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Introdução

Glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) são açúca-
res complexos, formados por uma hexosamina [D-glicosa-
mina (GlcN) ou D-galactosamina (GalN) e um ácido idurôni-
co [ácido D-glicurônico (GlcA) ou ácido L-idurônico (IdoA)]
ou galactose (queratam sulfato), que são arranjados alter-
nadamente, em seqüência não ramificada, e carreiam substi-
tuintes sulfato em várias posições (17). Suas funções bioló-
gicas são altamente diversificadas e  vão desde simples
função de suporte mecânico às  mais complexas, como ade-
são, motilidade, proliferação, diferenciação e morfogênese
celulares.

Certas funções, como anticoagulante e atividade
antiproliferativa do Heparan sulfato e Heparina, são expres-
sos pela cadeia de GAG livre. Os principais glicosaminogli-
canos são: Ácido hialurônico (AH) único não sulfatado,
Condroitim 4 e 6 sulfatos (CS), Heparam sulfato (HS), Hepa-
rina (Hep), Dermatam sulfato (DS) e Queratam sulfato (KS)
(7;9;8)

Figura 1 - Anadara notabilis

A demonstração da degradação seqüencial do Que-
ratam sulfato (KS) com enzimas bacterianas derivadas do
Pseudomonas e Actinobacillus, crescendo simbioticamen-
te em um meio contendo KS (1%) como única fonte de C,
demonstra a presença em extratos de bactérias de endogli-
cosidases, sulfatases, exo-β-D- galactosidases e exo-N-
Acetil-β-D-glicosaminidase, onde seus efeitos combinados
levaram à liberação do 2-acetoamido-2-deoxy-D-glicose, D-
galactose e sulfato inorgânico  (25).

Os avanços no estudo das estruturas química de
glicoconjugados devem-se, em grande parte, à aplicação de
glicosidases  para investigação dos polissacarídeos consti-
tuintes de  glicocoproteínas. Uma das principais enzimas
aplicadas nesses estudos tem sido a N-Acetil-β-D-glicosa-
minidase - β-NAG(3).  A β-NAG é uma enzima lisossomal,
amplamente distribuída em vários tecidos (12).  Atividade
β-NAG tem sido detectada em uma grande variedade de
materiais biológicos, sendo inicialmente notada em epidídi-
mo de porco (10), em microorganismos (2;36), vários teci-
dos de animais (6;28;33), grandes plantas (16;1;18) e em
outros animais (22). Entretanto, na literatura são poucas as
referências sobre glicosidases em moluscos (32;19), e as
que têm, mostram a atividade dessas enzimas sobre subs-
tratos  sintéticos (15;21;5;25).

A descoberta de desordens metabólicas envolven-
do a deficiência de enzimas específicas de glicosaminogli-
canos tem chamado a atenção, nas duas últimas décadas,
pela sua importância no metabolismo humano (23). Ade-
mais, em mamíferos, as β-NAG são liberadas das células
pelo rompimento destas ou por exocitose. Por este motivo,
estão sendo utilizadas como avaliadoras do desenvolvimen-
to de determinadas patologias humanas (35;26;27;29;14;12).

O avanço na química de glicoconjugados deve-se,
em parte, à aplicação de glicosidases para investigação de
açúcares constituintes de  glicocoproteínas, onde uma das
enzimas inicialmente aplicadas nestes estudos foi a β-N-
acetilglicosaminidase (3).
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Glicosidases estão envolvidas no catabolismo de gli-
coproteínas, glicolipídios, glicosaminoglicanos e oligossa-
carídeos, onde estas substâncias acumulam-se em excesso
em erros inatos do metabolismo de humanos recém-nasci-
dos, designados de glicoproteinoses, esfingolipidoses,
mucopolissacaridoses ou oligosacaridoses (4). Em mamífe-
ros, o estudo com pacientes portadores de doença ateros-
clerótica crônica, incluindo doença coronariana e cerebro-
vascular, mostrou um aumento em 30% da atividade β-N-
acetilhexosaminidásica (β-NAHex) em relação a pacientes
controle, além disso, enzimas citosólicas como aspartato
amino-transferase e lactato desidrogenase, apresentavam-
se com seus valores dentro da normalidade, mostrando que
a atividade β-NAHex não estava elevada por ruptura de
células e sim, por secreção lisossomal extracelular  (37).

