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RESUMO

MORETI, R. Isolamento e caracterizagao de a-fucosidases digestivas em
Arachnida. 2010. 99 f. Dissertagao (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Os artropodes (insetos, aracnideos e crustaceos) constituem as formas mais
abundantes de vida animal no planeta, com aproximadamente um milhdo de
espécies. O sistema digestivo dos Arthropoda € uma das mais importantes
superficies de contato com o ambiente e muitas das adaptagcdes que
possibilitaram a ocupacado dos mais diversos nichos ocorreram neste sistema,
sendo um 6timo alvo para os estudos comparativo-evolutivos. A caracterizagao
da digestdo em alguns Arthropoda indica que os diversos grupos apresentam
particularidades tanto quanto ao aspecto morfolégico quanto molecular da
digestdo. O conhecimento a respeito da digestdo em Arthropoda € amplo,
principalmente para as classes Insecta e Crustacea. No entanto, para os
aracnideos faltam muitas informacdes a respeito do sistema digestivo e pouco
se conhece a respeito dos aspectos moleculares da digestdo em Arachnida, o
que impossibilita estudos comparativos e evolutivos entre todos os grupos de
Arthropoda. Identificamos neste trabalho as principais carboidrases digestivas
em trés Arachnida modelo Tityus serrulatus, Amblyomma cajennense e
Nephilengys  cruentata:  o-amilase, quitinase, trealase, N-acetil-p-
glucosaminidase e a-fucosidases. Estas carboidrases apresentam pHs 6timos
acidos, massas moleculares entre 39 kDa e 110 kDa e sao relativamente
termoestaveis. E a primeira vez que a atividade de a-fucosidase foi
quantificada em aracnideos. As o-fucosidases (EC 3.2.1.51) sdo glicosideo
hidrolases (GH familia 29) que catalisam a hidrdlise de ligagdes glicosidicas o-
1,2; a-1,3; a-1,4 e a-1,6 entre uma fucose ligada a outro carboidrato ou outro
tipo de molécula. Estas enzimas tém sido estudadas em diferentes organismos,
principalmente moluscos e bactérias, além das a-fucosidases humanas, devido
a possibilidade de sua utilizacdo em sintese enzimatica de carboidratos

complexos. Estas enzimas sdo fundamentais no processamento de



glicoproteinas e glicolipideos. Glicoproteinas que apresentam fucose séao
extremamente abundantes em insetos e seria esperada uma alta atividade de
o-fucosidase em aracnideos cuja dieta esteja baseada em insetos.
Observamos altas atividades de a-fucosidases em todas as espécies
estudadas, mesmo no hematéfago Amblyomma cajennense. As a-fucosidases
de Tityus serrulatus, Amblyomma cajennense e Nephilengys cruentata foram
isoladas e caracterizadas. Estas enzimas apresentam massas moleculares de
76; 68 e 66,8 kDa respectivamente determinadas por SDS-PAGE. As massas
moleculares determinadas por filtracdo em gel foram de 86,5; 110 e 88 kDa
indicando, pelo menos para a a-fucosidase de Amblyomma cajennense, que ha
oligomerizacdo em condigbes nativas. O pH 6timo destas enzimas € de
aproximadamente 5,0-5,5. O pl foi de 6,4 para a a-fucosidase de Tityus
serrulatus. As trés enzimas apresentaram valores de Ky de 58,5 uM, 45 uM e
18 uM utilizando 4-MU fucosideo como substrato. Analise de sequéncias de o-
fucosidase disponiveis no GenBank permitiram observar a conservacado de
residuos essenciais para ligagcado ao substrato e para a catalise, e indicam que
as a-fucosidases presentes em artrépodes, de uma maneira geral, pertencem a
familia 29, sugerindo que as enzimas aqui isoladas também devem pertencer a

esta familia.
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ABSTRACT

MORETI, R. Isolation and characterization of digestive a-fucosidases in
Arachnida. 2010. 99 p. [Masters thesis] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Arthropods (insects, arachnids and crustaceans) are the most abundant animal
life form on the planet, with approximately one million species. The digestive
system of Arthropoda is one of the most important areas of contact with the
environment and is probable that many selected adaptations, which allowed the
occupation of different niches, have occurred in this system. There is a lot of
knowledge about insects and crustaceans digestion. However, the study of
Arachnida digestive enzymes has been sporadic and remains a largely
unexplored area. In this work, we identified the most important digestive
carbohydrases in three Arachnida models: Tityus serrulatus, Amblyomma
cajennense and Nephilengys cruentata: o-amylase, chitinase, trehalase, N-
acetyl-B-glucosaminidase and a-fucosidases. These enzymes presented acidic
pH optimum, molecular masses of 39 to 110 kDa and are relatively
thermostable. It is the first time that a-fucosidases are quantified in Arachnida.
The a-fucosidases (EC 3.2.1.51) are glycoside hydrolases (GH family 29) that
catalyze the hydrolysis of glycosidic links a-1,2; a-1,3; a-1,4 e a-1,6 between a
fucose linked to other carbohydrate or another type of molecule. These
enzymes have been studied in different organisms, mainly molluscs and
bacteria, beyond human a-fucosidases, due to the possibility of their use in
enzymatic synthesis of complex carbohydrates. These enzymes are essential in
the processing of glycoprotein and glycolipids. Glycoproteins with fucose are
extremely abundant in insects. It would be expected a high activity of a-
fucosidase in Arachnids whose diet is based on insects. We showed that all
models tested presented high activities of digestive a-fucosidases even the
hematophagous Amblyomma cajennense. The digestive a-fucosidases from
Tityus serrulatus, Amblyomma cajennense and Nephilengys cruentata were

