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Caracterizacao de Hialuronidase por Microrganismos isolados de
aranhas Caranguejeiras

RESUMO

A hialuronidase é uma enzima que catalisa a quebra do &cido hialurénico, participando
de diversos processos biologicos, como fagocitose, mitose, desenvolvimento e
implantacdo de embrides, adeséo, migracao, proliferacdo, e diferenciacdo celular, e por
estar envolvida em inimeros processos relativos a manutencdo e integridade da matriz
extracelular, possui aplicabilidade em especialidades médicas. Estas enzimas sdo
produzidas por diversos seres vivos, entre eles bactérias e fungos. Além de ser um fator
de dispersdo de toxinas, as hialuronidases atuam também como alérgenos, como é o
caso da hialuronidase presente na peconha de himendpteros, sendo encontrado como o
principal fator de reacdes alérgicas presente em peconha de abelhas e vespas. O objetivo
deste estudo é caracterizar microrganismos produtores da enzima hialuronidase,
isolados das aranhas caranguejeiras Avicularia avicularia e Maraca horrida, mesmo o
veneno destes animais serem indcuos contra mamiferos, apresentam um grau de
protedlise tecidual e sdo as fontes dos microrganismo testados, nunca testados para a
producdo de hialuronidase, tornando este estudo de grande importancia na ecologia de
microrganismos.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias; Hialuronidase; Enzimas, Aranhas caranguejeiras.



1 INTRODUCAO

O écido hialurénico é um polissacarideo de alto peso molecular constituido por
unidades dissacaridicas repetitivas de acido D-glucurénico e N-acetil-D-glucosamina,
que se localiza no intersticio celular, possuindo a propriedade de manter a adesdo
celular, pois € um composto de alta viscosidade que atua como excelente protetor e
lubrificante (PINTO et al., 2009).

As hialuronidases pertencem ao grupo enzimatico descoberto por Duran
Reynals, em 1928, através da observacdo de que extratos de testiculos e outros tecidos
continham um “fator de espalhamento”, 0 qual facilitava a difuséo de corantes e vacinas
antivirais aplicadas subcutaneamente.

Esse grupo enzimatico é constituido por enzimas que catalisam a quebra do
acido hialurdnico, participando de diversos processos bioldgicos, como fagocitose,
mitose, desenvolvimento e implantacdo de embrides, adesdo, migracdo, proliferacdo, e
diferenciacdo celular, e por estarem envolvidas em indmeros processos relativos a
manutencdo e integridade da matriz extracelular encontraram aplicabilidade em
especialidades médicas (MENZEL & FARR,1998; KNUDSON & TOOLE, 1987;
HAKANSSON & VENGE, 1985).

Estas enzimas sdo produzidas por diversos seres vivos, entre eles bactérias e
fungos, e estdo presentes em nematoides e sanguessugas, secrecdes de bacteriéfagos e
outros virus, tumores malignos, parasitos, crustaceos, lisossomas, esperma de
mamiferos, venenos e peconhas de animais pertencentes a diferentes familias. No corpo
humano as hialuronidases sdo encontradas tanto em 6rgdos, como, por exemplo, no
baco, figado, olhos, pele, rim e utero, como em fluidos corporais, tais como lagrimas,
sangue e esperma (STERN & CSOKA, 2000; KUDO & TU, 2001). Além disso, é
necessario ressaltar que a hialuronidase pode ser encontrada em veneno de animais.

As hialuronidases sdo ubiquas de peconha de cobras, que por acdo destas
enzimas, o &cido hialurénico é transformado em pequenos fragmentos, diminuindo
significativamente sua viscosidade e facilitando a difusdo dos componentes de veneno
de cobra para o interior das células. Além de ser um fator de dispersdo de toxinas, as
hialuronidases atuam também como alérgeno, como € o caso da hialuronidase presente
na peconha de himenopteros sendo encontrada como principal fator de reacdes alérgicas
presente em peconha de abelhas e de vespas. (KOLARICH et al., 2005; GIRISH et al.,
2004; LU et al., 1995).

Kaiser (1953) foi o primeiro a relatar a atividade hialuronidasica na pegonha das
aranhas brasileiras e atualmente, esta atividade é conhecida na pegonha de diversas
outras aranhas, em 1973, Schanbacher e colaboradores, purificaram e caracterizaram a
hialuronidase da caranguejeira Dugesiella hentzi e a identificaram como o principal
constituinte da pegonha desta espécie. A hialuronidase também tem sido isolada e
caracterizada na peconha de escorpides (FENG et al., 2008; MOREY et al., 2006;
PESSINI et al., 2001).

