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Resumo - Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros complexos encontrados em diversos
organismos marinhos e que tém despertado grande interesse nas ciéncias medicas e na biotecnologia de
recursos aquéticos. Portanto, neste trabalho objetivou-se extrair e comparar por cromatografia e
eletroforese fracdes de PS de duas espécies de algas marinhas vermelhas do género Halymenia com
vistas a suas aplicacbes como possiveis indicadores moleculares taxonémicos. Inicialmente, os PS
foram extraidos com papaina bruta em tampéo acetato de sdédio 0,1 M (pH 5,0) contendo cisteina
5 mM e EDTA 5 mM, a partir de exemplares coletados na Praia do Flecheiras/CE. Em seguida, 0s
extratos foram analisados por cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose através de
um gradiente de NaCl e as fragdes, concentradas por liofilizagdo, submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,5%. Verificaram-se diferencas marcantes entre os extratos durante o fracionamento e no grau
de purificacdo dessas macromoléculas quando reveladas por eletroforese. Os resultados sugerem que
estudos comparativos desses compostos, utilizando diferentes espécies, poderiam ser mais uma
estratégia importante na identificacdo bioquimica de taxons e na bioprospeccdo de novos agentes
farmacoldgicos.
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COMPARATIVE EVALUATION OF SULFATED POLYSACCHARIDES EXTRACTED FROM Halymenia SppP.

(RHODOPHYCEAE): A TAXONOMIC TOOL OF ALGAE?

Abstract - Sulfated polysaccharides (SP) are complex polymers found in various marine organisms,
which have aroused great interest in the medical sciences and biotechnology of aquatic resources.
Thus, it was aimed to extract and compare by electrophoresis and chromatography fractions of SP of
two species of marine red algae of the genus Halymenia with a view to their possible applications as
taxonomic molecular indicators. Initially, the SP were extracted with crude papain in 0.1 M sodium
acetate buffer (pH 5.0) containing 5 mM cysteine and 5 mM EDTA, from algae collected at Flecheiras
Beach/CE. Then, the extracts were analyzed by ion exchange chromatography on DEAE-cellulose
column submitted to a NaCl gradient, followed by 0.5% agarose gel electrophoresis, when fractions
were concentrated by lyphilization. It was found marked differences among the extracts in
fractionation and purification degree of these macromolecules. The results suggest that comparative
studies of these compounds, using different species, can be one more important strategy in biochemical
identification of algae and bioprospection of new pharmacological agents.
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INTRODUCAO

As algas representam um grupo de organismos fotossintetizantes que abrangem formas
unicelulares, sem muita diferenciacéo, coloniais, filamentosas e sifonaceas, bem como complexos talos
parenquimatosos, com tecidos especializados para o desenvolvimento de diversas funcgdes bioldgicas
(SZE, 1997). A diversidade de seus processos reprodutivos (vegetativo, sexuada e assexuada) sugere
que as algas passaram por mudancas evolutivas ao longo de geragdes, e sendo capazes de sintetizar
inimeras classes de compostos os quais estdo normalmente envolvidos nos processos metabolicos
comuns a todos ser vivo ou particulares de grupos taxondmicos especificos. Nos Ultimos anos, 0
interesse no estudo ecoldgico e evolutivo de metabodlitos (polissacarideos, lipidios, alcaldides,
terpendides etc) encontrados na biodiversidade marinha vem convergindo pesquisas na utilizacdo de
macromoléculas como marcadores taxondémicos, filogenéticos e biogeograficos em organismos
marinhos (TEIXEIRA, 2002).

Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo polimeros de acucares repetitivos dotados de carga
negativa devido a presenca de radicais sulfato. Esses compostos sdo encontrados em tecidos animais
(vertebrados e invertebrados) (MATHEWS, 1975; CASSARO; DIETRICH, 1977) e vegetais (algas e
gramineas marinhas) (PAINTER, 1983; HUSSEIN, HELMY; SALEM, 1998; AQUINO et al., 2005),
formando, em sua maioria, agregados complexos denominados proteoglicanos.

