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INTRODUCAO

O estudo da degradagao de glicosaminoglicanos em
nosso laboratério ( Nader, H. B.; Sousa F° et Al, 1993) é
investigado em moluscos ( Anomalocardia brasiliana, Tage-
lus gibbus, Pomacea sp), nao havendo relato sobre a degra-
dagao destes no Chaceon fenneri. O tecido muscular do
crustdceo foi homogeneizado a 4°C com tampado acetato de
sédio, posteriormente centrifugado a 40.000g e o sobrena-
dante submetido a um fracionamento por diferentes con-
centragoes de sulfato de amonio. As atividades enziméticas
foram medidas nas fragées correspondentes a 0-50% (F,) e
50-80% (F,) de saturagao. A comprovagao da agao enzima-
tica foi feita apés eletroforese em gel de agarose pelo desapa-
recimento dos glicosaminoglicanos e formagao de produtos
de baixo peso molecular detectados na cromatografia. Os
resultados mostraram a presenca de a- e b-endoglicosidases
visualizadas pela degradagao do heparam e condroitim sul-
fatos respectivamente, sugerindo um mecanismo de degra-
dagao de GAG em Chaceon fennerisemelhante aquele des-
crito para mamiferos.
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Figura 01 - Chaceon fenneri

Clicosaminoglicanos sulfatados (CAGS) sdao compos-
tos quimicos de origem animal formados por unidades dissa-
caridicas alternadas constituidas por uma hexosamina e por
um aglcar ndo nitrogenado unidas entre si, através de liga-
gOes covalentes glicosidicas JACKSON et al,, 1991 e MELO,
et al., 2000). Em funcao do tipo de hexosamina encontrada,
pode-se distinguir os diversos GAGS, como: condroitim 4- e
6-sulfatos e dermatam sulfato que contém galactosamina.
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Heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e dcido hialuré-
nico cuja variagao reside na estrutura da hexosamina que
pode ser: N-acetilada, N-sulfatada, N-acetilada-6-sulfatada e
N,6-dissulfatada (DIETRICH et a/, 1998). Podemos ainda di-
ferencid-los pela presenca, quantidade e posigao dos grupa-
mentos sulfatos (NADER et al, 1999).

Na degradagao dos glicosaminoglicanos sulfatados
existem glicosidases que atuam, de maneiras diferentes. Algu-
mas agem sobre o polissacarideo, transformando-o em oligos,
sao chamadas de exoglicosidases e outro grupo, que atua
sobre os oligos, a partir da extremidade nao redutora, de
maneira seqiencial e de acordo com a sua especificidade
(Hers and Van Hoof, 1973; Hopwood, 1989).

Sdo poucas as referéncias na literatura sobre glicosi-
dases em invertebrados e as que existem, mostram a atividade
dessas enzimas sobre substratos sintéticos (Ceccarini et al.,
1983;Sousa F°, 1985; Nakagawa et al., 1987). Dados obtidos
pelo nosso grupo mostram que no extrato do Chaceon fen-
nert, obtido por saturagao de 50 — 80% com sulfato de amo-
nio, as enzimas a- e b- endoglicosidases estao presentes devi-
do a degradagao do condroitim sulfato e heparam sulfato
respectivamente, sugerindo que o mecanismo de degradacio
desses Glicosaminoglicanos é semelhante aquele descrito para
mamiferos (Kresse & Glossl, 1987; Dietrich, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de glicosaminoglicanos no crusticeo Cha-
ceon fenneri, a principio, foi investigada nas fragoes F.ef,
adquiridas por fracionamento do extrato bruto com concen-
tracdes crescentes de sulfato de amonio. A agao enzimética
de F, sobre o condroitim 4-sulfato foi evidenciada por eletro-
forese em gel agarose pela perda da atividade metacromitica
como podemos visualizar na Figura 02. £ crescente, a medida
em que aumentou-se a sua concentragao, ocorrendo uma
parcial degradacao, quando comparamos com o controle.