Embora existam poucos relatos de casos em que as caranguejeiras sejam
causadoras de acidentes em humanos, é possivel que as pegonhas destas aranhas
representem rica fonte de moléculas bioativas com potencial aplicacdo na pesquisa
bésica e na terapéutica. Segundo Rocha-e-Silva (2009), a peconha de Vitalius dubius
possui uma composi¢do bioquimica e farmacologica complexa, com a presenga de
diversas atividades bioldgicas.

No presente estudo, foi investigado a caracterizagdo de hialuronidase em
isolados microbianos das aranhas caranguejeiras Avicularia avicularia e Maraca



horrida, com a finalidade de determinar se existe estes microrganismos produzem
alguma enzima do grupo das hialuronidases e determinar seu potencial biotecnoldgico.

2 OBJETIVOS
21 GERAL

Caracterizar a producdo da enzima hialuronidase em isolados microbianos de
aranhas caranguejeiras.

2.2 ESPECIFICOS

e Testar, in vitro, dentre 0s microrganismos isolados das aranhas caranguejeiras,
as que sejam produtoras da enzima hialuronidase;

e Isolar a enzima hialuronidase produzida pelo microrganismo;

e Determinar a atividade enzimatica da hialuronidase extraida dos microrganismos
da aranha.

3 MATERIAL E METODOS
3.1  Microrganismos

Foram testadas as bactérias isoladas de aranhas caranguejeiras, que estdo
depositadas na Colecdo de Culturas Bacterianas da Amazénia (CCBAm), no Instituto de
Ciénicas Bioldgicas, da Universidade Federal do Amazonas.

3.2 Teste de ocorréncia de Hialuronidase

Os microrganismos foram semeados em meio de cultura Minimo-M9
suplementado com Acido Hialurénico & 0,2% e posteriormente incubados por 24h em
temperatura de 37° C. O mesmo foi corado com Azul de Alcian por 30 minutos, a
ocorréncia de hialuronidase foi verificada através dos halos de degradacdo do substrato.

3.3 Producéo de hialuronidase em meio liquido

Foram utilizados 50 microrganismos isolados de aranhas caranguejeiras de duas
espécies, Avicularia avicularia e Maraca horrida. Os microrganismos foram inoculados
em caldo Minimo-M9 suplementado com Acido Hialuronico a 0,2%, posteriormente
incubados a 37°C, sob agitacdo por 48h.

3.4  Separacédo da hialuronidase

Foi retirado 2 mL do liquido metabdlico e 0 mesmo centrifugado a 14000 rpm
por 10 min & 4°C.

35 Atividade enzimatica da hialuronidase

A atividade hialuronidasica foi determinada pelo metodo turbidimétrico de Di
Ferrante (1956).

O ensaio foi proporcionado pela solugdo constituida de 20pL de tampéo (acetato
de sodio 0,2M, pH 4,9, contendo NaCl 0,15M), 20uL de substrato (acido hialurénico,
Img/mL em tampé&o acetato) e 10 pL de enzima, com um volume final de 50pL, com
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incubacdo por 15 minutos a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 200uL de
brometo de cetil-trimetilaménio, CTAB 2,5% em NaOH, e foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos. A turbidez resultante foi lida em 400nm no leitor de
microplaca.



4 RESULTADOS
4.1  Microrganismos

Foi estabelecido que o nimero de amostral seria de 50 microrganismos isolados
de aranhas caranguejeiras Avicularia avicularia e Maraca horrida, dos quais 47% séo
pertencentes ao grupo morfo-tintorial Bacilo Gram-positivo, 25% Bacilos Gram-
negativos e 28% Cocos Gram-positivo (Figura 1).

M Bacilo Gram-positivo
B Bacilo Gram-negativo

Cocos Gram-positivo

Figura 1. Proporcdo em porcentagem dos grupos morfo-tintoriais encontrados das bactérias
isoladas das espécies de aranha caranguejeiras utilizadas.

Os 50 microrganismos foram determinados de acordo com 0s grupos morfo-
tintoriais, testes de protease, amilase e catalase realizados. Os microrganismos foram
isolados de quatro individuos de Avicularia avicularia e nove individuos de Maraca
horrida.