Percival e Mcdowell (1967) relatam que, nas algas marinhas, os PS podem estar na forma de
fucanas (Phaeophyceae), de galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyceae) e, nas algas verdes
(Chlorophyceae), os mais encontrados sao as arabino-galactanas. Nos animais, os proteoglicanos estéo
representados pelo &cido hialurdnico (polissacarideo néo-sulfatado), condroitim sulfato, heparam
sulfato, queratam sulfato, dermatam sulfato e heparina (KJELLEN; LINDAHL, 1991).

A necessidade de explorar novas biomoléculas com propriedades bioldgicas oriundas de algas
(CHARGAFF; BANCROFT; STANLEY-BROWN, 1936; FARIAS et al., 2000; ATHUKORALA et
al., 2007; ZHANG et al., 2008), peixes (SOUZA et al., 2007), moluscos, equinodermos, ascidias
(BURSON et al., 1956; MOURAO et al., 1996; PAVAO et al., 1998) etc, também ¢ justificada devido
aos efeitos colaterais do uso terapéutico da heparina (extraida de boi e porco), tais como hemorragia e
plaquetopenia (THOMAS, 1997), mudialmente utilizada como agente terapéutico (anticoagulante e
antitrombotico) na prevencdo e tratamento de pacientes acometidos por trombose venosa causada por
diferentes etiologias (WEIZT, 1994), motivando assim varias pesquisas utilizando organismos
marinhos na busca por novos substitutos para a heparina (MOURAO; PEREIRA, 1999).

8



Rev. Bras. Enga. Pesca 4(1), jan. 2009 ISSN 1980-597X
Indexada na base de dados SUMARIOS.ORG

O género Halymenia C. Agardh (1817) esta distribuido nos mares tropicais e sdo registradas
aproximadamente 161 especies (ABBOTT; HOLLENBERG, 1976; WOMERSLEY, 1994). Até
recentemente, as ordens Gigartinales e Cryptonemiales compreendiam cerca de 60% das familias das
rodoficeas e dotadas de uma estreita relacdo entre seus representantes. Entretanto, a separacdo entre as
ordens ainda era mantida pela posicdo de uma célula generativa auxiliar acessoria para
Cryptonemiales. Dada a dificuldade na diferenciagdo destas células, Kraft e Robins (1985) sugeriram
provisoriamente reunir as ordens.

A importancia no estudo dos PS sugere correlacionar detalhes estruturais com propriedades
fisico-quimicas e/ou atividades bioldgicas que auxiliem na taxonomia de algas nos critérios classicos
de sisteméatica (morfologia e microscopia) desses organismos. De forma a contribuir com novos
estudos taxondmicos, utilizando PS como marcadores moleculares na identificagdo de espécies de
algas marinhas, duas espécies do género Halymenia foram investigadas pelo emprego de técnicas da

bioquimica comparativa.
MATERIAL E METODOS
COLETAE IDENTIFICAQAO DAS ALGAS MARINHAS

A coleta das espécies, Halymenia pseudofloresia Collins & M. Howe e Halymenia sp
(Halymeniales; Rhodophyta), foi realizada na praia de Flecheiras-Trairi-Ceara, em julho de 2005, a
partir de exemplares arribados na zona entre-marés. Logo apds a coleta, as algas foram acondicionadas
em sacos plasticos e conduzidas ao laboratério de Bioquimica Marinha do Departamento de
Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara para os posteriores estudos.

A espécie H. pseudofloresia (Figura 1A) pode ser encontrada nas Ilhas do Atlantico (TAYLOR,
1960), na América do Sul (GANESAN, 1990) e nas llhas Caribenhas (LITTLER; LITTLER, 2000). A
alga apresenta talo cheio de l6bulos contendo membranas gelatinosas, de formato geralmente irregular,
podendo atingir de 7 a 36 cm de comprimento. Na estrutura interna ha presenca de filamentos
dispersos na camada medular (TAYLOR, 1960). Macroscopicamente, seu talo se caracteriza por
apresentar um formato de fita de largura variavel, com ramificagdo dicotdmica na grande maioria de
seus ramos e de textura lisa, fixo no substrato por um apressério basal, levando assim a diferencia-la da
espécie Halymenia sp, a qual apresenta uma textura lisa em toda sua superficie foleacea expandida e

ndo ramificada (Figura 1B).
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Familia: Halymeniaceae
Ordem: Halymeniales
Género: Halymenia
Espeécies: H. pseudofioresia e H. sp

