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RESUMO :

Muitas substancias tém sido descritas como imunoestimulantes na aquicultura, dentre
estas os polissacarideos sulfatados (PS) obtidos de algas marinhas que, por definigdo, sdo
macromoléculas complexas formadas por unidades repetitivas de agucares e carregados
negativamente. Estes polimeros também sdo conhecidos por apresentar outras atividades
biolégicas, tais como antiviral, antitrombotica, anticoagulante, dentre outras. O uso de
imunoestimulantes € importante na redugdo do impacto do estresse no cultivo intensivo de
organismos aquaticos. O presente trabalho teve como objetivo purificar e avaliar a influéncia
dos polissacarideos sulfatados das macroalgas marinhas Halymenia pseudofloresia, Caulerpa
racemosa e Spatoglossum schroederii, na sobrevivéncia de nauplios de Artemia franciscana
submetidos a estresse salino. Os PS brutos foram previamente extraidos, através de digestdo
enzimatica e estes foram fracionados em uma coluna de troca i6nica de DEAE-celulose com
diferentes concentragSes de NaCl no tampdo de extragdo, sendo as fragSes monitoradas
através da atividade metacromatica e presenga de aglcar. Para avaliar o efeito
imunoestimulante sobre os natplios de A. franciscana, primeiramente, os cistos foram
incubados em um béquer de 1L com &gua salgada, iluminagdo e aeragdo constante. Apds a
eclosdo os animais foram transferidos com o auxilio de uma pipeta, para uma placa composta
por 96 pogos de 2 mL, na densidade de 10 nauplios mL™. O delineamento experimental
constou de trés tratamentos com quantidades crescentes de PS ¢ um controle sem a adigdo de
PS, com cinco repetigdes para cada tratamento. Os PS foram adicionados diretamente na dgua
no momento do estresse salino, realizado através da exposi¢do dos nauplios, durante quatro
horas, a salmoura com salinidade de 200. Ap6s este periodo, os animais vivos foram contados
e as taxas de sobrevivéncia foram transformadas para arcoseno e submetidas a uma analise de
variancia e teste t para médias com 5% de significancia estatistica. O fracionamento em
coluna de DEAE- celulose apresentou grande diferenga no perfil metacromatico entre os PS
extraidos das distintas macroalgas. As taxas de sobrevivéncia foram significativamente
superiores as obtidas no controle quando foram administradas as maiores doses, tanto para os
PS brutos como para as fragdes da H. pseudofloresia e na dose intermediaria da fragdo 0,7 M
de NaCl da macroalga C. racemosa. Porém, na macroalga S. schroederii observou-se que as
taxas de sobrevivéncia foram superiores com doses menores para os PS bruto e intermediarias
com a fragdo de 0,5M de NaCl. Assim, os nauplios de 4. franciscana apresentaram uma
maior sobrevivéncia ao estresse salino na presenga de PS bruto em doses maiores para a alga
marinha vermelha H. pseudofloresia, e para a S. schroederii quando ministrada em doses
menores. Entretanto, a macroalga marinha verde C. racemosa apresentou uma maior
resisténcia em todas as doses quando foi utilizada a fragdo 0,9 M de NaCl.

Palavras chaves: Macroalgas, resisténcia, fracionamento
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

As algas constituem um grupo diversificado de vegetais pertencentes ao grupo Protista e
podem ser encontradas em ambientes marinhos ou continentais, sendo classificadas a partir
das suas caracteristicas morfologicas ¢ fisiologicas. As algas desempenham importantes
papéis tanto no meio ambiente abastecendo os ecossistemas de alimento e oxigénio, como

também sdo riquissimas fontes de produtos naturais (BICUDQ; BICUDOQ, 1970).

As macroalgas marinhas habitam as regides costeiras dos continentes: desde o limite
da zona de maré até o fim da zona eufética, aderidas geralmente a substratos rochosos. Desta
forma apresentam uma estrutura complexa, pois possuem uma grande capacidade de
sobreviver nestes ambientes, onde estdo sujeitas, devido ao movimento das marés, a amplas

flutuagdes de temperatura, umidade, salinidade e luz.