Por causa do seu alto peso molecular,  β-NAHex não
é filtrada através da membrana glomerular renal, assim, na
presença de uma lesão glomerular ou dano tubular renal, o
aumento da atividade β-NAHex tem importante aplicação
como diagnóstico laboratorial das doenças renais. Por ou-
tro lado, o significado clínico da atividade β-NAHex no soro
e plasma ainda não está estabelecido (12).

Por estes motivos, atividade β-NAHex está sendo
utilizada como avaliadora do desenvolvimento de determi-
nadas patologias humanas apresentando-se elevada na hi-
pertensão, diabetes mellitus e doenças renais  (35;27;
29;12;14); na pesquisa com glicoproteínas, onde pode ser
usada para a recuperação de oligossacarídeos N-ligados e
de proteínas parcialmente deglicosiladas sem danificá-los;
para examinar aspectos do tipo da proteína, e compartimen-
talização de glicoproteinas secretadas nas células (34;30).

Além destas aplicações, existe uma necessidade pre-
mente de se descobrir novos agentes antifúngicos para uti-
lização na terapêutica médica, não somente para se ter um
número de drogas satisfatório para o combate da infecção
fúngica em humanos, mas também devido à ineficiência dos
antimicóticos atuais, visto que, anfotericina B, um dos me-
dicamentos mais usados nessas patologias, é muito tóxica e
a aplicação clínica de derivados do ergosterol durante as
duas últimas décadas tem resultado no aparecimento de
cepas resistentes a esses medicamentos, além disso, as te-
rapias alternativas que buscam o aumento da defesa dos
hospedeiros contra fungos não tem demonstrado bons re-
sultados, esses problemas são semelhantes na medicina ve-
terinária. Assim, a β-NAHex, por sua atividade quitinolítica
ao nível de célula fúngica, pode ser uma opção na utilização
como agente antimicótico de largo espectro (11).

Razões para o interesse econômico na produção in-
dustrial da β-NAHex residem na justificativa da sua utiliza-
ção na medicina como fungicida de largo espectro, na agri-
cultura, como potente agente biocontrolador de fungos fi-
topatogênicos (11), um potente agente controlador de inse-
tos onde fungos entomopatogênicos secretam enzimas qui-
tinolíticas que facilitam sua penetração na cutícula destes
invertebrados e podem ser utilizados como um meio natural
de controle biológico de pragas em substituição a pestici-
das químicos (38;13), na análise de cadeias glicosiladas com-

plexas de glicoproteínas e glicolipídios e, na química orgâ-
nica, para a preparação de estruturas de oligossacarídeos
sintéticos (30). Podendo também ser usada como potente
larvicida no combate a mosquitos transmissores de doen-
ças, onde o extrato enzimático do fungo saprófita, M. verru-
caria, produtor de um complexo enzimático que degrada
cutícula de insetos, mostrou-se eficaz contra larvas do mos-
quito A. aegypti no primeiro e quarto estágio larval, matan-
do estas em 48 hs (20), neste caso, o mecanismo de ação
desta enzima é primariamente exercido na membrana peritró-
pica do intestino médio larval, que é composta por uma rede
de quitina envolvida em uma matriz rica em proteoglicanos
(31).

Resultados e discussão:

Análises iniciais das eletroforeses não deixam dúvi-
das quanto à atividade catalítica mostrada pelos extratos
enzimáticos extraídos do molusco, frente aos glicosamino-
glicanos naturais (Figuras 2).  Os precipitados F

1 
e F

2 , 
adqui-

ridos  por concentrações crescentes de sulfato de amônia,
após serem testados, mostraram uma forte atividade apre-
sentada por ambas as frações, provavelmente devido à pre-
sença de um grupo de glicosidases que incluem exo e endo-
glicosidases e também sulfatases.

Figura 2 -  Ação dos extratos enzimáticos (F1 e F2) do molusco
Anadara notabilis sobre os glicosaminoglicanos sulfatados. Cer-
ca de 10µg  de uma mistura de Condroitim 4 – e  6-sulfatos,
Dermatam sulfato e Heparam sulfato ( C = Controle de HS, DS e
CS) foram incubados com concentrações crescentes (2; 4; 8; 12
e 16µg/100µl de Proteína) das Frações F1 F2 em tampão acetato
de sódio 0,1M pH 5,0, por 16hr a 37oC em um volume final de
100µl. Alíquotas de 5µl foram aplicadas em eletroforese em gel
de agarose, tampão PDA.