Coleta: Flecheiras-Ceara

Figura 1 - Algas marinhas vermelhas Halymenia pseudofloresia (A), em destaque o talo em formato
de fita e as regibes dicotdbmicas, e Halymenia sp (B), mostrando em destaque seu talo foleaceo
expandido.

EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS TOTAIS (PST)

Logo apos, 5 g de alga seca foram hidratadas (Figura 2) com 250 mL de tampé&o acetato de sddio
0,1M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM e cisteina 5 mM (AcNa). Em seguida, foram adicionados 17 mL
de uma solucdo de papaina bruta (30 mg/mL), sendo a mistura incubada em banho-maria (60°C; 24 h).
Ap0s esse periodo, o material foi filtrado, centrifugado (7.965 x g; 20 min.) e, ao sobrenadante, foram
adicionados 16 mL de cloreto cetilpiridinio (CPC) a 10%, para concentracdo dos PS (24 h; 25 °C).
Logo ap0s a precipitacdo, o material foi lavado (200 mL de
CPC 0,05%), dissolvido em 174 mL de NaCl 2M: etanol absoluto (100:15; v/v) e novamente
precipitado com a adicdo de etanol absoluto por 24 horas a 4 °C. Finalmente, o material assim obtido
foi lavado com etanol 80% (200 mL; 2 x), etanol absoluto (200 mL; 1 x) e seco em estufa durante 24
horas a 60 °C (FARIAS et al., 2000). Os residuos das extracdes foram ré-digeridos com papaina a fim
de otimizar o rendimento dos PST de acordo com Bezerra-Neto et al. (2008).
Ap0s esse periodo, o material foi filtrado, centrifugado (7.965 x g; 20 min.) e, ao sobrenadante, foram
adicionados 16 mL de cloreto cetilpiridinio (CPC) a 10%, para concentracdo dos PS (24 h; 25 °C).
Logo apos a precipitacdo, o material foi lavado (200 mL de CPC 0,05%), dissolvido em 174 mL de
NaCl 2M: etanol absoluto (100:15; v/v) e novamente precipitado com a adic¢do de etanol absoluto por
24 horas a 4 °C. Finalmente, o material assim obtido foi lavado com etanol 80% (200 mL; 2 x), etanol
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absoluto (200 mL; 1 x) e seco em estufa durante 24 horas a 60 °C (FARIAS et al., 2000). Os residuos
das extracdes foram ré-digeridos com papaina a fim de otimizar o rendimento dos PST de acordo com
Bezerra-Neto et al. (2008).
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Figura 2 - Fluxograma de extracdo dos PST. As algas foram lavadas com agua destilada, secas ao sol,
trituradas em pequenos pedacos e armazenadas até a extracdo dos PST.

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE

Inicialmente, os PST (10 mg) foram submetidos a cromatografia de troca idnica em coluna de
DEAE-celulose percolada com o tampdo de extracdo (AcNa 0,1 M) até a completa remogdo dos
polissacarideos nao retidos, seguido do fracionamento dos PS por eluicdo com o0 mesmo tampdo AcNa
0,1 M contendo NACI em diferentes concentra¢des (0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,25; 1,50; 1,75 e 2,0 M)
utilizando um coletor de fracbes com fluxo ajustado para 60 mL/h. As fracdes (5 mL) obtidas foram
monitoradas através da propriedade metacromética usando o azul de 1,9-dimetilmetileno (ADM)
segundo Farndale et al. (1986). As fracOes de PS obtidas foram dialisadas exaustivamente contra agua

destilada e concentradas por liofilizag&o para utilizagdo em ensaios posteriores.
DETECGAO DE AGUCAR TOTAL E ELETREOFORESE EM GEL DE AGAROSE
A presenca de carboidratos neutros totais foi determinada pelo método fenol-sulfdrico segundo