As macroalgas sdo classificadas em quatros grandes grupos: Cyanophyta (azuis),
Chlorophyta (verdes), Phaeophyta (pardas ou marrons) e Rhodophyta (vermelhas). A divisdo
Chlorophyta se caracteriza pela présenga de filamentos, presenca de célu]ose na parede
celular, ocorréncia ou ndo de talo cenocitico, presenga de pigmentos acessorios como o0s
carotenoides, clorofilas a e b, e por possuir o amido como substéncia de reserva. As algas da
divisdo Phaeophyta se caracterizam por apresentarem grande quantidade de fucoxantina,
clorofilas a e c, conter inclusGes de alginato e fucoidana em sua parede celular celulosica e ter
a laminarina como substincia de reserva (JOLY, 1965). As algas da divisio Rhodophyta
possuem clorofila a ¢ d, pigmentos acessorios (ficobilinas), uma substdncia de reserva
denominada “amido das florideas” e a parede celular celulosica possui 4gar, carragenana ou

carbonato de calcio em algumas espécies.(BIRNER; UZUNIAN, 2006).
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1.2. Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Os carboidratos sdo moléculas organicas que apresentam o radical poliidroxialdeido ou
poliidroxicetona em sua estrutura quimica, ocorrendo em todos os seres vivos, principalmente
nos vegetais. Estes compostos cstiio divididos de acordo com o nimero de unidades de
agucares em trés classes: monossacarideos, oligossacarideos (dissacarideos e trissacarideos) e
polissacarideos (NELSON; COX, 2006). Os polissacarideos sdo constituidos por cadeias
formadas por varias unidades de monossacarideos, unidos por ligagdes glicosidicas, podendo
ser lineares ou ramificadas (LEHNINGER et al., 1995).

Nas algas marinhas, a maioria dos polissacarideos constituintes da matriz extracelular
apresenta, em sua estrutura, uma grande quantidade de grupamenté)s sulfatos, sendo
conhecidos como polissacarideos sulfatados (PS) (Figura 1), que variam de espécie para
espécie e, as vezes em diferentes partes da mesma alga (DIETRICH, 1995). A complexidade
estrutural destes compostos s¢ deve as muitas possibilidades de ligagdes entre os
monossacarideos e a distribuicjﬁé dos grupamentos sulfato (ALVES, 2000). Estes polimeros,
formados por unidades repetitivas de agucares, sdo carregados négativamente devido a
presencga destes radicais (STYER, 1996). Sendo assim, cada polissacarideo pode possuir uma
conformagcdo estrutural Unica e apresentar atividades biologicas diferentes e/ou mais potentes

do que outros polissacarideos ja descritos (ROCHA et al., 2004).

Estas moléculas sdo encontradas amplamente no tecido conjuntivo dos vertebrados e
em menor quantidade nos invertebrados (Cassaro; Dietrich, 1977), sendo também encontradas
nas algas marinhas (Painter, 1983). No entanto, ndo sdo encontradas em plantas superiores,

com excecdo das gramineas marinhas (AQUINO et al., 2005).

CHAD

Figura 1: Estrutura molecular do polissacarideo sulfatade do Fucoidan
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Sepundo Percival; Mcdowel (1967), os PS cstio presentes nas algas marinhas pardas
na forma de fucose sulfatada como a fucoidana, nas vermelhas como galactanas sulfatadas,

representadas pelo agar e carragenana e como arabino-galactanas nas algas verdes

Os polissacarideos sulfatados apresentam uma grande importincia comercial, tanto na
industria alimenticia, onde sdo utilizados na fabricagdo de sorvetes e produtos de leite
pasteurizados, devido as suas propriedades gelatinizantes e espessantes, quanto na industria
farmacéutica na formulagdo de novas drogas, ja que apresentam atividades bioldgicas, tais
como, antibacteriana (CHOTIGEAT et al., 2004), antiviral (TALARICO et al., 2005),

imunoestimulante ( ZHOU et al., 2004), entre outras.