isolated and characterized. These enzymes have molecular masses of 76, 68,



and 66.8 kDa respectively determined by SDS-PAGE. Molecular masses
determined by gel filtration were 86.5; 110 and 88 kDa respectively and
indicated, at least to Amblyomma cajennense o-fucosidase, the existence of
oligomerization process under native conditions. The optimum pH of these
enzymes is 5.0-5.5. The pl obtained to Tityus serrulatus a-fucosidase is 6.4.
The three enzymes presented Ky values of 58.5 uM, 45 uM and 18 uM using 4-
MU fucoside as substrate. Sequence alignment of all Arthropoda a-fucosidases
in GenBank allowed the observation that amino acid residues involved in
substrate binding and catalysis are conserved to these enzymes and that
Arthropoda o-fucosidases belong to family 29 of the glycoside hydrolases
suggesting that the a-fucosidases characterized in this work are also from

family 29.

Key words: Digestive carbohydrases. o-fucosidase. Arachnida. Arthropods.

Digestion.



1 INTRODUGAO

1.1 O Filo Arthropoda

Os artrépodes (do grego arthros: articulado e podos: pés, patas,
apéndices) constituem o maior filo existente correspondendo a cerca de 70%
de todas as espécies descritas atualmente (GRIMALDI e ENGEL, 2005). A
grande capacidade adaptativa dos artrépodes possibilitou a este grupo
sobreviver em praticamente todos os ambientes.

A origem dos artropodes bem como a relagéo entre eles € controversa.
Inicialmente, achava-se que pertenciam a um mesmo filo derivado de vermes
segmentados semelhantes aos anelideos atuais (MOORE, 2006). Existem
algumas evidéncias que demonstram esta relagao: (1) artrépodes, assim como
anelideos, sdo organismos metaméricos (segmentados); (2) nas condigoes
primitivas cada segmento do corpo dos artropodes possui um par de apéndices
como visto em poliquetas; (3) o sistema nervoso tanto de artropodes como de
anelideos sao estruturados no mesmo plano, um cérebro anterior dorsal é
seguido por um corddo nervoso ventral contendo protuberancias ganglidnicas
em cada segmento; (4) o desenvolvimento embrionario de alguns artropodes
ainda mostra clivagem holoblastica determinada, com o mesoderma nestas
formas surgindo de um blastdmero (BARNES, 1987). Porém, recentemente, foi
demonstrado através de estudos genéticos que os artropodes estdo mais
proximos filogeneticamente aos onicéforos (Onychophora) conhecidos como
vermes aveludados e aos tardigrados (Tardigrada) conhecidos como ursos
d’agua (DUNN et al., 2008).

Os artrépodes viventes tém sido tradicionalmente divididos em dois
subfilos distintos através de analises morfoldgicas: o subfilo Chelicerata, cujas
principais caracteristicas sdo a presenca de queliceras e a auséncia de
antenas e tém como principais representantes aranhas, escorpides, acaros e
carrapatos; e o subfilo Mandibulata cujas principais caracteristicas sdo a
presenca de mandibulas ao invés de queliceras e a presenca de antenas.
Neste grupo estdo incluidos todos os insetos, crustaceos, quilépodes (lacraias)

e diplépodes (piolhos-de-cobra).
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1.1.1 Arachnida

Os aracnideos constituem a maior e mais importante classe dentro do
subfilo Chelicerata. Os organismos mais representativos desta classe sao
aranhas (Ordem Araneae), escorpides (Ordem Scorpiones), opilides (Ordem
Opiliones), acaros e carrapatos (Ordem Acari) (Figura 1).

Os aracnideos sdo um grupo antigo, podendo ser encontrados registros
fésseis de todas as ordens oriundas do periodo Carbonifero (350-300 ma) e
alguns registros fosseis de escorpides do periodo Siluriano (443-416 ma). Os
primeiros aracnideos foram aquaticos, contemporaneos dos euripterideos, do
qual se acredita que tenham evoluido. Os primeiros aracnideos terrestres
surgiram no periodo Devoniano (416-359 ma). Exceto por alguns grupos que
adotaram a condigdo aquatica (limulos, por exemplo), os aracnideos viventes
séo quelicerados terrestres (BARNES, 1987).

