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RESUMO

O litoral cearense apresenta uma flora marinha muito rica com uma
grande variedade de espécies, porém existe a necessidade de novos estudos
taxondmicos, principalmente, para as algas da divisdo Phaeophyta, pois a
taxonomia classica muitas vezes ndo consegue chegar a conclusées
definitivas. Estudos com polissacarideos sulfatados (PS) de algas tém
demonstrado que suas estruturas variam de espécie para espécie, podendo
ser utilizados como ferramentas de auxilio a taxonomia tradicional. O objetivo
deste trabalho foi extrair os PS de duas macroalgas do género Padina
(ADANSON, 1763) e comparar seus perfis cromatograficos em coluna de troca
ibnica. A extracao foi realizada por digestédo enzimatica em tampao acetato de
sédio 0,1 M, pH 5,0, seguida de precipitacao com CPC 10%. Apds lavagem do
pellet com CPC 0,05%, ele foi dissolvido em NaCl 2 M:etanol (v:v), seguida de
uma segunda precipitacdo com etanol, a 4°C. Apds centrifugagéo, o pellet foi
lavado duas vezes com etanol 80%, uma vez com etanol absoluto e levado a
estufa para secagem. Os PS foram fracionados em uma coluna de DEAE-
celulose e a eluicéo foi realizada com diferentes concentragdes de NaCl sendo
as fragdes monitoradas através da atividade metacromatica e presenca de
acucar. Os PS da macroalga P. gymnospora apresentaram seis fracdes
eluidas com 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6 M de NaCl. Ja na cromatografia dos PS
da macroalga Padina sp. foram obtidas apenas trés fragdes eluidas com 0,5;
0,7 e 1,2 M de NaCl. Desta forma, existem diferencas marcantes entre o perfil
cromatografico dos PS de ambas as algas, evidenciando que estas moléculas
podem ser usadas como ferramentas taxondmicas. No entanto, ainda sao
necessarios mais estudos com o objetivo de avaliar estes PS em diferentes
fases de vida de ambas as macroalgas.



UTILIZAGAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAIDOS DE
MACROALGAS MARINHAS PARDAS DO GENERO Padina (ADANSON,
1763) COMO FERRAMENTA PARA DIFERENCIACAO DE ESPECIES.

RAIMUNDO NONATO JUNIOR

1. INTRODUCAO

Os primeiros registros de algas do género Padina (ADANSON, 1763) no
Ceara datam de 1966 (FERREIRA; PINHEIRO, 1966; PINHEIRO-VIEIRA,
FERREIRA, 1968), os quais relatam as espécies Padina gymnospora, Padina
vickersiae e Padina sanctae-crucis como as unicas representantes do género,
sendo que as duas primeiras coletadas em Fortaleza e ultima no municipio de
Acarau. Ja em trabalhos mais recentes como no Levantamento da Flora
Ficolégica do projeto de Zoneamento Ecoldgico Econdmico da Zona Costeira
do Ceara - ZEE (2005) foi‘ relatada a ocorréncia das espécies P. gymnospora e
P. jamaicensis, sendo que a primeira apresentou ocorréncia em todas as
praias estudadas, inclusive na Praia de Flecheiras, enquanto que a P.
jamaicensis s6 foi encontrada na praia de Goiabeiras no municipio de
Fortaleza.

As algas deste género apresentam uma quantidade significativa de
problemas ainda n&o solucionados. Estes problemas n&o sdo somente
taxondmicos, mas também relacionados aos ciclos de vida, morfologia das
espécies, habitats, composicéo quimica, entre outros (SZECHY, 1986).