4.2 Teste de ocorréncia de Hialuronidase

Foram utilizados 50 microrganismos para a semeadura em meio de cultura
Minimo-M9 suplementado com Acido Hialurdnico & 0,2%, ap6s a adi¢do do corante
Azul de Alcian, na concentragdo de 0,125% em solucdo de lavagem, ndo houve
apresentacdo de halo de degradacdo em nenhuma das coldnias apresentadas. O que pode
indicar que este método ndo € preciso na verificacdo da ocorréncia de producédo
enzimatica por microrganismos, mas também pode indicar que estes microrganismos
ndo produzem a enzima nas condicdes estudadas.

4.3  Producéo de hialuronidase em meio liquido

Os microrganismos, ja citados, foram inoculados em caldo Minimo-M9
suplementado com Acido Hialurénico a 0,2% apresentando turvacio em 24h de
incubacédo, indicando crescimento microbiano. O crescimento microbiano em caldo
indica a utilizagdo do Acido Hialurénico como fonte de carbono pelos microrganismos,
sendo necesséria a producao de enzima do grupo hialuronidase, para que a clivagem do
glicosaminoglicano ocorra.



4.4 Atividade enziméatica da hialuronidase

Foi retirado 2 mL do liquido metabdlico e 0 mesmo centrifugado & 14000 rpm
por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade
hialuronidasica, método turbidimétrico de Di Ferrante (1956).

O ensaio proporcionou os resultados que podem ser verificados na Tabela 1,
relacionando microrganismo e a quantificagdo da enzima, em U/mL, obtida através da
formula que por sua vez relaciona variacdo da absorbancia (Aabs), volume total (V1)
variacdo de tempo (AT), o coeficiente de extin¢cdo molar (¢) e volume de amostra (V):
A(atividade) = (Aabs x V1) / (ATx £ XV).

Tabela 1. Resultados de média de absorbancia verificada nas linhagens que apresentaram a hialuronidase.

Cdédigo do Microrganismo Média de Abs U/mL
Av7E2bEMB 0,012 1
Av3a3TCBS 0 0

Av7al0-2EMB 0,001 0,083333333
At6E1 0,008 0,666666667
Av5E1bEMB 0,0035 0,291666667
Av5Ve2ISP2A 0,01925 1,604166667
Av7E1TCBS 0 0
Av2010-'5aEMB 0 0
At201 0,03975 3,3125
Av7010-22EMB 0,00175 0,145833333
AtlVo2 0,0075 0,625
At8E2C2 0,02925 2,4375
AvV7E5MS 0,01525 1,270833333
Av5Ve6alSP2A 0 0
Av2alaTCBS 0,01025 0,854166667
At202 0,015 1,25
Av7EAMS 0,02925 2,4375
AtlE1l 0,033 2,75
At7a2b 0 0
AV5E1IMS 0,016 1,333333333
Av7ESbEMB 0,04 3,333333333
Av3E2MS 0,0055 0,458333333
At9E3 0,01275 1,0625
Av7E2aEMB 0,132 11
Av5010-32bMS 0,001 0,083333333
Av2albTCBS 0,00675 0,5625
At304 0 0
At11110-41 0,00025 0,020833333
Av5010-46aEMB 0,004 0,333333333
Av5010-43EMB 0,013 1,083333333
At10A1 0,031 2,583333333
At8E4 0,01275 1,0625
At303 0,0525 4,375
Av3ElalEMB 0,02 1,666666667
Av7010-*1EMB ? 0,0095 0,791666667
Av3I5MS 0,0655 5,458333333




Av2E2bMS 0,02425 2,020833333
At3E 0,0065 0,541666667
At3o1 0,00675 0,5625
Atl0Vel 0,00125 0,104166667
At3A1 0,014 1,166666667
At9A1l 0,01125 0,9375
Av3o3MS 0,01275 1,0625
Av7010-'5bEMB 0,01375 1,145833333
Atlol 0,112 9,333333333
Av7010-14bEMB 0,00475 0,395833333
Controle + 0,01925 1,604166667

Para o controle positivo da atividade foi utilizado lisozima, proteina descoberta
pelo médico escocés Alexander Fleming em 1922, com acdo de hidrdlise das ligacOes
glicosidicas (Ruas, 2010; Lehninger, 2006).