Apesar da sua diversidade, os aracnideos apresentam diversas
caracteristicas em comum. O prossoma nao-segmentado € geralmente coberto
dorsalmente por uma carapaga soélida. O abdémen primitivo é segmentado. Os
apéndices, comuns a todos os aracnideos, sao originados do prossoma e
consistem em um par de queliceras, um par de pedipalpos e quatro pares de
pernas (STORER e USINGER, 1991).

Araneae

—— Amblypygi

— —— Uropygi

Palpigradi

—— Acari

L Ricinulei

Opiliones

— Solifugae

\—— Pseudoscorpiones

Scorpiones
Figura 1 — Cladograma demonstrando as relagbes filogenéticas entre as diversas ordens de

Arachnida.
Fonte: Shultz (1990).
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1.1.2 A digestdo em Arthropoda

Os artropodes sdo o grupo animal de maior diversidade, ocupando os
mais diversos nichos. A ocupacg¢ao de nichos tdo diversificados certamente
ocorreu pela selecdo de adaptagdes do sistema digestivo ao longo do processo
evolutivo em Arthropoda. O intestino dos artropodes, de uma maneira geral,
apresenta duas porgdes derivadas da ectoderme, as quais sdo revestidas por
quitina e constituem o intestino anterior e o intestino posterior. O intestino
anterior esta relacionado com a ingestdo, trituragdo e armazenamento de
alimento. Suas porcdes sdo modificadas para estas fungdes dependendo do
tipo de dieta e do modo de alimentagado. O intestino posterior esta associado
com a absor¢do de agua e a formagao de fezes (BARNES, 1987). A porgao
contida entre estas é de origem endodérmica e constitui o intestino médio,
estando este ultimo envolvido no processo digestivo propriamente dito por ser
sitio de produgao de enzimas, digestdo e absorgao (Figura 2).

O sistema digestivo em Arachnida apresenta suas peculiaridades. A
maior parte da digestdo em Arachnida ocorre extracorporeamente, o que torna
possivel o consumo de uma presa maior do que o predador. A digestao
extracorpérea ou pré-oral (EOD) pode ser dividida em dois tipos: tipo |, na qual
a liguefagao quimica ocorre completamente dentro do corpo da presa, tornando
0 exoesqueleto da presa praticamente uma extensao do intestino do predador
como ocorre em aranhas e; do tipo Il, na qual a trituracéo da presa e a digestao
quimica dos componentes ricos nutricionalmente ocorrem na cavidade oral
como visto em escorpides (COHEN, 1995). Desta forma, o intestino anterior
dos aracnideos apresenta, em geral, adapta¢des para a sucgado do produto da
digestao extraoral como é o caso do estdbmago sugador em aranhas (FOELIX,
1996). Além disso, ha uma grande diverticulagdo do intestino médio destes
animais. Estas diverticulagbes podem aumentar a eficiéncia do processo
digestivo e da absorgdo de nutrientes, bem como, ampliar a capacidade de
estocagem de reserva, adaptagdes necessarias para predadores que nao
apresentam eventos de alimentacdo frequente e que podem permanecer
longos periodos em jejum. Ha ainda controvérsias na literatura quanto a
natureza destes diverticulos em Arachnida, sendo estes cecos do intestino

meédio ou glandulas associadas ao processo digestivo. Estas diverticulagdes
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tém sido tratadas na literatura como hepatopancreas (POLIS, 1990) e esta

nomenclatura sera também mantida neste trabalho.
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Figura 2 - Representagdo esquematica da organizagdo do sistema digestivo em (A)
escorpido, (B) carrapato, (C) aranha, (D) inseto.
Fonte: Polis, 1990; Edwards et al., 2009; Comstock, 1912; Chapman, 1998.

Poucos trabalhos na literatura descrevem as enzimas envolvidas no
processo digestivo em Arachnida sejam para a digestdo de proteinas, lipideos
ou carboidratos. Este trabalho tera como foco o estudo das carboidrases
digestivas neste grupo. Os aspectos moleculares da digestdo estdo bem
descritos para Crustacea (XIE et al.,, 2007; ZIMER e BRUNE, 2005; HU e
LEUNG, 2007; SCHWAZENBERGER et al., 2010) e para Insecta (TERRA e
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FERREIRA, 2005). No entanto, os aspectos moleculares da digestdo em
Arachnida s&o ainda pouco conhecidos.

Neste trabalho, os aspectos moleculares da digestdo de carboidratos
foram focados utilizando-se trés modelos animais: o escorpidao (Tityus
serrulatus), a aranha (Nephilengys cruentata) e o carrapato (Amblyomma
cajennense) (Figura 3). O escorpido-amarelo Tityus serrulatus (Buthidae) foi
selecionado pelo fato dos escorpides serem um grupo basal dentre os
quelicerados viventes. Mesmo com a passagem para o ambiente terrestre, os
escorpides mantiveram a maior parte de suas caracteristicas ao longo da
evolugao (POLIS, 1990). Portanto, este grupo é fundamental para a pesquisa
comparativo-evolutiva das carboidrases entre diferentes grupos de Arthropoda.
Outro fato relevante é que esta espécie é responsavel pela maior parte dos
acidentes causados por envenenamento no Estado de Sdo Paulo, sendo de
grande importancia para a saude publica (VON EICKSTEDT, 1996).