A taxonomia cléssica utilizada na identificacdo de algas marinhas se
baseia basicamente na morfologia das espécies para discrimina-las, mas essa
técnica muitas vezes ndo consegue chegar a conclusdes definitivas, devido a
falta de bibliografia adequada, com poucas chaves de identificacao, elaboradas
.com base em material nacional, e principalmente por ser um processo
demorado. Devido a essa caréncia, muitas algas séo identificadas somente em
nivel de familia, mas ndo até espécie. E necessario, entdo, enviar exemplares

para sistematas, que geralmente estdo em outros paises. Além disso, a



maioria dos taxonomistas se especializa em um pequeno grupo de algas,
dificultando a identificagao.

Atualmente, o termo taxonomia molecular € empregado como sendo a
técnica utilizada para identificar organismos, a partir da andlise do seu DNA,
também chamada “cddigo de barras de DNA”, existe ha mais de 10 anos, mas
era usada, anteriormente, apenas para identificar micro-organismos. Hoje, sua
aplicagao esta sendo estendida para a analise de plantas e animais. Cada
espécie possui uma sequéncia de genes que a caracteriza e cadeias diferentes
de DNA indicam, portanto, espécies distintas (FAPEMIG, 2005).

Assim como a taxonomia molecular identifica organismos pela analise
de seu DNA, podemos evidenciar diferenciacédo entre espécies de algas
através de técnicas de bioquimica comparativa. A analise do perfil
cromatografico dos polissacarideos sulfatados (PS) extraidos de algas
marinhas em coluna de troca iénica pode ser uma boa ferramenta para ajudar
a solucionar problemas taxondmicos. Além disso, é vantajosa em relagéo a
taxonomia cldssica, devido a pequena quantidade de material necessario,
rapidez para a analise, baixo custo e possibilidade de utilizar amostras secas
ou congeladas. Entretanto, os dados obtidos devem ser simultaneamente ou
posteriormente, validados por meio de uma analise taxondmica tradicional.

Segundo Rodrigues; Farias (2009), a importancia no estudo dos PS
sugere correlacionar detalhes estruturais com propriedades fisico-quimicas
e/ou atividades bioldgicas que auxiliem na taxonomia de algas que utilizam
critérios classicos de sistematica, relacionados a morfologia macroscépica e
microscopica desses organismos. De forma a contribuir com a elucidacao de
problemas taxonémicos, os PS podem ser utilizados como marcadores
moleculares na identificagéo de espécies de algas marinhas.

Os carboidratos sao moléculas organicas que tém na sua estrutura
quimica o radical poli-idroxialdeido ou poli-idroxicetonas e ocorrem
amplamente em todos os seres vivos, principalmente nos vegetais. Esses
compostos podem ser classificados de acordo com o numero de unidades de
acucares, ou seja, monossacarideos, oligossacarideos (dissacarideos,
trissacarideos etc) e polissacarideos, os quais sao constituidos por varios
residuos de monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas podendo ainda

ser lineares ou ramificados. Dentre os polissacarideos mais comuns, estao



celulose, amido, glicogénio e quitina. Entretanto, essas moléculas orgénicas
podem apresentar sulfato na sua estrutura quimica, sendo entdo denominados
de PS. Por definigcdo, os PS séo polimeros formados por unidades repetitivas
de agucares e carregados negativamente devido a presenca de radicais sulfato
(RODRIGUES, 2006).

As algas e as gramineas marinhas sdo os uUnicos vegetais conhecidos
que apresentam polissacarideos sulfatados (PS) em sua composi¢cédo (ROCHA,
2004; AQUINO et al., 2005). Os PS de algas marinhas apresentam uma série
de atividades bioldgicas, tais como atividade anti-inflamatdria, antitumoral,
‘antimetastatica, antiproliferativa, antiviral, anticoagulante, antitrombdtica e
imunoestimulante (BOISSON-VIDAL et al.,1995; FARIAS et al., 2000; 2001;
2004).