Dubois et al. (1956). As fracdes de PS (15 ug) também foram analisadas em eletroforese em gel de
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agarose 0,5% em tampéo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). As fracdes foram aplicadas no
gel e a corrida foi realizada em voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apos a corrida, 0s PS
presentes no gel foram fixados com uma solugdo de N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilaménio 0,1%
por 24 horas. Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% e descorado com uma solugédo
de etanol absoluto, 4gua destilada e acido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/v/v) como descrito
por Dietrich e Dietrich (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO
RENDIMENTO

Foram realizadas trés extragcdes consecutivas para ambas as espécies (Figura 3). Os rendimentos
foram semelhantes e sofreram decréscimos marcantes no decorrer das extracdes de PST, totalizando

47,14 e 53,96% para H. pseudofloresia e Halymenia sp, respectivamente, considerando todas as
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Figura 3 - Rendimento (%), por extracdo, dos extratos brutos de PST das algas marinhas vermelhas
Halymenia pseudofloresia e Halymenia sp.

extracdes. No entanto, a maior quantidade de PST foi obtida durante as primeiras extracdes das algas,
sendo decrescentes nas demais.

Em trabalhos envolvendo a extracdo de PST de algas marinhas, polissacarideos solUveis totais
obtidos das algas marinhas vermelhas Gracilaria cornea (MELO et al., 2002), Halymenia floresia e G.
ornata (AMORIM, 2005) resultaram, respectivamente, em rendimentos de 21,4; 38,6 e 9,2%. Um
rendimento de 22,3% de PST da alga marinha parda Sargassum polycystum foi obtido a partir da
extragdo com solvente &cido (CHOTIGEAT et al., 2004). Extracdes de polissacarideos utilizando as
feoficea Ecklonia cava (ATHUKORALA et al., 2006) e Spatoglossum shroederi (LIMA, 2007)
apresentaram rendimentos superiores (38,4 e 41,5%, respectivamente) daqueles obtidos da alga
marinha verde Caulerpa racemosa (13%) por Rodrigues e Farias (2005) empregando-se enzimas na
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extracdo de PST. Como é possivel observar, a grande variacdo nos rendimentos desses compostos
implica na utilizagdo de diferentes espécies (LEVRING; HOPPE; SCHMID, 1969) e metodologias
empregadas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

No presente estudo, o rendimento das espécies do género Halymenia superou quando
comparado aos trabalhos acima supracitados. Por outro lado, o decréscimo no rendimento no decorrer
das extracdes foi semelhante quando comparado a outras espécies de algas. As algas C. racemosa e S.
shroederii Rodrigues e Farias (2005) e Lima (2007) também observaram comportamento semelhante
durante extracBes consecutivas utilizando-se a digestdo enzimatica de proteinas na extracdo de PST.
No entanto, a primeira espécie diferiu quanto ao numero de extratos obtidos (RODRIGUES; FARIAS,
2005). As propriedades espessantes e geleificantes desses compostos (conhecidos com ficocoloides)
em muitas espécies de algas marinhas lhes agregam consideravel valor comercial em diversas

aplicagdes na industria alimenticia e farmacéutica (GLICKSMAN, 1983).

PURIFICAGAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE

Os perfis cromatograficos foram diferentes entre as espécies. Na alga H. pseudofloresia (12
extracdo), foram separadas cinco fragoes eluidas com 0,5 (F1); 0,75 (F I1); 1,0 (F I11); 1,25 (FIV)e
1,50 M (F V) de NaCl, das quais a F I, F Il e F 11l apresentaram as maiores metacromasias em 525 nm
(Figura 4A). Este comportamento diferiu em relacdo a 2% e 3% extracdes (Figuras 4B e 4C), quando
foram observadas diferencas numeéricas e na intensidade metacromatica das fragoes.