Figura 3 — Modelos de Arachnida utilizados neste trabalho. O escorpido (A) Tityus
serrulatus, o carrapato (B) Amblyomma cajennense e a aranha (C)
Nephilengys cruentata.

Fonte: Instituto Butantan ([2010]); Amici (2010), Kuntner (2007).

A aranha Nephilengys cruentata (Araneae: Nephilidae) (KUNTNER,
2007) foi escolhida para este trabalho devido a sua disponibilidade, facilidade

de obtencdo de material para estudo e tamanho. O terceiro modelo escolhido
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foi o carrapato-estrela Amblyomma cajennense (Ixodidae). Um modelo Acari é
interessante para uma analise comparativa por sua dieta hematéfaga,
diferenciando dos outros modelos selecionados e sendo importante para
comparar a relagao entre o tipo de dieta e/ou filogenia com as atividades das a-
fucosidases e também de outras glicosidases. Além disso, Amblyomma
cajennense €, no Brasil, o principal vetor da febre maculosa causada por
Rickettsia rickettsii (SUCEN — Superintendéncia de Controle de Endemias —
SP, 2010).

1.1.3 Enzimas envolvidas no processamento de carboidratos e a digestédo de
carboidratos em Arachnida

A variedade e complexidade de estruturas que os oligossacarideos e
polissacarideos podem adotar tornam este grupo de moléculas essenciais e
estas sdo empregadas pelos organismos vivos para uma grande quantidade e
variedade de fungdes bioldgicas, como reserva energética, fungéo estrutural e
eventos de sinalizagdo (GEISLER-LEE, 2006). Naturalmente, uma grande
variedade de enzimas esta relacionada ao processamento desta diversidade de
sacarideos e podem ser subdivididas em quatro subgrupos: carboidrato
esterases (CE), polissacarideo liases (PL), glicosil transferases (GT) e
glicosideo hidrolases (GH) (Carbohydrate Active enZymes database — CAZy,
2010; CANTAREL et al., 2008). As enzimas atuantes na digestdo de
carboidratos obtidos da dieta sdo glicosideo hidrolases. A classificagdo das
glicosideo hidrolases em familias com base na sequéncia de aminoacidos e
estrutura terciaria foi proposta ha alguns anos, sendo que a versao corrente
contém 115 familias (HENRISSAT, 1991; CANTAREL et al., 2008).

Algumas carboidrases digestivas ja foram identificadas em Arachnida.
Em aranhas, algumas enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos foram
quantificadas sendo estas: o-amilase, quitinase, pB-glucosaminidase, «-
glicosidase, B-glicosidase, trealase e p-glucoronidase (MOMMSEN, 1978;
MOMMSEN, 1978b; MOMMSEN, 1980). Estas enzimas apresentam um pH
6timo acido (faixa entre 4,5 a 6,75), de acordo com os pHs dos sucos

digestivos das espécies de aranha estudadas. As atividades de a-amilase (EC
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3.2.1.1) nas aranhas Tegenaria atrica e Cupiennius salei foram separadas por
eletroforese em condi¢cdes nativas indicando a presenca de trés isoformas de
o-amilase presentes no suco digestivo das duas aranhas. A a-amilase
majoritaria de Tegenaria atrica apresenta massa molecular de 58 kDa,
enquanto que a a-amilase majoritaria de Cupiennius salei tem massa de 63
kDa. Estas enzimas tém pH 6timo de 7,4, ativac&do por cloreto e dependéncia
de Ca™ (MOMMSEN, 1978b) e hidrolisam com eficiéncias semelhantes os
substratos amido e glicogénio. Atividade de a-amilase também foi demonstrada
no acaro Pergamasus longicornis (BOWMAN, 1987) e nos escorpides
Heterometrus scaber (VIJAYALEKSHMI e KURUP, 1969) e Scorpio maurus
(LOUATI et al.,, 2010) sendo que neste ultimo a a-amilase foi purificada e
caracterizada.