Diversos PS encontrados nas algas marinhas ja foram estudados e caracterizados por
diferentes pesquisadores. Entretanto, os principais estudos estido geralmente centralizados nas:
fucanas e nas galactanas sulfatadas pelo fato delas apresentarem atividades anticoagulante e
antitromboética, sendo essenciais para o desenvolvimento de novas drogas visando a
substitui¢do da heparina que possﬁi varios efeitos adversos (PEREIRA et al. 1999; FARIAS et
al., 2000). '

Alguns trlabalhos relatam outros tipos de atividade biologica dos PS de algas, como a
fucoidana, extraida da alga marinha parda Fucus vesiculosus, que apresenta uma eficiente
agdo citotoxica e miotoxica contra o veneno das serpentes Bothrops asper, Cerrophidion
godemani, Atropoides nummifer e Bothreechis schlegeli (ANGULO; LOMONTE, 2003).

1.3. Atividade imunoestimulante

A agqiiicultura é um dos setores da produgdo de alimentos que se encontra em
crescimento significativo e exerce um importante papel no suprimento da demanda por
proteina de origem animal para a alimentagdo humana, além de gerar milhdes de empregos
em paises em desenvolvimento. Porém o surgimento de enfermidades nos cultivos,

principalmente as de origem viral, tem se tornado um obstaculo para a sua expansdo.
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No dccorrer dos Gltimos anos, tem crescido o interesse cientifico na investigagiio ¢
identificagdo de compostos oriundos de organismos aquéticos que apresentem atividades
biologicas, os quais tém sido empregados em varios ramos da ciéncia. Dentre estes
compostos, podemos citar os imunoestimulantes que vém sendo avaliados em pesquisas com
organismos aquaticos e tém apresentado resultados promissores, principalmente no aumento
da sobrevivéncia de crustaceos expostos a patdgenos, como parasitas, fungos, bactérias e
virus, que. afetam a producdo desses organismos € causam grandes“ perdas econdomicas
(SMITH et al., 2003).

Segundo Sakai (1999), fatores nutricionais como as vitaminas B ¢ C e hormonais,
como a prolactina, também vem sendo utilizados como imunoestimulantes para aumentar a

sobrevivéncia dos peixes ¢ camardes em situagdes adversas.

Substancias imunoestimulantes podem ser obtidas a partir de produtos naturais, como
também por sintese quimica, com base na estrutura molecular dos préprios produtos naturais.
Dentre estes compostos, muitos sdo derivados de microorganismos ou de micro e macroalgas
(CANTELLI 2009). X

Segundo Smith et al (2003), os principais compostos ativos ja descritos na literatura -
como sendo capazes de gerar imunoestimulagio em crustaceos sdo os carboidratos, tais como
B-glicanas, lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanas (PGs) e polissacarideos sulfatados
(PS).

Lima (2007) relatou a eficiéncia de um PS extraido da alga marinha parda
Spatoglossum schroederi no aumento da resisténcia de juvenis e pos-larvas do camardo

marinho Litopenaeus vannamei submetidos a diferentes condigdes de estresse.

Rodrigues (2006) demonstrou a eficacia da administragdo do PS extraido da alga
marinha vermelha Halymenia pseudofloresi na sobrevivéncia de camarles L. vannamei
submetidos a uma condi¢do de estresse causada pela suspensdo das trocas parciais de agua

durante o cultivo, sugerindo um possivel efeito imunoestimulante.

Os PS extraidos da macroalga marinha vermelha Botryocladia occidentalis foram
adicionados na ragdo de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, submetidas a reversdo
sexual, sendo observado um melhor crescimento dos individuos que receberam determinada
dose (FARIAS et al., 2004). Estes mesmos polissacarideos também aumentaram a

sobrevivéncia de juvenis do camardo Litopenaeus vannamei, infectados com o virus da
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mionecrose infecciosa (COSTA et al., 2006) e de pos-larvas da mesma espécie de camardo,

submetidas as condigdes de estresse (BARROSO et al., 2007).

