,9 mM do substrato, e, após 1 h, os ensaios foram

interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado, lido em

espectrofotômetro a 405 nm.

Em outro experimento, foram feitas pré-incubações de 5 L das frações

durante 0,5; 1; 5; 15; 20; 30 e 60 minutos a 60°C, na ausência do substrato. Após

cada intervalo de tempo especificado foi adicionado p-nitrofenil-N-acetil- -D-

glicosaminídeo para uma concentração final de 0,9 mM. Os ensaios enzimáticos

ocorreram então a 45°C durante uma hora, após esse período as reações foram

interrompidas com 1mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado foi lido em

espectrofotômetro a 405 nm.

3.11.5. Influência do potencial hidrogeniônico (pH) na hidrólise do p-

nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo

Com o objetivo de avaliarmos a influência do pH sobre a hidrólise do

substrato sintético, foram preparados tampões em diferentes pH: acetato de sódio

0,1 M pH 3,0, 3,5, 4,0, 5,0 e 5,5  fosfato de sódio 0,1 M pH 6,8 e tris-HCl 0,1 M pH

7,5 e 8,5. Alíquotas de 100 L das frações 11 e 15 foram dialisadas durante 18

horas contra os tampões acima citados. Em seguida, foram realizados ensaios

enzimáticos com 5 L de cada fração com o substrato sintético para uma

concentração final de 0,9 mM, a 45°C, por 1 h. Os ensaios foram interrompidos
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com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado, lido em espectrofotômetro a

405 nm.

Em outro experimento, para avaliar a resistência da enzima à mudança de

pH, as frações dialisadas contra os diferentes tampões acima citados, foram

submetidas à nova diálise contra o tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5,0. Em

seguida, foram realizados ensaios enzimáticos com 5 L de cada fração com o

substrato sintético para uma concentração final de 0,9 mM, a 45°C, por 1 h. Os

ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado,

lido em espectrofotômetro a 405 nm.

3.11.6. Influência de diversos sais na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo.

Alíquotas de 5 L das frações 11 e 15 foram pré-incubadas a 45°C, durante

15 minutos, na presença de diversos sais a uma concentração final de 1mM.

Transcorrido esse tempo, foi adicionado o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo

numa concentração final de 0,9 mM e procedemos com o ensaio a 45°C, e após 1

h, os ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol

liberado, lido em espectrofotômetro a 405 nm. Os sais utilizados nesse

experimento foram: sulfato de zinco (ZnSO4), sulfato de cobre (CuSO4), nitrato de
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prata (AgNO3), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de cálcio (CaCl2) e cloreto de

manganês (MnCl2).

3.11.7. Influência de carboidratos sobre a atividade enzimática

Neste experimento, alíquotas de 5 L das frações 11 e 15 foram incubadas

com os carboidratos (mono e dissacarídeos) em concentrações finais de 1 mM e

0,9 mM de p-nitrofenil-N-acetil- -D-glucosaminídeo. Os ensaios foram realizados a

45°C durante uma hora, e após este período, foram interrompidos pela adição de

1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado foi lido em espectrofotômetro a 405

nm.

      Os monossacarídeos utilizados foram: ácido glicurônico, frutose, galactose,

glicose, galactosamina e N-acetil-D-glicosamina. Os dissacarídeos foram: lactose

e maltose. Os ensaios realizados com polissacarídeos foram desenvolvidos nas

mesmas condições acima citadas, entretanto foram utilizados 4,5 g dos seguintes

polissacarídeos: condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato,

heparam sulfato e heparina.

3.11.8. Determinação de grupos catalíticos envolvidos na hidrólise do p-

nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo

Alíquotas de 5 L das frações 11 e 15 foram pré-incubadas a 45°C, durante

15 minutos, na presença de compostos que inibem especificamente radicais

aminoacídicos.Transcorrido esse tempo, foi adicionado o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo numa concentração final de 0,9 mM e procedemos com um ensaio
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a 45°C, e após 1 h, os ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o

p-nitrofenol liberado, lido em espectrofotômetro a 405 nm. Os compostos utilizados

nesse experimento foram os seguintes: Iodoacetamida (C2H4INO) e PMSF

(C7H7FO2S), em concentração final de 1 mM e N-etilmaleimida (C6H7NO2) a 5 mM.
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4. RESULTADOS

4.1-DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES GLICOSIDÁSICAS DAS FRAÇÕES

PROVENIENTES DO FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMÔNIO.

4.1.1. Utilizando substratos naturais.

A presença de enzimas com atividade degradativa sobre

glicosaminoglicanos foi investigada no extrato bruto e nas frações obtidas por

precipitação com sulfato de amônio (Figura 05). Verificou-se que das três frações

obtidas neste fracionamento, FIII (precipitada entre 50-80%) foi a que degradou

mais extensamente estes substratos (CS, DS e HS). Foi observado que FIII

degrada quase totalmente heparam sulfato e condroitim sulfato, sendo que o

dermatam sulfato é pouco degradado. Observa-se também uma boa degradação

do heparam sulfato pelo extrato bruto. Com relação à heparina, percebe-se uma

boa degradação pela fração FIII e o extrato bruto, quando comparada com as

outras frações.