A fração F
2, 

por ter sido comprovadamente a mais
ativa, mostrada pela perda da atividade metacromática e/ou
desaparecimento dos glicosaminoglicanos em baixas con-
centrações, após a coloração com azul de toluidina,

 
foi a

fração escolhida para os experimentos seguintes que bus-
cam o isolamento e a caracterização de enzimas envolvidas
neste processo.

A fração F
2  

foi cromatografada em coluna de gel-
filtração Bio Gel A 1,5m, as alíquotas colhidas foram  anali-
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sadas com relação a vários p-nitrofenil derivados, para ava-
liação de suas atividades enzimáticas (ß-N-Acetilglicosami-
nidase,  Sulfatase e a- Galactosaminidase), onde nota-se
uma separação da atividade ß-N-hexosaminidásica (ß-
NAHex) das demais glicosidases envolvidas na degrada-
ção dos glicosaminoglicanos sulfatados (Figura 3).  Nota-
se a presença da atividade  ß-N-hexocosaminidásica (ß-
NAHex) eluída logo nas primeiras frações coletadas (9 à 12)
mostrando que a enzima tem uma elevada massa molecular,
essas frações foram agrupadas e  denominadas de “Fração
3”(F

3
). A atividade coincide com o início do primeiro pico

protéico, sugerindo um resultado satisfatório quanto ao grau
de purificação.

Figura 3 -  Perfil de eluição de proteínas e de três
atividades enzimáticas existentes na fração

A fração 3 (frações 9 a 12), quando submetida à ele-
troforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS, mos-
trou  uma única banda protéica cujo peso molecular foi de
105 kDa, Figura 4. O grau de pureza da atividade enzimática
existente na Fração 3, foi de 483 vezes e quando o submete-
mos à cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) au-
mentou para 579 vezes, que foi ratificado pela presença de
um único pico eluído em 28% de acetonitrila, Figura 5.

Figura 4 - Eletroforese em Gel de poliacrilamida das Frações F1
, F2 e F1  na presença de SDSA eletroforese processou-se sob
corrente constante de 30 mA por aproximadamente 2 horas. As
proteínas utilizadas como padrão foram proteínas recombinantes
que apresentavam as seguintes massas moleculares: M = 160
kDa, M = 50 kDa, M= 30 kDa, M= 25kDa, M= 15 kDa (Armarsham
Pharmacia)

Figura 5 - Cromatografia líquida de alta  eficiência em
fase reversa da Fração 3- Uma amostra de 250 µl da
fração F3 foi aplicada  o material eluído com um
gradiente  linear de acetonitrila (0-100%), em tfa aquoso
0,1 m. a velocidade do fluxo foi de 7 ml / min. as linhas
sólidas indicam a absorção em 216 nm e a linha
tracejada mostra o percentual de 28% de acetonitrila
no momento de saída (25 min) do pico protéico

Conclusões

A alta atividade do extrato enzimático mostrado com
a degradação do heparam e condroitim sulfato, muito embo-
ra não tenha havido ação enzimática sobre a heparina (da-
dos não mostrados), sugere a existência de um  mecanismo
de degradação para esses glicosaminoglicanos em Anada-
ra  notabilis. Nota-se a presença da atividade de ß-N-hexo-
saminidase (ß-NAHex) quando F

2
 foi eluída em Bio Gel A 1,5

M, e quando submetida à eletroforese em SDS-PAGE, mos-
trou a presença de uma única banda protéica e de um único
pico protéico, quando a amostra foi aplicada em Cromato-
grafia Líquida de Alta Eficiência, sugerindo um excelente
resultado quanto ao grau de purificação  (579 vezes).

Os resultados encontrados indicam uma grande pers-
pectiva na utilização desta enzima (ß-NAHex) extraída do
molusco Anadara notabilis em variados modos de aplica-
ção. Por exemplo, no estudo das estruturas químicas e fun-
ções de alguns glicosaminoglicanos originados de muitos
sistemas biológicos; na agricultura; em pesquisas para o
desenvolvimento de pesticidas naturais; na biomedicina no
combate a mosquitos, vetores de diversas patologias ou,
até mesmo, como um fungicida natural de largo espectro.
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