Duas atividades de quitinase foram purificadas do suco digestivo de
Cupiennius salei (MOMMSEN, 1980) sendo que uma tem atividade quitinolitica
tipica e apresenta peso molecular de 48 kDa e pH 6timo de 7,2, e a outra foi
classificada como uma p-N-acetilhexosaminidase com pH 6timo de 5,4 e peso
molecular de 108 kDa. Em carrapatos, algumas enzimas envolvidas na
digestdo de carboidratos também ja foram identificadas. Em Rhipicephalus
(Boophilus) microplus foi quantificada a atividade de B-N-acetilhexosaminidase
(DEL PINO et al., 1999). Uma lisozima do intestino de Ornithodoros moubata
foi clonada e sequenciada (GRUNCLOVA et al., 2003), tendo provavel papel no
controle do desenvolvimento de bactérias no alimento ingerido. Altos niveis de
expressdo de quitinase foram demonstrados no intestino médio de
Hemaphisalys longicornis (YOU et al., 2003). Foi verificada qualitativamente
atividade de a-fucosidase no acaro Pergamasus longicornis (BOWMAN, 1987).
A caracterizagdo das carboidrases digestivas em Arachnida, como sera visto
pelos resultados apresentados nesta dissertagao, possibilitou a identificagao de
uma série de carboidrases digestivas nos animais modelos e também de o-

fucosidases nos trés modelos.
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1.1.4 Fucosidases

L-fucose é um dos monossacarideos mais comuns na extremidade n&o
redutora de muitas glicanas, de mamiferos, insetos e parede celular de plantas,
e sao ligados preferencialmente a galactose e a N-acetilglicosamina. Um dos
exemplos mais conhecidos de moléculas que contém modificacbes pos-
traducionais contendo fucose € o sistema de antigenos sanguineos ABO
(ROOS et al., 2002).

As a-fucosidases (GH familias 29 e 95) catalisam a remocao de L-
fucose da extremidade nao redutora ligada via ligagbées a-1,2; a-1,3; a-1,4 ou

o-1,6 a oligossacarideos e seus conjugados (Figura 4).

Oligosaccharide Structure
t-L-Fuc-0-Me | Fucol=>Me
2'FL Fucol = 2Galfl =4Gic
3FL Fucol 2 3Gic
4
(N
Galal
LNFP1 Fucal=>2Galfi1 = 3GlcNacpl =
3Galf1=4Gle
LNFP 11 Fucol > 4GlcNacf1 >3Gali1 2> 4Gle
3
T
Gallpl

Figura 4 — Oligossacarideos fucosilados hidrolisados por a-fucosidase. 2’FL - 2’-fucosil
lactose; 3'FL - 3’-fucosil lactose; Fuc - fucose; Gal - galactose; Glc - glicose;
GlcNac - N-acetil-glicosamina; LNFPI - lacto-N-fucopentaose I; LNFPII - lacto-
N-fucopentaose II; Me — Metil.
Fonte: Berteau et al. (2004).

A distingdo entre as duas familias de a-fucosidases se da pelo
mecanismo catalitico. As a-fucosidases da familia 29 das glicosideo-hidrolases
(CAZy, 2010) apresentam um residuo de aspartato atuando como nucledfilo e
um glutamato atuando como catalisador acido/base (SULZENBACHER et al.,
2004; LIU et al., 2009) apresentando um mecanismo retentor da configuragao

anomérica do substrato no produto formado. As a-fucosidases da familia 95
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sdo inversoras (também chamadas 1,2-a-L-fucosidases — EC 3.2.1.63)
alterando a configuragdo anomérica do produto em relagdo ao substrato e
apresentam, em seu sitio ativo, uma asparagina ativada por aspartato e um
glutamato atuando em catdlise acido/base (KATAYAMA et al., 2004).

As principais a-fucosidases estudadas sao a a-fucosidase humana, a a-
fucosidase bacteriana e a a-fucosidase digestiva presente em moluscos, todas
da familia 29. Representantes da familia 95 s6 foram identificadas em bactérias
e foram bem descritas para Bifidobacterium bifidum (KATAYAMA et al., 2004).

Os primeiros estudos de a-fucosidase foram realizados com as enzimas
de mamiferos e, particularmente, estudos sobre a a-fucosidase lisossémica
humana. A auséncia desta enzima em humanos esta associada a fucosidose,
uma doengca autossbmica recessiva que ocasiona 0 acumulo de
fucoglicoconjugados nos lisossomos das células de diferentes tecidos
ocasionando diversos fendtipos severos como deterioragdo neuroldgica,
retardo de crescimento, podendo até ser fatal (WILLEMS et al., 1988;
SULZENBACHER et al., 2004).

Atividades alteradas de a-fucosidase em humanos também estdo
relacionadas a uma série de condi¢bes patoléogicas como inflamagéo
(ANGSTWURN et al., 1995), cancer (GIARDINA et al., 1998) e fibrose cistica
(SCANLIN e GLICK, 1999).

Levvy e McAllan (1961) descreveram o-fucosidase de diversos tecidos
de mamiferos como rato, porco e boi. A maior atividade enzimatica de a-
fucosidase em mamiferos foi verificada em epididimo de rato adulto sendo que
esta enzima apresenta um pH 6timo de 6,1, estabilidade ao pH entre 4,5 e 6,0
e um valor de Ky = 0,21 mM, usando PNP fucosideo como substrato. Esta
atividade elevada em epididimo pode estar relacionada a alguma fungédo na
inseminagao.