A espécie Halymenia sp também mostrou diferengas marcantes nos perfis revelados entre as
extracOes e, principalmente, quando comparada a espécie H. pseudofloresia. Na 12 extracdo (Figura
4D), foram separadas quatro fragbes eluidas com 0,5 (F I); 0,75 (F 11); 1,0 (F 1Il) e 1,25 M (F IV) de
NaCl. As fracdes F Il e F Il apresentaram as maiores metacromasias as quais também diferiram em
relacdo aos cromatogramas mostrados na 2% e 3% extraces de PST (Figuras 4E e 4F), respectivamente.
Por outro lado, nas 3% extracdes de ambas as espécies, foram constatadas fracdes com elevadas
metacromasias dentre todas as extracdes realizadas, sugerindo que, possivelmente, a técnica utilizada
promova a extracao de polissacarideos mais diferenciados e com maior grau de sulfatacdo. As fragdes
F 1, F 1l e F 11l (3% extracdo), identificadas em ambas as espécies (Figuras 4C e 4F), talvez se justifique
como uma caracteristica peculiar dos PS extraidos de H. pseudofloresia e Halymenia sp.,
respectivamente.

Diferencas marcantes também foram relatadas por Rodrigues e Farias (2005) e Lima (2007) nos

cromatogramas obtidos durante o fracionamento desses compostos em coluna de troca ibnica DEAE-
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celulose das especies C. racemosa e S. shroederii, quando a intensidade metacromética das fracbes

diferiu entre as extracdes. Percival e Mcdowell (1967) relataram que algumas separagdes de
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Figura 4 - Cromatogramas dos extratos totais de PST de Halymenia pseudofloresia (1% - A; 22 - B e 32
- C) e Halymenia sp (1% - D; 2% - E e 3% - F) em coluna de troca i6nica DEAE-celulose. A coluna foi
equilibrada e lavada com tampao AcNa 0,1 M. Os PS adsorvidos no gel foram eluidos com o tampéo
de AcNa 0,1 M contendo NaCl em diferentes concentrag¢fes (0,50; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,50 M). Os PS
foram monitorados com azul-dimetilmetileno a 525 nm. (O—O) acucar total; (m—m) propriedade
metacromatica.
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polissacarideos em algas podem ser realizadas mediante a extracdo diferencial utilizando diferentes
solventes, tais como a extracdo aquosa (fria e/ou quente) e alcalina (fria e/ou quente), rendendo fracGes
com propriedades e composicOes quimicas diferentes. Além disso, polissacarideos de cada espécie de
alga possuem suas caracteristicas proprias e dificuldades durante os procedimentos de separacdo e
purificacdo em razdo da complexidade e heterogeneidade dessas macromoléculas (PERCIVAL,;
McDOWELL, 1967; FARIAS et al., 2000; PEREIRA et al., 2005).

Neste trabalho, as fracbes de PS eluidas em DEAE-celulose das algas H. pseudofloresia e
Halymenia sp também apresentaram uma grande presenca de carboidratos totais (Dubois),
possivelmente em razdo da extracdo de polissacarideos neutros (Figura 4). Por outro lado, Percival e
Mcdowell (1967) relatam que polissacarideos neutros sao raramente ou fracamente retidos em colunas
de troca ibnica (DEAE-celulose). Portanto, a referida resina foi eficiente na separacdo dos PS extraidos
das espécies utilizadas.

A partir de estudos com a alga marinha verde C. racemosa, Rodrigues e Farias (2005)
observaram diferencas marcantes na atividade anticoagulante determinada através tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) de PS também obtidos a partir de extracdes consecutivas de
PST do mesmo tecido algal. Em duas fracdes eluidas em gel de DEAE-celulose oriundas da quarta
extragdo dos PST foram observados prolongamentos no tempo de coagulagdo em, no minimo, 4,6
vezes superiores daquelas separadas do primeiro extrato de C. racemosa.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese em gel de agarose revelou diferencas entre o grau de purificacdo das fragcdes, bem
como no padréo de cargas entre o extrato bruto (EB) de PST e as fracdes de PS obtidas de uma Unica
extracdo (Figura 5). As fragdes F I1; F 111 e F IV (12 extragdo) mostraram um padréo de cargas bastante
polidisperso e semelhantes entre si, resultando assim uma baixa purificagcdo (Figura 5A). Por outro
lado, quando as fracdes F I; F Il e F Il obtidas na 3% extracdo percorreram no gel (Figura 5B), foram
observadas bandas homogéneas, indicando uma maior resolucdo (Halymenia sp).