Estudos demonstram que os PS de algas marinhas podem também ser utilizados para
melhorar a produgdo na aqiiicultura, prevenindo os efeitos indesejados do estresse nos
organismos aquaticos, como em ARAUJO (2006) que introduziu na alimentagdo de pos-
larvas de O. niloticus os PS da alga marinha vermelha Gracilaria caudata, resultando no
aumento da resisténcia dos peixes a condigdes estressantes causadas pela falta de oxigénio e

ma qualidade de agua.

Moreira (2007) relatou que a administragdo dos PS extraidos da microalga marinha
Dunaliella tertiolecta reduziu a mortalidade de pos-larvas e juvenis do camarfo marinho L.
vannamei havendo um aumento significativo na resisténcia das mesmas as condigdes

estressantes do cultivo.

Estudos com o extrato bruto de fucoidana extraida da alga marinha parda Sargassum
polycystum revelaram uma redugdo no impacto causado pela sindrome do virus da mancha -
branca no camardo Penaeus mohodon, ap6s a inclusdo dos PS na dieta dos bamarﬁes por via
oral. Além disso, observou-se que o polimero também foi capaz de inibir as infecgdes
causadas por Vibrio harveyi, Staphlococcus aureus e Escherichia coli e, conseqiientemente,
resultou em um aumento significativo na taxa de sobrevivéncia dos animais (CHOTIGEAT et
al., 2004).

A atividade imunoestimulante da farinha da alga marinha parda Macrocystis pyrifera
foi avaliada apos sua adigdo na ragdo para alimentag@o de camardes e apbs 25 dias de cultivo,
as dietas compostas com 15 e 20% de farinha de algas estimularam o consumo alimentar
desses animais (RIVERA et al., 2002).

Portanto a utilizagdo de PS de algas marinhas em organismos aquaticos como
possiveis imunoestimulantes é uma importante ferramenta para aumentar a resisténcia aos

patégenos e durante outras situagdes de estresse (BRICKNELL et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo purificar os polissacarideos sulfatados das
macroalgas marinhas Caulerpa racemosa, Halymenia pseudofioresi, e Spatoglossum
schroederi e avaliar os seus efeitos na resisténcia de nauplios de artémia submetidos a um

estresse salino.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1, Caracterizacio das macroalgas estudadas

A alga marinha verde Caulerpa racemosa (Figura 2A) pertence a familia
Caulerpaceae e ¢ constituida por uma porgdo estolonifera, fixada ao substrato através de
ramos rizoidais e por uma porgdo ereta de onde partem ramos curtos em forma cilindrica com
terminagGes um pouco esféricas. Na regido basal, destacam-se estoldes grossos aderidos ao
substrato por ramos finos (JOLY, 1965).

A alga parda Spatoglossum schroederi (Figura 2B) pertence a familia Dictyotaceae,
da ordem Dictyotales e apresentam ramificagles repetidamente alternadas podendo ser
dicotomicas, sub-dicotomicas ou lobadas (TAYLOR, 1960). Apresenta um talo fixado ao
substrato por massa rizoidal, ereto, folidceo em forma de fita larga com suas margens
onduladas ou serrilhadas (JOLY, 1965).

A alga marinha vermelha Halymenia pseudofioresi (Figura 2C) pertence & familia
Halymeniaceae, da ordem Halymeniales e € encontrada, em grande parte, arribada nas praias
dos mares tropicais. Esta alga apresenta um talo foliaceo, podendo ser inteiro, lobulado ou
ramificado com uma consisténcia gelatinosa ou carnosa flexivel. Sua estrutura medular
contem filamentos delgados bem separados em uma camada gelatinosa (TAYLOR, 1960).
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Figura 2: As algas marinhas Caulerpa racemosa (A), Spatoglossum schroederi (B) e Halymenia pseudofloresi
(C). Fonte: www.algaebase.com.org e arquivo pessoal de Paula Cristina W. Camargo Lima.