Alhadeff et al. (1975) caracterizaram as propriedades da a-fucosidase
hepatica humana envolvida no metabolismo de moléculas contendo L-fucose.
Sua purificacdo envolveu cromatografias por afinidade, utilizando amino-
caproil-fucosamina como ligante, com um enriquecimento final de 6300 vezes.
A massa molecular foi determinada através de SDS-PAGE e filtragcdo em gel

sendo obtidos valores de massa molecular de 50 kDa e 175 kDa,
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respectivamente, indicando possivel oligomerizagcdo em condi¢des fisioldgicas.
O ponto isoelétrico obteve seis picos distintos sugerindo diferentes formas
isoelétricas presentes de a-fucosidase na amostra purificada. O pH 6timo foi de
4,6. Esta o-fucosidase apresentou um Ky = 0,22 mM e Vuyax = 14 pmol
/mg/min, utilizando 4-MU fucosideo como substrato, e Ky = 0,43 mM e Vyax =
19,6 umol/mg/min utilizando PNP fucosideo como substrato. Foi descrito
também que L-fucose é inibidor competitivo de a-fucosidase. Além disso, a
fucosidase hepatica humana purificada demonstrou ser altamente termolabil.
Além dos estudos das a-fucosidases de mamiferos, foram estudadas as o-
fucosidases bacterianas e as a-fucosidases de moluscos.

O uso de polissacarideos tem se tornado cada vez mais diversificado.
Algas marrons apresentam grandes quantidades de fucanas sulfatadas
também denominadas de fucoidan como componentes de suas paredes
celulares (MICHEL et al., 2010). O fucoidan e derivados de sua hidrolise
apresentam uma série de usos farmacoldgicos inclusive como antitumoral e
antiviral (PONCE et al., 2003) e enzimas envolvidas no seu processamento ou
sintese sdao de grande interesse (BERTEAU et al., 2002; BERTEAU e
MULLOQY, 2003). Foi demonstrada a presenga de a-fucosidases digestivas em
varias espécies de moluscos e estes animais tém como principal item de sua
dieta para obtencdo de nutrientes as algas marrons. Foi verificado que as
enzimas digestivas dos moluscos tém alta eficiéncia de processamento das
fucanas sulfatadas.

Reglero e Cabezas (1976) purificaram e caracterizaram a a-fucosidase
de hepatopancreas do molusco bivalve Chamelea gallina (Mollusca: Bivalvia).
O isolamento da enzima foi obtido a partir de precipitacao em sulfato de aménio
(45-55%), precipitagcdo acida (pH 4,0), tratamento térmico a 60 °C e
cromatografia por filtragdo em gel, respectivamente, com um enriquecimento de
270 vezes. O pH 6timo da enzima purificada foi de 5,2 e a estabilidade ao pH
entre 4,0 e 6,0. A a-fucosidase permaneceu ativa até 65 °C. A focalizacao
isoelétrica apresentou dois picos distintos em 6,3 e 6,6. O valor de Ky, foi de 0,7
uM e a Vyax = 3,5 umol/mg/min utilizando PNP fucosideo como substrato.
Endo e colaboradores (1993) isolaram a oa-fucosidase do caramujo Pomacea

canaliculata buscando elucidar as fungbes biolégicas de oligossacarideos

28



fucosilados. Esta enzima apresenta massa molecular determinada por SDS-
PAGE de 60 kDa e por filtragdo em gel 260 kDa, indicando que a enzima é
composta de um tetramero com subunidades idénticas. O pH 6timo apresentou
dois picos em 2,5 e 5,0. Os valores de Ky e Vuax foram de 0,45 mM e 1,46
umol/mg/min respectivamente, utilizando PNP fucosideo como substrato, e
1,18 mM e 28,8 nmol/mg/min utilizando 2-fucosil lactitol como substrato.

Berteau et al. (2002) procuraram compreender as propriedades
biolégicas e a estrutura molecular do fucoidan. Para isso, foi caracterizada a a-
fucosidase das glandulas digestivas do molusco bivalve Pecten maximus que é
rica fonte de glicosidases e catalisa a hidrélise do fucoidan da alga marrom
Ascophillum nodosum. A purificagdo da o-fucosidase foi realizada através de
precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca catibnica e
cromatografias por afinidade (com zinco imobilizado e DMJ como ligantes),
respectivamente. A massa molecular foi determinada por SDS-PAGE em 50
kDa e por filtragdo em gel em 200 kDa, também indicando que a enzima nativa
€ um tetramero composto por subunidades idénticas de 50 kDa. O pl foi
encontrado por focalizacao isoelétrica em 6,3. O pH 6timo foi de 4,0 e mais de
50% da atividade de a-fucosidase foi mantida em pH 3,0-5,5. O Ky encontrado
foi de 650 uM utilizando PNP fucosideo como substrato. Os autores do trabalho
puderam concluir que a presenga de uma sulfatase atuando junto com a a-
fucosidase aumenta as taxas de hidrélise do fucoidan.