As fracOes de PS da alga H. pseudofloresia apresentaram caracteristicas semelhantes durante sua
migracdo eletroforética quando comparadas a Halymenia sp. No entanto, na 3? extragdo, um padrdo
eletroforético distinto foi observado entre o EB e as fragBes (Figura 5E). As diferencas das bandas do
EB e a auséncia de uma delas quando eluidas no gel de DEAE-celulose reforca o fato da elevada
metacromasia (Figura 4C), promovendo uma maior interacdo da banda inferior (mais carregada) em
relacdo a superior. As espécies estudadas também mostraram uma densidade de cargas semelhante a
heparina ndo-fracionada (Figuras 5C e 5F). As diferencas encontradas dessas macromoléculas (H.

15



Rev. Bras. Enga. Pesca 4(1), jan. 2009 ISSN 1980-597X
Indexada na base de dados SUMARIOS.ORG

pseudofloresia e Halymenia sp) se sugerem que o grau de complexidade esteja se reduzindo e que
talvez ajude na caracterizacdo estrutural desses polimeros complexos e heterogéneos (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967; FARIAS et al., 2000; PEREIRA et al., 2005; ZHANG et al., 2008).

As diferencas no grau de resolucdo desses polissacarideos pode ser resultado de mudancas dos
padrdes quimicos nas estruturas dessas moléculas, ajudando talvez a compreender melhor as relacdes
das funcdes bioldgicas com as estruturas desses compostos (MOURAO; PEREIRA, 1999; FARIAS et
al., 2000; PEREIRA et al., 2005; ZHANG et al., 2008).
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose das fracGes de Halymenia sp (A e B) e Halymenia
pseudofloresia (D e E) das 1% e 32 extracOes, respectivamente, e quando comparadas a heparina néo-
fracionada (C e F). Os extratos brutos (EB) de PST, fragdes (Fn) e heparina (HEP) nao-fracionada
foram corados com azul de toluidina 0,1%.

Assim, a otimizacdo do rendimento a partir de extragcdes consecutivas, a avaliacdo dos perfis
cromatograficos em coluna de DEAE-celulose e a revelacdo do grau de purificacdo por eletroforese,
foi possivel extrair PS distintos e alocados em diferentes camadas do tecido algal das rodoficeas
marinhas H. pseudofloresia e Halymenia sp. A deteccdo destas biomoléculas talvez possa ser
considerada como uma estratégia valiosa em estudos taxonémicos de algas marinhas e identificacdo de

novos agentes farmacoldgicos.
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Assim, a otimizacdo do rendimento a partir de extragcdes consecutivas, a avaliacdo dos perfis
cromatogréficos em coluna de DEAE-celulose e a revelacdo do grau de purificacdo por eletroforese,
foi possivel extrair PS distintos e alocados em diferentes camadas do tecido algal das rodoficeas
marinhas H. pseudofloresia e Halymenia sp. A deteccdo destas biomoléculas talvez possa ser
considerada como uma estratégia valiosa em estudos taxonémicos de algas marinhas e identificacdo de

novos agentes farmacolégicos.
CONCLUSAO

Extracfes consecutivas de polissacarideos sulfatados de algas marinhas do género Halymenia,
utilizando técnicas da bioquimica comparativa, revelam diferengas moleculares marcantes entre as
duas espécies estudadas. O emprego da técnica ao longo de diferentes extracBes podera ser mais uma
estratégia no processo de purificacdo destas biomoléculas com vista a sua aplicacdo na taxonomia de

algas e identificacdo de novos farmacos presentes nesses organismos.
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