A perda da atividade metacromática dos glicosaminoglicanos sugere a

presença, além das endoglicosidases, de hexosaminidases, glicuronidases e

sulfatases nas frações precipitadas com sulfato de amônio.
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Figura 5: Degradação de glicosaminoglicanos sulfatados pelas frações enzimáticas de
Equinometra lucunter precipitadas com sulfato de amônio.

Cerca de 20 g de glicosaminoglicanos foram incubados com as frações de sulfato de amônio (FI,
FII e FIII) a 45ºC durante 18 horas. As misturas de incubação foram submetidas à eletroforese em
gel de agarose conforme descrito em Materiais e Métodos. CS, condroitim sulfato; DS, dermatam
sulfato; HS, heparam sulfato; Hep, heparina; C, controle; B, extrato bruto; FI, FII, FIII, frações
obtidas das gônadas do E. lucunter após precipitação com 0-30%, 30-50% e 50-80% de saturação
com sulfato de amônio, respectivamente.

4.1.2. Determinação das atividades enzimáticas utilizando p-nitrofenil

derivados de açúcar.

Para a detecção dessas atividades, foram realizados ensaios com

substratos sintéticos p-nitrofenil derivados de açúcares (Figura 6). Os resultados

obtidos demonstram que houve uma maior precipitação das atividades

exoglicosidásicas em FIII. A atividade da N-acetil- -glicosaminidase apresentou-se

maior em FIII, seguida da -glucuronidase. A fração FIII por apresentar maior

atividade sobre o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo, em relação às demais

frações, foi submetida ao fracionamento em cromatografia de exclusão molecular

(Sephacryl S-200).

CS
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HS

C FIII          FII           FI B

     Hep

B FI       FII  FIII         C
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Figura 6: Atividades específicas das frações enzimáticas de Equinometra lucunter.

Frações do extrato bruto, FI, FII e FIII foram incubadas com cada p-nitrofenil para uma
concentração final de 0,15 mM a 45°C, durante 1 hora. As incubações foram interrompidas pela
adição de 1mL de NaOH 0,25N e o p-nitrofenol liberado lido em espectrofotômetro a 405 nm.
Onde: Bruto, extrato protéico bruto; FI, FII e FIII, frações precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-
80% de sulfato de amônio, respectivamente. A atividade específica (D.O. 405nm/ g de proteína) foi
encontrada através da relação entre a quantidade de p-nitrofenil liberado e a massa em g de
proteínas de cada fração contida no ensaio, por um período de uma hora.

4.2 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHACRYL S-200).

A fração FIII foi aplicada em uma cromatografia de exclusão molecular

Sephacryl S-200 para a purificação das frações com atividade N-acetil- -

glicosaminidásica. Foram eluídos três picos protéicos e apenas uma faixa de

atividade N-acetil- -glicosaminidásica bastante pronunciada (Figura 07). As

frações 19 a 27 foram reunidas, concentradas e submetidas a uma cromatografia

de exclusão molecular Sephadex G-75.
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Figura 07- Perfil de eluição de FIII em cromatografia de exclusão molecular (Sephacryl S-
200).

A coluna foi equilibrada e eluída com tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5.0. Foram coletadas
frações de 2 mL/5min. A eluição das proteínas foi monitorada em espectrofotômetro a 280 nm e o
perfil das atividades com o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo determinadas por leitura a 405
nm.

4.3 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHADEX G-75).

O perfil de eluição em G-75 revelou um pico protéico bem destacado (280

nm) e dois picos de atividade após a leitura em espectrofotômetro a 405 nm

(Figura 08). As frações referentes ao primeiro e maior pico de atividade N-acetil- -

glicosaminidásica foram reunidas, concentradas e submetidas à outra

cromatografia de exclusão molecular em Sephacryl S-200.
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A coluna foi equilibrada e eluída com tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0. Foram coletadas
frações de 1mL/10 min. A eluição das proteínas foi monitorada em espectrofotômetro a 280 nm e o
perfil das atividades com o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo determinadas por leitura a 405
nm.

4.4- CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHACRYL S-200).

        O perfil de fracionamento em Sephacryl S-200 está representado na Figura

09. Observa-se que esta coluna revelou um pico protéico mais destacado e dois

picos de atividade N-acetil- -glicosaminidásica de interesse, que foram

denominadas F11 e F15.

Esta coluna foi calibrada com padrões de peso molecular conhecidos, e de

acordo com o volume de eluição, podemos inferir que as proteínas eluídas nos

picos com atividade N-acetil- -glicosaminidásica (F11 e F15), possuem cerca de

137 kDa e 84 kDa, respectivamente. A figura 10 mostra a boa correlação

(R2=0,9429) entre o logaritmo do peso molecular e o volume de eluição das

frações protéicas.