Quanto as a-fucosidases bacterianas, o principal modelo estudado € a
o-fucosidase da bactéria termdfila Thermotoga maritima. Esta enzima € o unico
modelo cristalizado da familia 29 (Figura 5). Esta enzima é uma proteina de
dois dominios sendo que o dominio N-terminal tem uma estrutura em a / 3
barril e o dominio C-terminal &, basicamente, constituido de folhas . Uma
depressao na regido C-terminal das folhas 3 do dominio a / B barril contém o
sitio ativo. Na forma cristalina a a-fucosidase de Thermotoga maritima forma
um hexamero e evidéncias experimentais indicam que esta seja a forma nativa.
A forma monomérica desta a-fucosidase apresenta 52 kDa. A co-cristalizagéo
desta a-fucosidase com L-fucose permitiu identificar o sitio ativo da enzima

bem como o sitio de ligagdo a fucose. O sitio de ligacdo a fucose comporta
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apenas uma fucose, o que é condizente com a atividade exoglicosidica
desempenhada por esta enzima.

Pelos estudos de co-cristalizagdo também foi possivel observar que
cada grupo funcional do agucar apresenta pelo menos uma interagdo com as
cadeias laterais de uma série de residuos da enzima (Figura 5B). A hidroxila
do carbono 2 interage com a His129 e o Trp67. Os residuos de His128 e His34
estabilizam a hidroxila 4 axial enquanto a hidroxila 1 forma uma ponte de
hidrogénio com o Asp224. O grupo metil do carbono exociclico 6 € mantido em
um bolso hidrofdbico formado pelas cadeias laterais dos residuos conservados
Phe32, Tyr171, Trp222 e Phe290.
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Figura 5 — (A) Estrutura da a-fucosidase de Thermotoga maritima mostrando os
dominios N-terminal e o C-terminal, tal como os residuos envolvidos
em catalise. (B) Bolso catalitico da o-fucosidase de Thermotoga
maritima.

Fonte: Sulzenbacher et al. (2004).

Diferentemente do que é verificado para o sitio de ligagao da fucose, o
sitio de ligacdo ao aglicone é constituido de uma vasta cavidade a qual,
aparentemente, ndo ocasiona nenhum tipo de restricao estérica a ligacao desta
porcao do substrato, o que também esta de acordo com a fungao biolégica das
o-fucosidases.

Trés carboxilas estdo presentes no sitio ativo Glu66, Asp224 e Glu266
sendo que o residuo de Asp224 foi identificado por modificacdo quimica, por
mutacao sitio dirigida (TARLING et al., 2003) e no cristal (SULZENBACHER et
al., 2004) como um dos residuos envolvidos em catalise nestas enzimas.
Estudos de mutagéo sitio dirigida demonstraram que o residuo Glu66 esta
relacionado a ligagdo ao substrato enquanto o residuo Glu266 esta,
aparentemente, envolvido em catalise.

Alinhamentos das sequéncias de a-fucosidase permitiram verificar que a
o-fucosidase de Thermotoga maritima apresenta uma identidade de
sequéncias de 38% com a o-fucosidase humana, o que permitiu, por
modelagem molecular, verificar que os dominios cataliticos das duas enzimas
sdo bastante semelhantes (SULZENBACHER et al., 2004). No entanto,
alinhamentos multiplos demonstram que o residuo de Glu266 nao ¢é
conservado.

Recentemente Liu et al. (2009) também se utilizaram de estudos de
modelagem da a-fucosidase hepatica humana e da o-fucosidase de
Thermotoga maritima e identificaram nove residuos candidatos a serem os
residuos cataliticos. Estes residuos foram substituidos por mutagdo sitio
dirigida na o-fucosidase humana expressa em Escherichia coli. Os autores
verificaram que o residuo de Asp225 (correspondente ao residuo 224 de
Thermotoga maritima) é realmente o nucledfilo. No entanto, dentre todos os
mutantes testados o Unico que resultou em alteracdo da eficiéncia catalitica foi
o mutante na posi¢cao 289 (Glu289) e os autores demonstraram que este

residuo é responsavel pela catalise acido / base nesta enzima.
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Estudos cinéticos de oa-fucosidases de diferentes organismos tém
indicado que estas enzimas apresentam especificidade em relacdo ao
substrato diretamente relacionado a espécie biolégica as quais pertencem,
sendo desta forma espécie-especificas, o que torna fundamental o estudo de
novos modelos para a possivel aplicagdo destas enzimas em processos de
sintese de carboidratos complexos (OSANJO et al., 2007).

Nos aracnideos o papel das a-fucosidases no processo digestivo nao
esta claro. No entanto, a glicosilacédo de proteinas em insetos, as principais
presas de aranhas e escorpides, € abundante e estd bem caracterizada,
principalmente devido aos estudos de expressao de proteinas heterdlogas em
células de inseto (ALTMANN, 1997). A glicosilagdo de proteinas em insetos
envolve com frequéncia a presenca de L-fucose, como é o caso das
apolipoforinas, proteinas extremamente abundantes na hemolinfa de muitos
insetos, principalmente aqueles que utilizam lipideos como fonte de energia
para o voo. As apolipoforinas associam-se ao HDLp (diacilglicerol ligado a uma
lipoforina de alta densidade) gerado da degradacao de triacilglicerdis do corpo
gorduroso transformando HDLp em uma LDLp (lipoforina de baixa densidade)
(HARD et al., 1993).