Estudos com PS de algas tém demonstrado que suas estruturas variam
de espécies para espécies e, as vezes, em diferentes partes da mesma planta
(DIETRICH et al., 1995; ALVES, 2000; HAROUN-BOUHEDJA et al., 2000),
podendo servir como nova metodologia de identificacdo taxondémica de
espécies ja que a composicdo quimica destes polissacarideos € altamente
complexa e especifica.

A partir de vérios estudos realizados na Praia de Flecheiras, foi
demonstrado que existe uma grande diversidade algal. No entanto, ainda
existem duvidas com relacéo a taxonomia de algumas espécies. Durante anos
de estudos nesta praia, s¢ foi identificada & espécie Padina gymnospora,
porém, recentemente, foi encontrado um exemplar que apresenta semelhancga
com P. gymnospora, mas que difere em suas caracteristicas morfoldgicas, tais
como tamanho, encrespamento da margem e tamanho da fronde e, para
auxiliar na definicao destas espécies, o presente trabalho visa extrair e
fracionar, em coluna de troca idnica, os PS das duas macroalgas do género
Padina, e utilizar o perfil cromatografico como mais uma ferramenta para

distingdo entre as espécies.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das algas

A coleta das algas Padina Gymnospora e Padina Sp., foi realizada na
Praia de Flecheiras, municipio de Trairi - CE, nas marés de sizigias, sendo
acondicionada em sacos plasticos e conduzida ao laboratério. No laboratoério,
as algas foram lavadas com agua destilada e separadas de epifitas e outros

organismos. Em seguida, os exemplares foram secos em estufa a 60°C.
2.2. Extracéo dos polissacarideos sulfatados

Inicialmente, 5 g de alga seca e triturada foram hidratados com 250 mL
de tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0 + cisteina 5 mM e EDTA 5mM.

Em seguida, foram adicionados 17 mL de uma solucao de papaina bruta
(30 mg/mL), sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C por 24 horas.
Apds esse periodo, o material foi filtrado em tela de 60 W, centrifugado 7.965 x
g e, ao sobrenadante, foram adicionados 16 mL de cloreto de cetilpiridinio
(CPC) a 10% para a precipitacdo dos polissacarideos presentes na mistura por
24 horas a temperatura ambiente. O residuo obtido da filtragem foi submetido
a mais uma extragao visando otimizar o rendimento dos PS.

Logo apds a precipitagéo, o pellet foi lavado com 500 mL de CPC 0,05%
e, em seguida, dissolvido em 174 mL de cloreto de sddio 2 M : etanol absoluto
(100:15; v:v) em banho-maria a 60°C. A mistura foram adicionados mais 305
mL de etanol absoluto para uma nova precipitagcdo dos PS por 24 h a 4°C.

Posteriormente, a mistura foi novamente centrifugada e o precipitado
submetido a duas lavagens com 500 mL de etanol a 80% e uma lavagem com
300 mL de etanol absoluto. Apds esta etapa, o precipitado foi entédo levado a
estufa a 60°C, por um periodo aproximado de 24 horas para secagem e
obtencdo do extrato bruto total de PS. Um esquema mostrando todos os

passos da extragdo por este método esta apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados para a

extracao dos polissacarideos sulfatados das macroalgas do género Padina.

2.3. Fracionamento dos polissacarideos sulfatados em DEAE-celulose

Os extratos brutos obtidos das primeiras exiracbes de ambas as
espécies foram fracionados em uma coluna de troca iénica de DEAE-celulose
acoplada a um coletor de fragées (Figura 2), a fim de se comparar o perfil
cromatografico dos PS extraidos das duas espécies.

A coluna, com 1,5 cm de diametro e 6,5 cm de aitura foi inicialmente
equilibrada com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 + cisteina 5 mM e

EDTA 5mM. Em seguida, foi aplicado no topo do gel 1 mL de uma solugéo de



4 mg/mL do extrato bruto de PS. O fluxo da coluna foi ajustado em 1 mL/min-"
com o auxilio de uma bomba peristaltica e foram coletadas fragdes de 1 mL.
A eluicdo dos PS do gel de DEAE-celulose foi realizada, passo a passo,
utilizando solugbes com diferentes concentracées de NaCl (0,5; 0,7; 0,9; 1,2;
1,4, 1,6; 1,8 e 2,0 M), preparadas no mesmo tampao de equilibrio.