59

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37

Fração (2 ml)

D
.O

. 2
80

 n
m

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

D
.O

. 4
05

 n
m

Proteína N-acetil-B-glucosaminidase

Figura 09- Perfil de eluição da N-acetil- -glicosaminidase em cromatografia de exclusão
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A coluna foi equilibrada e eluída com tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5.0. Foram coletadas
frações de 2 mL/5 min. A eluição das proteínas foi monitorada em espectrofotômetro a 280 nm e o
perfil das atividades com o p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo determinadas por leitura a 405
nm.

Figura 10: Correlação entre o logaritmo do peso molecular e o volume de eluição das proteínas.
Onde: a ( -amilase- 200kDa), b (álcool-desidrogenase- 150kDa), c (BSA- 66 kDa),
d (SBTI- 21kDa), e (citocromo c- 12 kDa), 11 (fração 11- 137 kDa) e 15 (fração 15- 84 kDa).

As frações 11 (F11) e 15 (F15), correspondentes aos picos, foram

separadas para realização de SDS-PAGE e posterior utilização nos ensaios

cinéticos.

y = -1,6169x + 3,8878
R2 = 0,9429
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4.5.RESUMO DAS ETAPAS DE PURIFICAÇÃO PROTÉICA

 As etapas utilizadas na purificação das N-acetil- -glicosaminidases estão

sumarizadas na Tabela 2. Analisando-se esta tabela observou-se um índice de

purificação final de 192,47 vezes e uma recuperação de 28,5% para F11. Com

relação a F15 percebe-se uma purificação de 85,41 vezes e uma recuperação de

32,3%.

Tabela 02: Etapas de purificação das N-acetil- -glicosaminidases

Onde: Atividade Total (U) = 1U corresponde a 0,01 unidade de absorbância a 405 nm; Purificação
= Razão entre a atividade específica em cada passo de purificação e a atividade específica do
extrato bruto; Recuperação = Percentual de atividade total em cada passo de purificação em
relação a atividade total no extrato bruto (100%).

Fração
Volume

 Total (ml)
Proteína
 (mg/ml)

Proteína
Total (mg)

Atividade
Total (U)

Atividade
 Específica

Purificação
 (X)

Recuperação
(%)

Bruto 355 9,6 3408,0 70,6 367,708 1,00 100,0

F III 45 29,78 1340,1 41,3 1386,84 3,77 58,5

 S-200 480 0,117 56,16 23,1 2100,00 5,71 32,7

 G-75 10 0,068 0,68 31,7 23308,8 63,39 44,9

S-200 (F11) 2 0,0142 0,0284 20,1 70774,6 192,47 28,5

S-200 (F15) 2 0,0363 0,0726 22,8 31405,0 85,41 32,3
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4.6. PERFIL ELETROFORÉTICO EM SDS-PAGE

Para avaliar o grau de pureza e determinar a massa molecular aproximada

das N-Acetil- -glicosaminidases, alíquotas das frações 11 e 15 da Sephacryl S-

200 foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de

SDS e posteriormente corado com prata (Figura 11). A análise do gel mostrou alto

grau de pureza da F11, onde uma banda protéica predominante é observada na

região de 116 kDa. Observando a F15 percebe-se uma banda protéica

predominante de aproximadamente 42 kDa.

                 

116Kda

66,2Kda

45Kda

35Kda

25Kda

18,4Kda

14,4Kda
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116 kDa

42 kDa
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Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS das frações protéicas.

(A) Padrões de pesos moleculares; (B) Fração 11; (C) Fração 15.

4.7. ESTUDOS CINÉTICOS DAS N-ACETIL- -GLICOSAMINIDASES.

Para os estudos cinéticos utilizou-se F11 e F15 provenientes da

Sephacryl S-200. A hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo foi

avaliada com diferentes concentrações do substrato sintético, sob a influência de

diferentes temperaturas, tempos de ensaio enzimático, de concentrações de

hidrogênio (pH), concentrações de proteína e de prováveis inibidores e

competidores.

4.7.1. Determinação da constante de Michaelis-Menten (Km) e Velocidade

máxima (Vmax)

      Podemos observar a atividade enzimática sobre diferentes concentrações de

p-nitrofenil-N-acetil- -D-glucosaminídeo na Figura 12. Após a linearização dos

resultados utilizando o gráfico de Lineweaver-Burk ( não mostrado) obtivemos uma

Km aparente de 0,257 mM e Vmax de 0,704 unidades de absorbância a 405 nm / h

para F11, que corresponde a 384,7 M de p-nitrofenol liberado por hora. F15

apresentou um Km aparente de 0,235 mM e Vmax de 0,9 unidades de

absorbância a 405 nm / h, que corresponde a 491,8 M de p-nitrofenol liberado por
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hora A partir da concentração de 0,5 mM de substrato, a atividade enzimática

tende a estabilizar em ambas as frações.
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Figura 12: Determinação do Km e da Vmax das N-acetil- -glicosaminidases

Cinco microlitros das frações 11 e 15 foram incubadas, junto a concentrações crescentes de p-
nitrofenil-N-acetil- -D-glucosaminídeo (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,7 mM) durante uma hora a 45°C.
Transcorrido esse tempo, as reações foram interrompidas como descrito no item 2.7.2 .