2.2. Obtencio dos polissacarideos sulfatados das macroalgas marinhas

Os polissacarideos sulfatados (PS) das macroalgas marinhas H. pseudofloresi
(vermelha) C. racemosa (verde) e S. schroederi (parda), coletadas nas praias de Fleicheiras e
Pacheco, Ceara. Foram obtidos do Laboratorio de Bioquimica Marinha (BIOMAR), onde os
mesmos foram previamente extraidos através de digestdo enzimatica, de acordo com
RODRIGUES (2005) para a C. racemosa, H. pseudofloresia (RODRIGUES, 2006), e para a
S. schroederi ( LIMA, 2007).

2.3. Fracionamento dos polissacarideos suilfatados em coluna de troca idnica

Os PS brutos foram submetidos a uma cromatografia de troca idnica em uma coluna
de DEAE-celulose acoplada a um coletor de frages. A coluna foi inicialmente equilibrada
com tamp3o acetato de sédio 100 mM pH 5,0 + EDTA 5 mM + cisteina 5 mM e o fluxo foi
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mantido em Iml./min, sendo coletadas fragdes de 1 ml., Em todas as cromatografias, foi
aplicada, no topo do gel, uma aliquota de 1 mL de uma solugdo de PS (1 mg/mL) e a eluigdo
da coluna realizou-se, passo a passo, com diferentes concentragdes de NaCl (0,5; 0,7; 0,9; 1,2;
1,4; 1,6; 1,8; 2,0 M) preparadas no mesmo tamp@o de equilibrio. A elui¢do dos PS da coluna
foi monitorada através da reagdo metacromatica com o azul-dimetil-dimetileno (DMB)
utilizando um espectrofotdmetro na absorbancia a 525 nm. Aeluigéo obtida foi utilizada direto

para o estresse salino.

2.4 Determinacio do teor de agiicar nas fracoes

A presenga de agucar nas fragdes coletadas da coluna de troca i6nica foi detectada de
acordo com Dubois et al. (1956). Para isso, foram adicionados 50 pL de cada fragdo em 350
uL de agua destilada, seguidos de 20 puL de fenol redestilado a 5% e 1 mL de acido sulfurico
concentrado, sendo a mistura homogeneizada em vortex e incubada por 30 minutos na
temperatura ambiente. Apds o perodo de incubagdo, a mistura. foi levada ao

espectrofotdmetro para realizar a leitura a 490 nm.

2.5 Resisténcia de nauplios de Arfemia franciscana ao estresse salino na presenca de

polissacarideos sulfatados

Para a obtengdo dos nauplios de 4. franciscana foi realizada, inicialmente, a
hidratagdo dos cistos em agua doce por 1 hora. Apds esse periodo, os cistos foram
descapsulados, durante 30 scgundos, através de um banho com hipoclorito de sédio (agua
sanitaria) em uma tela de 60 micra, sendo em seguida lavados abundantemente com agua
corrente na propria tela, até a completa eliminagdo do odor da base. Posteriormente, os cistos
foram incubados por 24 h em 4gua com salinidade 35, em um béquer de 1L com iluminagéo e
aeragdo constantes. Apbs a eclosdo, os nauplios foram transferidos, com o auxilio de uma
pipeta, para uma placa composta por 96 pogos com um volume de 2 mL, na densidade de 10

nauplios/mL. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e constou de trés
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tratamentos com quantidades crescentes de PS e um controle sem a adi¢do de PS. Para isso,
foram utilizados tanto os PS brutos, como as fragdes purificadas na cromatografia de troca
i0nica, sendo utilizadas cinco repetigoes para cada tratamento. Qs PS foram adicionados
diretamente na agua no momento do estresse salino, que foi realizado através da exposigdo
dos nauplios, a salmoura com salinidade 200 e feita a contagem dos natiplios de hora em hora,

até os natplios do controle morrerem no minimo a metade (DL 50), o qual sucedeu em quatro
horas. Apos este periodo, os animais vivos foram contados para a determinagdo das taxas de

sobrevivéncia.

2.6. Analises estatisticas

As taxas de sobrevivéncia dos nauplios expostos ao estresse salino na presenga dos PS
das algas marinhas foram transformadas para arcoseno, submetidas a uma analise de variancia
de fator tinico (ANOVA) e, no caso de diferenca significativa, ao teste t para médias com 5%

de significancia estatistica.