Figura 02 - Acdo do extrato enzimdtico (F,) do
crustdceo Chaceon fennerisobre o condroitim sulfato.
As fendas 1, 2, 3 e 4 correspondem a incubacgoes
feitas a 37°C durante 18h com 10, 20, 40 e 80 mg
do extrato F,. C - Controle; CS - condroitim 4-sulfato.
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Na Figura 3, podemos notar um aumento na degrada-
cao do heparam sulfato proporcional ao aumento na con-
centragao de F,. Houve um desaparecimento do heparam
sulfato, quando comparado com o controle. Podemos obser-
var que para uma concentragao de 80mg houve uma degra-
dagao total deste composto.
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Figura 03 - Acdo do extrato enzimadtico (F,) de
Chaceon fennerisobre o heparam sulfato.
As fendas 1, 2, 3 e 4 correspondem a incubagoes
feitas a 37°C durante 18h com 10, 20, 40 e 80mg
do extrato F,. C - Controle; HS - heparam sulfato
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A Figura 04 mostra que a degradagao do condroitim
4-sulfato e §0 heparam sulfato é crescente, de acordo com o
aumento da concentracao das enzimas no meio de incuba-
gao. Com aproximadamente 80mg de F, ocorreu uma degra-
dagao de aproximadamente 70% para o condroitim 4-5u|Fat0
e aproximadamente 100% para heparam sulfato, Figuras 02 e
03, respectivamente. Os resultados foram obtidos através dos
perfis densitométricos a uma DO = 525nm.

Figura 04 - Degradagao do condroitim sulfato e
heparam sulfato pelo aumento da concentracao
do extrato enzimatico F,do Chaceon fenneri
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O experimento foi realizado nas mesmas condigoes
descritas nas Figuras 01 e 12, variando-se a concentracao da
fragdo F, (50 - 80%), como indicado, e o tempo de incuba-
t;é(lj foi de 18 horas. (5) CondroitimSulfato e (5) Heparam
Sulfato.

CONCLUSOES

Numa andlise global das eletroforeses, é possivel des-
tacar uma alta susceptibilidade do extrato enzimatico do Cha-
ceon fennerisobre o Heparam sulfato. Baseado na especifici-
dade da agao enzimdtica, bem como nas andlises quimicas
dos produtos formados destes substratos em passos cromato-

raficos e migragao eletroforética obtidos do condroitim sul-
ato e heparam sulfato de origem animal, podemos concluir
que o crusticeo Chaceon fenneripossui as atividades de a- e
b- endoglicosidases, que ficaram evidenciadas no extrato F,
quando usamos como substratos o condroitim sulfato (Figura
02) e o heparam sulfato (Figura 03), respectivamente, visuali-
zadas pelo desaparecimento desses glicosaminoglicanos em
eletroforese de gel de agarose. Ou seja, a agao das enzimas
sobre os compostos foi observada pelo desaparecimento das
bandas metacromdticas no gel de agarose em tampao PDA.

Esta maior susceptibilidade do extrato F, foi ratificada
graficamente (Figura 04) que essa degradagao é proporcional
a concentragao do extrato F,, e que aproximadamente 80mg
ocorre uma degradagao de praticamente 100% para os dois
substratos; onde podemos concluir que a acao cﬁ; extrato F,
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(50 - 80% de saturagao com sulfato de amonio) difere da
acao determinada por Sousa, et al., 1990, para outro inverte-
brado (Anomalocardia brasiliana), que para o Heparam sul-
fato € no méximo 70%, mas é muito semelhante quando
comparados com alguns vertebrados; estes estudos enziméti-
cos sobre a degradacao desses polissacarideos complexos
podera nos fornecer subsidios para um melhor entendi-
mento da estrutura de compostos isolados desses invertebra-
dos semelhantes a heparina e seus derivados, que atualmente
comercializados sao de origem bovina ou porcina.
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