4.7.2. Influência do tempo na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo.

 O efeito do tempo sobre a atividade enzimática revela que após três horas

de ensaio ocorre pouca alteração na velocidade, tendendo a ficar constante
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(Figura 13). Esse resultado sugere uma boa estabilidade da enzima, que se

mantém ativa a 45°C por várias horas de ensaio.
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Figura 13- Influência do tempo na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo.

Cerca de 5 L das frações 11 e 15 foram incubadas com 0,9 mM de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-
glicosaminídeo a 45°C, durante diferentes intervalos de tempo. Transcorrido cada período, as
reações foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.6.2.

4.7.3. Influência da concentração da enzima na hidrólise do p-nitrofenil-N-

Acetil- -D-glicosaminídeo.

Observando a figura 14, notamos uma correlação entre as quantidades das

enzimas e de p-nitrofenolato liberados, indicando certa proporcionalidade entre os
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dois parâmetros. Percebe-se que com o aumento da concentração protéica, a

velocidade da reação tende a platonizar.

Figura 14-Influência da concentração da enzima na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-
glicosaminídeo.

Diferentes concentrações das frações 11 e 15 foram incubadas com 0,9 mM de p-nitrofenil-N-
Acetil- -D-glicosaminídeo a 45°C, durante 1 hora. Transcorrido esse tempo, as reações foram
interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.6.2.

4.7.4. Influência da temperatura na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-

glicosaminídeo.

      Os ensaios realizados em diferentes temperaturas mostram que as maiores

atividades, para ambas as frações, ocorrem na faixa de 45 a 60°C. Em
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temperaturas abaixo e acima destas, observa-se queda brusca da atividade

enzimática (Figura 15).
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Figura 15- Influência da temperatura na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo.

Cerca de 5 L das frações 11 e 15 foram incubadas com 0,9 mM de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-
glicosaminídeo durante 1 hora em diferentes temperaturas. Transcorrido esse tempo, as reações
foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.6.2.

4.7.5. Efeito da pré-incubação a 60oC na atividade catalítica das N-acetil- -

glicosaminidases.   

      A influência da temperatura sobre a atividade N-acetil- -glicosaminidásica foi

pesquisada pré-incubando-se as frações enzimáticas, por diferentes tempos, a

60°C, na ausência de substrato, e a atividade residual foi medida pela incubação
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com p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo a 45°C durante uma hora. A figura 16

mostra que ocorre um decréscimo progressivo da atividade, até a total

desnaturação térmica das enzimas.
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Figura 16- Efeito da pré-incubação a 60°C na atividade catalítica da(s) - N-acetil
glicosaminidase(s).

Cerca de 5 L das frações 11 e 15 após pré-incubação a 60°C, em diferentes tempos, foram
submetidas a incubações com 0,9 mM de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo durante 1 hora a
45°C. Transcorrido esse tempo, as reações foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm
como descrito no item 3.6.2.

              Após a logaritmização dos dados de desnaturação térmica das N-acetil- -

glucisaminidases, observou-se uma boa aderência dos pontos à reta, sugerindo a

presença de apenas uma enzima envolvida na degradação do substrato (Figura

17).
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Figura 17: Log da atividade residual da desnaturação térmica das N-acetil- -

glicosaminidases, a 60 oC.

Cerca de 5 L das frações 11 e 15 após pré-incubação a 60°C, em diferentes tempos, foram
submetidas a incubações com 0,9 mM de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo durante 1 hora a
45°C. Transcorrido esse tempo, as reações foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm
como descrito no item 3.6.2.

4.7.6. Influência do potencial hidrogeniônico (pH) na hidrólise do p-nitrofenil-

N-Acetil- -D-glicosaminídeo.

          O efeito do pH sobre a catálise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo

revela que tanto a fração 11 como a 15 apresentaram melhor atividade em pH 5,0.

Em pH 3,0; 3,5; 4,0 e 8,5 a atividade enzimática em ambas é nula (Figura 18).
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Figura 18: Influência do pH na hidrólise do p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo.

Cerca de 5 L das frações 11 e15, submetidas a diferentes pHs, foram incubadas com 0,9 mM de

p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo durante 1 hora a 45°C . Transcorrido esse tempo, as

reações foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.6.2.

Foi também investigada a resistência da enzima frente a mudanças de pH.

As frações dialisadas durante 18 horas contra os diferentes tampões já citados,

foram submetidas à nova diálise de mesma duração agora contra o tampão

acetato de sódio 0,1 M pH 5,0 para o retorno das frações para o pH original de

5,0. Observou-se que após a reversão do pH houve uma perda significativa das

atividades das frações, mesmo as frações que já estavam em pH 5,0 (Figura 19).