18

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fracionamento dos polissacarideos sulfatados em DEAE- celulose

A cromatografia em DEAE-celulose dos polissacarideos sulfatados extraidos da alga
marinha vermelha /1. pseudofloresi (Figura 3) apresentou trés fragdes cluidas nas
concentragdes de 0,7; 0,9 e 1,2 M de NaCl. Estas fragdes apresentaram um perfil
metacromatico semelhante, revelando elevadas atividades metacromaticas com maior teor de

agucar nas fragdes eluidas com 0,7 e 1,2 M de sal.

Rodrigues (2006) fracionou os PS das algas marinhas vermelhas Halymenia sp e H.
pseudofloresi, encontrando quatro e cinco fragdes, respectivamente. A quantidade de fragdes -
obtida da coluna de troca ibnica também vai depender das concentragdes de sal utilizadas na
eluicdo da coluna. Desta forma, as algas do género Halymenia apresentam elevadas
concentragdes de PS, independente da concentragiio de sal utilizada na eluicdio da coluna de

troca idnica.

Pontes (2065) purificou os PS da alga marinha vermelha Solieria filiformis em quatro
fragdes (1,2; 1,4; 1,6; 1,8 M de NaCl), também em DEAE-celulose, e observou uma elevada
presenga de aglcar nas fragdes eluidas com as maiores concentragdes de vsal (1,4, 1,0 e 1,8
M). Entretanto, Torres (2005) mostrou que o fracionamento da alga marinha vermelha
Champia feldmannii apresentou quatro picos com maiores concentragdes de agicar nas
primeiras fragdes, principalmente nas eluidas com concentragdes 0,7 e 1,2 M de NaCl, sendo

bastante semelhante ao presente trabalho.

A purifica¢do dos PS extraidos da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, cultivada
em dois meios diferentes (ambiente natural e em um sistema integrado), revelou que a alga do
ambiente natural apresentou seis fragdes eluidas nas concentragdes 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6

M de NaCl e que da alga do cultivo integrado foram obtidas apenas trés fragdes (0,5; 0,7 ¢ 1,6
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M de NaCl). No entanto, independente da origem da alga, a maior atividade metacromatica e

teor de aguicar foi sempre observada na fragéo eluida em 0,7 M de NaCl (com. pess.).
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Figura 3: Atividade metacromdtica e presenca de acicar nas fragSes obtidas no fracionamento do

extrato bruto de PS extraidos da alga marinha vermelha H. pseudofloresi em coluna de DEAE-
celulose.

Com relacéio ao fracionamento dos PS da alga marinha parda S. schroederi (Figura 4)
observou-se a presenca de apenas uma fracio eluida na concentragio de 0,5 M de NaCl, ndo
sendo obtida nenhuma outra fragcio em concentragdes mais elevadas do sal. Analisando a
relacio entre metacromasia e a presenca de agicar, podemos observar uma elevada atividade
metacromatica, sendo praticamente semelhante ao teor de agacar. Lima {2007) que fracionou
os PS desta mesma espécie e no mesmo tipo de coluna relatou um perfil metacromatico bem
diferente do encontrado no presente trabalho, sendo obtidos de trés a quatro picos,
dependendo do mimero de extragdes. Entretanto, a fragio eluida com 0,5 M de NaCl
apresentou a maior metacromasia e teor de agicar em todas as extracdes, sendo semelhante ao
resultado do presente trabalho. Podemos sugerir que essa diferenga significativa no nimero de
fragGes obtidas, possa estar relacionada com a sazonalidade, ou seja, a espécie deve ter sido
coletada em periodos diferentes o que pode ter influenciado na producdo de PS pela alga. Em
estudos anteriores com a alga S. schroederi, os PS foram fracionados por Leite et al. (1998)

através de cromatografia de troca idnica, utilizando 0,15; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 M de

NaCl. Segundo os autores, a concentracdo de agucar diferiu significativamente entre as
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fragdes, entretanto, como no presente trabalho, o pico com maior contetido de aglicar total foi
na frag8o eluida com 0.5 M de NaCl