Foi possivel fazer o estudos de isolados por regido das aranhas (Figura 2), pode-
se observar que as regifes externa e interna da espécie Avicularia avicularia e as
regides bucal e anal da espécie Maraca horrida sdo as regides com maior namero de
isolados microbianos produtores de hialuronidase.

——Aviculariaavicularia ~ ——Maraca horrida

5,55952381U/mL

5,458333 U/mL

2,840277778 U/mL
2,34375 U/mL
1,604166667 U/mL

1,12037037 U/mL

0,75 U/mL
0104166667 U/mL
/020833333

Boca Superficie externa Regido interna Regido anal Veneno

Figura 2. Atividade das enzimas do grupo das hialuronidases encontradas em linhagens de
bactérias isoladas de diferentes regifes do corpo das aranhas caranguejeiras.



5 DISCUSSAO

Hialuronidases tém sido descritas em microrganismos, tumores malignos e em
peconhas de animais. Nas peconhas, a enzima é considerada um fator de dispersao
devido a capacidade de catalisar a hidrolise de glicosaminaglicanos no tecido conectivo,
facilitando assim a difusdo de toxinas do sitio de inoculagdo (Sutti, 2011). Em
microrganismos patogénicos a hialuronidase tem seu papel como fator principal no
primeiro estagio de infecgdes, pois a consisténcia viscosa do acido hialurdnico, e outros
glicosaminoglicanos componentes da matriz extracelular, fornece resisténcia a
penetracdo de agentes infecciosos e seus produtos extracelulares, dessa maneira aqueles
que sdo adaptados a producdo de hialuronidase conseguem se estabelecer no tecido
conjuntivo. Os produtos finais de degradacdo de acido hialurdnico pelas hialuronidases
sdo dissacarideos, que podem ser transportados e metabolizados intracelularmente para
suprimento de nutrientes necessarios para um patdégeno. O papel de proporcionar
nutrientes para a célula pode ser a fungéo principal de hialuronidase em microrganismos
(Hynes & Walton, 2000).

Os microrganismos isolados de aranhas caranguejeiras demonstraram, através da
atividade enzimatica, produzir hialuronidase, havendo predominancia da producéo por
microrganismos isolados da regido bucal de Maraca horrida e regides externa e interna
de Avicularia avicularia. Estudos que relacionam os isolados microbianos de animais
com a producdo de hialuronidases sdo escassos, ndo ocorrendo uma clara relagdo dos
isolados microbianos com tal producdo. No entanto, € possivel que a maior producao
dessa enzima em bactérias dessas regides possa representar um exemplo de coevolugéo
entre as espécies de aranhas em questdo e essas bactérias. Também poderiamos supor
que a presenca das enzimas do grupo hialuronidase possa ser corroborado pelas
bactérias neste local.

Esse grupo de enzimas é normalmente encontrado em pecgonhas de animais
venenosos, o que facilita a acdo das toxinas presentes no veneno. E possivel que as
bactérias que habitam as regiGes externas dessas espécies de aranhas produzam tal
enzima para potencializar a acdo do veneno em casos em que é necessario se defender
de predadores. E necessario destacar, também, que espécies de caranguejeiras s&o
usualmente utilizadas como animais de estimacdo. 1sso pode representar um risco para
salde de seres humanos em casos de ataques acidentais ou contato desses animais com
alimentos.

No presente estudo verificamos que ocorre a producdo de hialuronidase em
bactérias isoladas de aranhas caranguejeiras. Porém, € necessaria a realizacdo de
analises mais especificas para determinar a potencialidade da utilizacdo das enzimas
isoladas das linhagens bacterianas utilizadas.
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6 CONCLUSOES

Aparentemente a boca de aranhas caranguejeiras da espécie Maraca
horrida apresenta uma quantidade significativa de bactérias produtoras
de enzimas hialuronidasicas;

Por outro lado, na espécie Avicularia avicularia o trato digestorio parece
ser o local que concentra a maior quantidade de bactérias produtoras de
enzimas do grupo das hialuronidases;

Podemos inferir, de modo geral, que aranhas caranguejeiras das espécies
Avicularia avicularia e Maraca horrida albergam bactérias produtoras
de enzimas pertencentes ao grupo das Hialuronidases;

E possivel que as enzimas encontradas possuam potencialidade para
futuras aplicacbes em setores da biotecnologia, mas Sd0 necessarios
maiores estudos.
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