Esta perda deve-se tanto à manipulação das frações para a diálise, quanto ao
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próprio processo de diálise e a permanência da enzima em pHs não ideais a ela

(5,0).
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Figura 19: Efeito da reversão do pH sobre a atividade das N-acetil- -glicosaminidases.

Cerca de 5 L das frações 11 e 15, submetidas à reversão para pH 5,0, foram incubadas com 0,9
mM de p-nitrofenil-N-Acetil- -D-glicosaminídeo durante 1 hora a 45°C . Transcorrido esse tempo,
as reações foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.6.2.
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4.7.7. Influência de diferentes sais sobre a atividade N-acetil- -

glicosaminidásica.

A Tabela 03 mostra como diferentes sais podem interferir na atividade N-acetil-

-glicosaminidásica. A F11 apresentou uma maior inibição por AgNO3 (93,8%),

seguido por MnCl2 (65,9%) e CuSO4 (64,9%). A F15 sofreu maior inibição por

AgNO3 (94%) e CuSO4 (31%).

Sais inorgânicos   Atividade Residual(%)
  Fração 11 Fração 15

AgNO3 6,2 6,0

CaCl2 86,8 93,5

MgCl2 60,5 87,5

MnCl2 34,1 93,5

ZnSO4 58,9 100,0

CuSO4 34,9 69,0
Controle  100,0 100,0

Tabela 03: Efeito de diferentes sais sobre a atividade N-acetil- -glicosaminidásica

Cerca de 5µl das frações 11 e 15 foram pré-incubadas durante 15 minutos a 45°C com diferentes

sais a uma concentração final de 1 mM. Transcorrido este período, foi adicionado o substrato p-

nitrofenil-N-acetil- -D-glicosaminídeo para uma concentração final de 0,9 mM. Novamente o

material foi colocado a temperatura de 45°C durante 1 hora e as incubações foram interrompidas e

o p-nitrofenol liberado lido em espectrofotômetro a 405 nm como descrito no item 3.6.2.
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4.7.8. Influência de diferentes carboidratos sobre a atividade N-acetil- -

glucosaminidásica.

A tabela 04 mostra que dos monossacarídeos testados, observou-se que o

ácido glucurônico promoveu um aumento na degradação do p-nitrofenil-n-acetil- -

D-glicosaminídeo, refletindo em um aumento de 176,51% na atividade de F11 e

52,34% em F15. A maior inibição foi provocada pela glicose, 61,74% para F11 e

41,28% para F15. Com relação aos dissacarídeos verificou-se uma maior inibição

pela lactose tanto para F11 (54,36%) como para F15 (48,94%). Todos os

polissacacarídeos testados inibiram a degradação do p-nitrofenil-n-acetil- -D-

glicosaminídeo, sendo que a maior inibição foi promovida pelo dermatam-sulfato,

em um percentual de 55,03% para F11 e 29,79% para F15.
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Carboidratos  Atividade Residual (%)
  Fração 11 Fração 15
N-acetil-glucosamina 1,0 mM 46,7 92,3
Galactosamina 1,0 mM 77,18 101,7
Ácido glucurônico 1,0 mM 276,51 152,34
Galactose 1,0 mM 44,3 66,81
Frutose 1,0 mM 70,47 63,4
Glicose 1,0 mM 38,26 58,72
Maltose 1,0 mM 72,48 69,79
Lactose 1,0 mM 45,64 51,06
Heparina 4,5 g 74,5 74,04
Condroitim-4-Sulfato 4,5 g 75,17 78,3
Condroitim-6-Sulfato 4,5 g 71,81 77,87
Heparam Sulfato 4,5 g 85,23 76,6
Dermatam Sulfato 4,5 g 44,97 70,21
Controle  100,0 100,0

Tabela 04- Efeito de diferentes carboidratos sobre a atividade N-acetil- -glicosaminidásica.

Cerca de 5µl das frações 11 e 15 foram incubadas com mono e dissacarídeos em concentrações

finais de 1 mM, juntamente com o p-nitrofenil-N-acetil- -D-glicosaminídeo (0,9 mM). Os

polissacarídeos foram utilizados na concentração de 4,5 g.Os ensaios foram realizados a 45°C

durante uma hora. Após este período, foram interrompidos e o p-nitrofenol liberado foi lido em

espectrofotômetro a 405 nm.

4.7.9. Determinação de grupos catalíticos envolvidos na hidrólise do p-

nitrofenil-N-acetil- -D-glicosaminídeo.

Neste experimento testamos diferentes compostos que atuam em distintos

grupamentos da enzima, para pesquisar a participação de determinados

grupamentos da N-acetil- -glicosaminidase envolvidos na degradação do p-

nitrofenil-N-acetil- -D-glicosaminídeo. Todos os compostos testados interferiram

fortemente na catálise enzimática (Tabela 05). N-etilmaleimida inibiu F11 em

61,5% enquanto que inibiu quase totalmente a F15 (98,8%), indicando a

importância de grupos sulfidrila para esta última fração. O composto
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iodoacetamida inibiu em 59,9% a atividade da F11 e 69,2% a F15. A inibição por

PMSF foi de 68,1% para F11 e 81,9% para F15.