Alencar (2007) relata que o fracionamento dos PS extraidos da alga parda marinha
Lobophora variegata resultou em seis fracSes, eluidas nas concentragdes 0,5; 0,7; 0,9; 1,2;
1,4 e 1,6M de NaCl. As maiores quantidades de agiicar e metacromasia sempre foram
observadas nas fragdes 0,5 e 0,7 M de NaCl. Nonato (2009) extraiu e purificou os PS de duas
espécies de algas marinhas pardas, Padina gymnospora ¢ Padina sp, obtendo na primeira seis
fracBes eluidas nas concentragdes 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6 M de NaCl e, na segunda,
apenas trés (0,5; 0,7 e 1,2M de NaCl). No entanto, nos dois fracionamentos, as maiores
atividades metacromaticas e teores de aglicar também foram observadas nas primeiras fragdes,
principalmente na fragao eluida com 0,5 M de NaCL

A purificag@o dos PS extraidos da alga marinha parda Sargassum filipendula resultou
em seis fragdes eluidas nas concentra¢Bes de sal de 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 ¢ 1,6 M de NaCl,
apresentando nas primeiras fragGes altos teores de agiicar ¢ metacromasia, principalmente nas
fragdes 0,5 e 0,7 M, semelhantes aos resultados do presente trabalho (com. pess.). Portanto,
podemos sugerir que os PS de algas pardas possuem pouca carga, sendo eluidos em grandes

quantidades com baixas concentragdes de sal em colunas de troca idnica.
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Figura 4: Atividade metacromatica e presenga de agiicar nas fragbes obtidas no fracionamento
do extrato bruto de PS extraidos da alga marinha parda Spatoglossum schroederi em coluna de
DEAE-celulose.
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A figura 5 mostra o perfil metacromatico e teor de agticar das fragdes obtidas no
fracionamento do extrato bruto de PS da alga marinha verde C. racemosa, onde observa-se a
presenca de cinco fracdes eluidas nas concentragdes de 0,5; 0,7;0,9; 1,2 e 1,4 M de NaCl, n3o
sendo eluida nenhuma fracio com 1,6; 1,8 € 2,0 M de NaCl. A fracdo eluida com 0,7 M de
NaCl apresentou a maior atividade metacromatica, seguida das fragdes obtidas com 0,5 e 1,2
M de sal. Na determinag@o da concentracdo de aglcar, todas as fragBes apresentaram um
baixo teor, exceto a fragdo eluida com 1,4 M de NaCl que apresentou elevado teor de acticar e
atividade metacromatica.

Rodrigues (2005) verificou no fracionamento da alga C. racemosa a presenga da
atividade metacromatica em todas as fragdes eluidas com NaCl, bem como a presenga de
acucar. Além disso, a fragdo eluida com 0,7 M de NaCl também apresentou a maior atividade
metacromatica. Semelhante ao resultado do presente trabalho que apresentou na fragio eluida
com 0,7M sua maior atividade metacromatica, porém nio foram eluidas fragdes com

concentragdes mais elevadas de sal (1,8 a 2,0 M).

Em estudos relacionados a extragio e purificagdo dos PS da alga marinha verde C.
sertularioides foram isoladas seis fragdes, eluidas da coluna de troca i6nica nas concentragdes
0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4 e 1,6 M de NaCl. Em todas as extragdes notou-se que a fra¢do eluida
com 0,9 M de sal apresentava a maior quantidade de sulfato € um baixo teor de aglcar
(BEZERRA-NETO, 2005).
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Figura 5: Atividade metacromadtica e presenca de aciicar nas fracGes obtidas no
fracionamento do extrato bruto de PS extraidos da alga marinha verde C. racemosa
em coluna de DEAE-celulose.
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3.2. Resisténcia dos nauplios de Arfemia franciscana ao estresse salino