A presenca dos PS nas fracbes foi detectada através da atividade
metacromatica. Para isso, foram adicionados 200 yL de cada fracdo obtida
durante a eluicao da coluna de DEAE-celulose a 1 mL de azul de 1,9-
dimetiimetileno (DMB), que € um indicador especifico para grupos sulfatados,
mudando sua coloracdo do azul para lilds na presenca de PS. A intensidade
dessa atividade foi determinada por espectrofotometria no comprimento de
onda de 525 nm.

3S01NT30-3v3Q eunjod

i
Tl

Coletor de fragdes

Figura 2. Esquema de montagem da coluna de froca ibnica para o

fracionamento do extrato bruto de polissacarideos sulfatados.



2.4. Teste de Dubois

A presenca de acucar total nas fragbes obtidas da coluna de troca-ibnica
foi detectada de acordo com a metodologia proposta por Dubois et al. (1956).
O teste foi realizado em triplicata utilizando amostras de 50 pL de cada fragao,
as quais foram incubadas por 30 minutos com 350 pL de dgua destilada, 20 pL
de fenol redestilado e 1 mL de acido sulfurico concentrado. Apds 30 minutos
de incubagéo, as amostras foram levadas ao espectrofotometro para a leitura

da absorbancia em 490 nm.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extragéo de polissacarideos sulfatados

No total, foram realizadas duas extragées de cada espécie de alga e os
resultados mostraram que os rendimentos dos extratos brutos foram de 1,44%
para a espécie Padina gymnospora e de 0.86% para a espécie Padina sp.,
considerando as duas extracbes (Figura 3). Nao foi realizada a terceira
extracdo por que essa quantidade ja era suficiente para a realizagdo do
trabalho. A extracéo de PS das algas vermelhas Champia feldmanii (TORRES,
2005), Solieria filiformis (PONTES, 2005) e Halymenia pseudofloresia
(RODRIGUES; FARIAS, 2008) apresentaram rendimentos totais bastante
elevados 36,2; 46,8 e 63,96%, respectivamente, quando comparados com 0s
obtidos das algas marinhas verdes Caulerpa sertularioides (7,10%) e Caulerpa
recemosa (13%) (BEZERRA-NETO, et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009).

A maior quantidade de PS das duas espécies de Padina foi obtida apds
as segundas extragdes de cada alga, semelhante ao que foi observado por
Pereira (2006) e Alencar (2006) apds a extragdo de PS das espécies
Sargassum filipendula e Lobophora variegata, ambas pertencentes a divisao
Phaeophyta. Torres (2005) também observaram que os rendimentos de PS
foram crescentes para alga marinha vermelha C. feldmanii. Por outro lado,
houve decréscimo nos rendimentos de PS, a partir da primeira extragdo, para
as algas C. sertularioides, C. racemosa, H. pseudofloresia, S. filiformis,
Gracilaria caudata e Spatoglossum schroederi (BEZERRA-NETO et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009; RODRIGUES; FARIAS, 2008; PONTES, 2005;
ARAUJO, 2006; LIMA 2007).

Como é possivel observar, existe uma grande variagdo nos rendimentos
de PS extraidos de algas marinhas devido tanto ao emprego de diferentes
metodologias de extragdo como a utilizagdo de diferentes espécies
(RODRIGUES, 2006).



Rendimento por extracao
® Padina gymnospora B Padina sp.

1,44%

0,80% 0,86%

0,64%
I 0,50%
0,36%

12 extracao 22 extracao Total (%)

Figura 3. Rendimento por exiragdo e total (%), dos extratos brutos de
Polissacarideos Sulfatados das algas marinhas pardas Padina gymnospora e

Padina sp..