Composto    Atividade Residual (%)
  Fração 11 Fração 15
Iodoacetamida 1 mM 40,1 30,8
PMSF 1 mM 31,9 18,1
N-Etilmaleimida 5 mM 38,5 1,2
Controle  100,0 100,0

Tabela 05-Estudo de grupos catalíticos envolvidos na hidrólise do p-nitrofenil-N-acetil- -D-

glicosaminídeo

Cerca de 5µl das frações 11 e 15 foram pré-incubadas durante 15 minutos a 45°C na presença de

diferentes compostos (iodoacetamida- IO-ACE; fluoreto de fenilmetilsulfonil - PMSF e N-

etilmaleimida- NEM). Transcorrido o tempo de pré-incubação adicionou-se p-nitrofenil-N-acetil- -D-

glicosaminídeo para uma concentração final de 0,9 mM. Novamente o material foi colocado a 45°C

e após uma hora os ensaios foram interrompidos e o p-nitrofenol liberado foi lido em

espectrofotômetro a 405 nm.
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5. DISCUSSÃO

Glicosidases hidrolisam ligações glicosídicas de glicoconjugados, oligo- e

polissacarídeos, possuindo desta forma grande amplitude de ação, sendo muito

importantes para o metabolismo de muitos organismos. Devido ao seu papel

central na degradação de carboidratos complexos, essas enzimas têm sido tema

de muitos estudos clássicos na biologia (STAM et al, 2005).

Estudos iniciais com o Extrato Bruto e as frações FI, FII e FIII, provenientes

do fracionamento com sulfato de amônio, mostraram a presença de exo- e

endoglicosidases que atuam sobre glicosaminoglicanos sulfatados. Essas

atividades foram detectadas pelo desaparecimento metacromático de

glicosaminoglicanos em eletroforese em gel de agarose. Nestes experimentos

observamos que os glicosaminoglicanos condroitim sulfato e heparam sulfato são

mais extensamente degradados por estas enzimas do que o dermatam sulfato. A

presença de tais enzimas já foi constatada em diversos trabalhos realizados com

outros invertebrados marinhos tais como: Artemia franciscana (AQUINO, 2004),

Palythoa caribaeorum (SOUZA, 2003), Palythoa variabilis (FERREIRA, 2003),

Strombus goliath (ARAÚJO, 2002), Chiton sp (VIEIRA, 2002), Aplysia cervina

(MATTA, 2001), Tagelus gibbus (MEDEIROS, 1998).

           Utilizando-se substratos sintéticos p-nitrofenil derivados de açúcares, foi

pesquisada a presença de exoglicosidases nas frações precipitadas com sulfato

de amônio e no extrato bruto. Os resultados obtidos demonstram que houve uma

maior precipitação das atividades de exoglicosidases em FIII. A atividade da N-

acetil- -glicosaminidase apresentou-se maior em FIII, seguida da -glucuronidase.
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           A fração F III foi escolhida por apresentar a melhor atividade N-acetil- -

glicosaminidásica, e submetida ao fracionamento em cromatografias de exclusão

molecular, visando à purificação da enzimática. Ao final dos passos de purificação

(Sephacryl S-200) a F11 foi purificada 192 vezes com rendimento de 28,5% e para

a F15 obtivemos uma purificação de 85 vezes com recuperação final de 32%.

          A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes revelou

que F11 possui uma banda protéica de aproximadamente 116 kDa e F15 uma

banda de 42 kDa. Utilizando a relação do volume de eluição de F11 e F15 em

cromatografia de exclusão molecular (Sephacryl S-200) calibrada com proteínas

de pesos moleculares conhecidos, determinamos que essas proteínas possuem

cerca de 137 kDa e 84 kDa, respectivamente. Esse resultado mostra um indicativo

que F11 possua massa molecular entre 116 e 137 KDa e que F15 seja um dímero.

Em geral, a literatura traz exemplos de N-acetil- -glicosaminidases com massas

moleculares variando em uma ampla faixa que vai de 40 a 240 kDa (PETERS et

al., 1998; CIFALI e DIAS FILHO, 1999; AMUTHA, 1999).