Devido as altas concentragcdes destas proteinas na hemolinfa dos
insetos, a digestdo desta e outras glicoproteinas pode ser importante para
predadores, indicando a possivel presenga de atividades importantes de a-
fucosidases em aranhas e escorpioes.

A identificacdo e caracterizagdo das principais carboidrases nos trés
animais modelo de Arachnida, Amblyomma cajennense, Tityus serrulatus e
Nephilengys cruentata, bem como o isolamento e caracterizagcdo das o-
fucosidases digestivas, possibilitardo as primeiras comparagcbes entre as
enzimas envolvidas na digestdo de carboidratos nos principais grupos de
Arthropoda.
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5 CONCLUSOES

A caracterizagao das enzimas envolvidas na digestao de carboidratos de
trés modelos de Arachnida, o carrapato Amblyomma cajennense, 0 escorpiao
Tityus serrulatus e a aranha Nephilengys cruentata permitiu verificar diferencgas
entre as enzimas maijoritarias presentes nestes animais. Apesar dos estudos
realizados até o momento permitirem uma comparacéo entre as carboidrases
de diferentes espécies de aranha, estas pertencentes a diferentes grupos
filogenéticos (Figura 24), ndo é possivel ainda fazer inferéncias quanto a
relacdo entre as enzimas e as diferentes familias de aranha. Mesmo num
ambito maior, a comparagdo dos aspectos moleculares da digestdo entre as
diferentes ordens de Arachnida ainda esta dificultada pela quantidade de dados
disponiveis na literatura. No entanto, este trabalho vem acrescentar algumas
consideragdes iniciais e importantes a respeito da digestdo de carboidratos
neste grupo animal.

O grupo Arachnida conserva o carater acido da digestdo de carboidratos
ja observado para a maioria dos grupos de Arthropoda. Muitas das enzimas
descritas aqui apresentam propriedades semelhantes a estas enzimas em
outros artrépodes indicando uma conservacgao de alguns aspectos da fisiologia
do processo digestivo mesmo em um grupo tao diverso.

No entanto, fica também evidente, neste trabalho, que existem
diferencas de composicdo das principais enzimas envolvidas no
processamento de carboidratos dentre os aracnideos. Pela escassez de dados
nao é possivel afirmar se estas alteracoes estdo relacionadas a dieta ou a
filogenia do grupo. Algumas evidéncias sugerem uma relacao filogenética no
padrao de enzimas digestivas em Arachnida, como é o caso da presenca de
um complexo quitinolitico como demonstramos ou a presenca de a-fucosidases
digestivas independente da dieta. O complexo quitinolitico formado por uma
quitinase e por uma B-glucosaminidase é conservado em todos os grupos
estudados. O papel fisiologico de um complexo enzimatico para a digestdo de
quitina € bastante evidente para predadores de insetos como aranhas e

escorpides, no entanto, ndo é evidente para vetores hematdéfagos. Existe a
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possibilidade de que, principalmente a B-glucosaminidase esteja envolvida na
digestao de bactérias, papel que também foi atribuido a uma lisozima digestiva
de outro carrapato. Apesar de o papel fisiolégico da a-fucosidase ainda nao ter
sido completamente esclarecido o seu destaque como uma enzima digestiva
fica evidente em todo o grupo.

Estas oa-fucosidases inclusive apresentam caracteristicas semelhantes
entre elas e em relagdo as a-fucosidases digestivas de Crustacea. Talvez
Crustacea e Arachnida tenham mantido uma o-fucosidase digestiva de um
ancestral comum. O papel das a-fucosidases digestivas em insetos ainda néo
foi caracterizado. Dados preliminares indicam atividade de a-fucosidase em
intestino médio de Aedes aegypti (100 mU/animal). Foram isoladas as o-
fucosidases dos animais modelos. Estas a-fucosidases apresentam pH 6timo
de 5,3; 5,0 e 5,5, respectivamente, massas moleculares de 110 kDa, 86,5 kDa
e 88 kDa por filtragcdo em gel e 68 kDa, 76 kDa e 66,8 kDa por SDS-PAGE, séo
relativamente termoestaveis. A caracterizagdo cinética indica nao haver
diferengcas muito grandes de afinidade em relacdo ao substrato 4-MU
fucosideo. No entanto, ensaios com outros substratos serdo necessarios para
avaliar diferencas mais significativas de especificidade entre estas enzimas.

Os dados obtidos e descritos nesta dissertacdo suscitam novas

questdes a serem abordadas e novas perspectivas de trabalho.
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