3.2. Fracionamentos dos polissacarideos sulfatados

A Figura 4 mostra o perfil cromatografico do extrato bruto obtido a partir
da primeira extracdo de PS da macroaiga P. gymnospora. Verificou-se a
presenca de seis fragbes, as quais foram eluidas com 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 14 e
1,6 M de NaCl. As fragoes eluidas com 0,5; 0,7 e 0,9 M de NaCl apresentaram
as maiores atividades metacromaticas, enquanto as eluidas com 1,2; 1,4 e 1,6
M apresentaram praticamente a metade da metacromasia das primeiras,
sendo a obtida com 1,2 M de sal a de menor atividade metacromatica. Alem
disso, a relacdo entre a metacromasia e acucar total foi também bem maior
nas primeiras fragdes, sugerindo moléculas com mais sulfatacdo por unidade

de acucar.



Absorbéancia
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—o— lletacromasia (525 nm)
—a— Dubois (490 nm)

41 51
Fragoes

Figura 4. Cromatografia em DEAE-celulose dos polissacarideos sulfatados,

extraidos da alga parda Padina gymnospora.

Com relacdo ao perfil cromatografico dos PS extraidos da espécie
Padina sp, foram obtidas apenas trés fracdes eluidas com 0,5; 0,7 e 1,2 M de
NaCl, das quais a fragdo eluida com 0,7 M de NaCl foi a que apresentou a

maior metacromasia e teor de acgucar (Figura 5). As fragdes eluidas com 1,2 e
0,5 M de NaCl apresentaram atividade metacromatica bastante semelhante,

no entanto a relagcao entre a metacromasia e o teor de acutcar foi um pouco

maior na primeira.
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—o—Nletacromasia (525nm)

—#— Dubois (490nm)

Fragées

Figura 5. Cromatografia em DEAE-celulose dos polissacarideos sulfatados

extraidos da alga parda Padina sp..

Como podemos observar, houve uma grande diferenca no
fracionamento dos PS brutos obtido das duas espécies. Resultados
semelhantes foram obtidos no fracionamento dos PS obtidos das algas verdes
C. racemosa e C. sertularioides, espécies do mesmo género cujos PS também
apresentaram perfis cromatograficos em DEAE-celulose bastante diferentes
(RODRIGUES et al., 2009; BEZERRA-NETO et al., 2008).

Rodrigues; Farias (2009) também constataram diferengas marcantes
nos perfis cromatograficos em DEAE-celulose dos PS obtidos de duas algas
marinhas vermelhas do género Halymenia (H. pseudofioresia e Halymenia sp).
As diferencas persistiram nas cromatografias dos PS obtidos de re-extragées
em ambas as espécies. As principais diferencas foram no tocante a quantidade
de fragcbes obtidas, intensidade da atividade metacromatica e na relacao
metacromasia e teor de agucar.

Os resultades do presente trabalho sugerem que os PS extraidos de
diferentes espécies do género Padina podem ser usados como ferramenta
auxiliar na identificacdo destas algas, no entanto podem existir diferencas
relacionadas a idade das algas, sendo necessarios mais estudos para extrair
PS de diferentes fases de vida da mesma espécie e avaliar seus perfis

cromatograficos em coluna de troca i6nica.
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4. CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados extraidos das duas espécies do género
Padina apresentaram perfis cromatograficos em DEAE-celulose com
diferencas marcantes no tocante a quantidade de frages obtidas, intensidade
da atividade metacromatica e na relagdo metacromasia e teor de acglcar,
confirmando que na Praia de Flecheiras existe outra espécie do Género
Padina além de P. gymnospora. No entanto, ainda sdo necessdrios mais
estudos com o objetivo de avaliar estes PS em diferentes fases de vida de

ambas as macroalgas.
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