As frações purificadas F11 e F15 também foram testadas com p-nitrofenil-

N-acetil- -D-galactosaminídeo, tendo sido constatado que ambas as enzimas

também possuem atividade N-acetil- -galactosaminidásica (resultados não

apresentados). Isso se deve ao fato da alta especificidade da enzima em relação a

N-acetil-glicosídeos e N-acetil-galactosídeos (CABEZAS, 1989). Esse fenômeno é

bastante comum, o que levou a reclassificação destas enzimas. Hoje a

nomenclatura de N-acetil- -hexosaminidase (E.C. 3.2.1.52) engloba as N-acetil- -

glicosaminidases (E.C. 3.2.1.30) e N-acetil- -galactosaminidases (E.C. 3.2.1.53).
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          Os valores de Km encontrados (0,257 mM para F11 e 0,235 mM para F15),

demonstram que essas enzimas possuem grande afinidade por seus substratos. O

Km encontrado foi similar ao da N-acetil- -glicosaminidase isolada do crustáceo

Artemia franciscana (AQUINO, 2004) que apresentou um Km de 0,23 mM. Este

valor não diferiu significativamente de alguns valores encontrados em outros

trabalhos, como no caso da N-acetil- -glicosaminidase isolada da biomassa de

Palythoa caribaeorum (SOUZA, 2003) onde foi observado um Km de 0,45 mM e

de Trichinella spiralis (BRUCE; GOUNARIS, 2006) que apresentou uma Km de

0,187 mM. Entretanto, muitos estudos encontraram valores de Km mais elevados

como no caso da enzima extraída do repolho Brassica oleracea  (CHANG et al.,

1998) onde se observou uma Km de 0,94 mM e de ovos de Halocynthia roretzi

(MATSUURA et al., 1993) que apresentou Km de 1,2 mM. A partir da

concentração de 0,5 mM de substrato, a atividade catalítica de ambas  enzimas

tende a decair, isso se deve à inibição da atividade enzimática pelo substrato,

fenômeno não muito raro de ocorrer.

Sobre o efeito da concentração da enzima na velocidade da reação

observou-se uma correlação entre esses dois parâmetros. Concentrações maiores

de proteína apresentaram também maiores velocidades da reação.

Comportamento semelhante foi observado com N-acetil- -hexosaminidase: de

Artemia franciscana (AQUINO, 2004), Palythoa caribaeorum (SOUZA, 2003),

Palythoa variabilis (FERREIRA, 2003) e Chiton sp (VIEIRA, 2002).

A temperatura ótima para atividade N-acetil- -hexosaminidase, de ambas

as frações, ocorrem na faixa de 45 a 60°C. A temperatura de 60°C está muito
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próxima da desnaturação térmica das enzimas, visto que 5 minutos após a pré-

incubação nesta temperatura, restou somente cerca de 50% da velocidade inicial

da reação. No entanto, as enzimas permaneceram estáveis durante 3,5 horas a

45°C. A temperatura ótima de 60°C também foi observada para mesma atividade

N-acetil- -glicosaminidásica em um trabalho realizado com Trichoderma

harzianum (DE MARCO, 2004) e Artemia franciscana (AQUINO, 2004). BRUCE e

GOUNARIS, 2006 isolaram uma N-acetil- -hexosaminidase de Trichinella spiralis,

onde esta apresentou uma temperatura ótima semelhante, em torno de 54°C.

            A pré-incubação da enzima a 60ºC, na ausência do substrato, resultando em

perda progressiva de sua capacidade catalítica, em função do tempo, a

desnaturação térmica ocorre devido ao desenrolamento, e conseqüente

desnaturação, da cadeia polipeptídica.  Nossos resultados sugerem que o

substrato proteja a N-acetil- -glicosaminidase contra a desnaturação. Além disso,

a progressiva desnaturação tendendo a zero indica a existência de somente uma

enzima agindo sobre o substrato. ABREU, 1999 constatou em seus resultados,

que a sulfatase purificada do bivalve Tagelus gibbus, quando pré-incubada a 60 C

na presença do substrato se torna mais termoestável, e que nas frações

enzimáticas menos purificadas, as glicosidases presentes eram mais resistentes à

temperatura do que nas frações mais puras, indicando que tanto a formação do

complexo enzima-substrato quanto a presença de outras proteínas na fração

protegem as glicosidases contra a desnaturação térmica. A atividade N-acetil- -

glicosaminidásica purificada de outros organismos, apresentou temperaturas

ótimas iguais ou próximas a 60 C. Como é o caso da N-acetil- -glicosaminidase
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extraída de Enterobacter sp (45 C), de couves da família Brassicaceae (60 C), do

fungo Tricoderma reesei (50 C), de Aspergilus niger (65 C) e do Bacillus sp (70 C)

(MATSUO et al., 1999; NOGAWA et al., 1998; PÊRA et al., 1997; AMUTHA et al.,

1998).

      O pH ótimo encontrado para catálise do p-nitrofenil-N-acetil- -D-

glucosaminídeo foi de 5,0 para F11 e F15, este resultado aponta para a

possibilidade de tratar-se de enzimas lisossomais. Também foi registrado valor de

pH ótimo semelhante para N-acetil- -glicosaminidases extraídas de gônadas do

molusco Chiton sp (VIEIRA 2002), de extratos enzimáticos do molusco Strombus

goliath (ARAÚJO, 2002) e para a N-acetil- -glicosaminidase A extraída de fígado

humano (HINY OKIKA; ZASSHI, 1992). Uma N-acetil- -glicosaminidase isolada do

termo-tolerante Bacillus sp e outra do fungo Tricoderma harzianum, apresentaram

um pH ótimo em torno de 6,0 (AMUTA et al., 1998; ULHOA et al., 2000). A brusca

queda da atividade enzimática nos pH diferentes de cinco indicam grande

sensibilidade da enzima às concentrações de hidrogênio do sistema. Variações de

pH alteram o estado de ionização das cadeias laterais de aminoácidos alterando

desta forma a distribuição de cargas, interferindo sobremaneira na estrutura da

proteína e na atividade enzimática. As N-acetil- -glicosaminidases foram

completamente inibidas em pH 3,0; 3,5; 4,0 e 8,5,  entretanto a enzima purificada

do sapo Bufo arenarum (MARTINEZ et al., 2000) apresentou um pH ótimo de 3,5.

     A prata inibiu a hidrólise do substrato sintético em ambas frações em torno de

94%. Esse resultado provavelmente deve-se ao alto poder redutor da prata.

SANON et al, 2005 isolaram uma N-acetil- -hexosaminidase de Trichomonas
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vaginalis que apresentou uma inibição de sua atividade em 54%, na presença do

nitrato de prata. O cloreto de manganês e o sulfato de zinco interferiram mais

fortemente na atividade da fração 11, onde inibiram a catálise enzimática em

65,9% e 65,1%, respectivamente.

A ação de diversos carboidratos sobre a atividade das N-acetil- -

glicosaminidases foi estudada. Observou-se que o ácido glucurônico promoveu

um aumento significativo na degradação do p-nitrofenil-n-acetil- -D-

glicosaminídeo, enquanto que a glicose provocou uma maior redução nesta

degradação. Todos os polissacarídeos sulfatados testados inibiram a degradação

do p-nitrofenil-n-acetil- -D-glicosaminídeo, sendo que a maior inibição foi

promovida pelo dermatam sulfato.

A inibição por iodoacetamina e N-etilmaleimida, principalmente em F15

(98,8%), indica a participação de radicais sulfidrila importantes para a atividade

enzimática. Estes dados sugerem que a inibição por estes agentes reflete a

dependência de resíduos de cisteína disponíveis no sítio catalítico da enzima para

a hidrólise do substrato sintético, mas pode ter também relação com a

necessidade de pontes dissulfeto estabilizando o dímero. A inibição por PMSF

indica a possibilidade do resíduo de serina ser também importante para a

atividade N-acetil- -hexosaminidásica.
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6. CONCLUSÕES

 Gônadas de Echinometra lucunter possuem glicosidases que estão

provavelmente envolvidas no metabolismo de glicoproteínas, glicolipídeos e

glicosaminoglicanos;

 Refletindo a remoção de proteínas do sistema e a atividade enzimática

detectada em todas as etapas utilizadas para a purificação das enzimas, a

fração F11 foi purificada duas vezes mais do que F15 (192 vezes e 85

vezes, respectivamente) com percentuais de rendimento muito próximos;

 F15 provavelmente é um homodímero por ter apresentado massa molecular

de 42 KDa em SDS-PAGE e de 84 KDa em gel filtração. F11

provavelmente é formada por uma única cadeia polipeptídica por

apresentar somente uma banda protéica de 116 KDa em eletroforese

desnaturante e 137 KDa  em gel filtração;

 As frações purificadas, F11 e F15, apresentam alta especificidade por N-

acetil-glicosídeos e N-acetil-galactosídeos. Estes resultados estão de

acordo com a literatura e por isso hoje estas enzimas são classificadas

como N-acetil- -hexosaminidases (E.C. 3.2.1.52);

 F15 apresentou maior eficiência catalítica de acordo com seus valores de

Km e Vmax (0,235 e 0,9), quando comparada com F11(0,257 e 0,7). Ambas

frações possuem alta finidade pelo substrato quando comparadas com

dados da literatura;

 Ambas enzimas apresentam boa estabilidade térmica a 45°C e baixa

resistência à pré-incubação a 60°C. Isso por que permaneceram estáveis
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durante 3,5 horas a 45°C, e, no entanto a pré-incubação por cinco minutos

a 60°C reduz a atividade enzimática em cerca de 50% da velocidade inicial

da reação;

 O pH ótimo de 5,0 in vitro pode ser considerado como indicativo de se tratar

de enzimas lisossomais, e a variação nas concentrações de hidrogênio do

sistema alteram o estado de ionização das cadeias laterais de aminoácidos

interferindo na distribuição de cargas da proteína, levando a modificações

em suas estruturas e na atividade enzimática;

 A importância de radicais sulfidrila para a catalise enzimática do substrato

sintético foi demonstrado pela alta sensibilidade a N-etilmaleimida,

principalmente F15. Além disso, verificamos a necessidade da participação

de resíduos de serina na catálise do mesmo substrato devido à inibição por

PMSF;

 Lembrando que estas enzimas fazem parte de um grupo de enzimas

existentes no tecido em estudo, o papel metabólico delas pode ser inferido

devido à inibição por todos os carboidratos testados no teste de

especificidade enzimática, com exceção para o ácido glucurônico que foi

um potente ativador.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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