A resisténcia dos nauplios de artémia ao estresse salino na presenga dos PS brutos e
fragdes purificadas da alga marinha vermelha H. pseudofloresi (Figura 6) ndo apresentou
diferenga do controle nas doses de 0,5 e 1,0 mg/L. No tratamento contendo a dose
intermediéria (1,0 mg/L) observou-se que a sobrevivéncia dos nauplios expostos & fragdo 0,9
M foi significativamente superior a obtida nas outras fragdes, mas ndo diferiu do controle. Por
outro lado, quando os natiplios foram expostos a maior dose dos PS (2,0 mg/L) foi observado
um aumento significativo na sobrevivéncia dos natplios, tanto com os PS brutos como com as
fragdes. As sobrevivéncias dos natplios que absorveram os PS brutos ¢ as fiagdes 0,7 ¢ 0,9 M
de NaCl nao diferiram estatisticamente entre si, mas foram significativamente superiores ao
controle e, durante a exposigdo dos mesmos a fragdo 1,2 M. Desta forma, podemos afirmar
que a resisténcia dos naiplios aumentou significativamente quando foram administradas as

doses maiores, tanto dos PS brutos como das fra¢des purificadas em DEAE-celulose.
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Figura 6: Sobrevivéncia de nduplios de artémia submetidos a estresse salino na presen¢a e auséncia dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha H. pseudofloresi. Letras maitsculas diferentes sobre as barras
indicam diferenga estatistica dos tratamentos para o controle. Letras mintisculas diferentes sobre as barras indicam
diferenga estatistica dentro dos tratamentos.
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A exposi¢do dos natplios de artémia a menor dose (0,5 mg/L) dos PS brutos da alga
marinha parda S.:schroederi (Figura 7) resultou em um significativo aumento da
sobrevivéncia, no entanto, nas maiores doses este efeito foi abolido. Por outro lado, quando os
mesmos foram expostos a fragdo 0,5 M a menor dose ndo conferiu nenhuma resisténcia ao
nauplios, enquanto na dose de 1,0 mg/L, a sobrevivéncia foi significativamente superior ao
controle e semelhante a4 observada para os PS brutos na dose mais baixa. No entanto, este
efeito foi abolido na dose mais elevada (2,0 mg/L). Desta forma, a sobrevivéncia dos nauplios
de A. franciscana apresentou os melhores resultados quando foi utilizada a menor dose dos
PS brutos, sugerindo uma dose dependente. Entretanto, para a fragdo 0,5 M verificou-se a

existéncia de uma dose 6tima (1,0 mg/L) para um significativo aumento da sobrevivéncia dos
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Figura 7: Sobrevivéncia de nduplios de artémia submetidos a estresse salino na presenga ¢ auséncia dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha parda S. schroederi. Letras maitsculas diferentes sobre as
barras indicam diferenga estatistica dos tratamentos para o controle. Letras minusculas diferentes sobre as
barras indicam diferenca estatistica dentro dos tratamentos.
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A administragdo dos PS da alga marinha verde C. racemosa (Figura 8) na dose de 0,5
mg/L de uma maneira geral n3o diferiu do controle, com excegdo das ﬁ'ag:c”)és 0,7 e 0,9 M.
Observou-se ainda que, nesta dose, a éxposig:ﬁo a fragdo 0,9 M resultou numa sobrevivéncia
significativamente superior quando comparada a observada na administragio da fragdo 0,7 M
que, por sua vez, ndo diferiu do controle. Quando os PS desta espécie foram administrados na
dose intermediaria de 1,0 mg/L, observamos que somente a sobrevivéncia dos natplios
expostos a fragdo 1,4 M ndo diferiu do controle. Neste caso, a exposi¢do aos PS brutos e a
fracdo 0,9 M também foram superiores aos efeitos positivos das outras fré.gc”)es. Mas foi na
exposi¢do a fragdo 0,9 M que se observou a mais elevada taxa de sobrevivéncia. Nos
tratamentos em que foram administradas as doses mais elevadas de PS (2,0 mg/L) observou-
se que apenas os PS brutos e as fragdes 0,5 e 0,9 M continuaram a conferir resisténcia apos o
estresse salino. Os nauplios expostos aos PS brutos e a fragdo 0,9 M apresentaram as maiores
taxas de sobrevivéncia, ou seja, uma maior resisténcia apods o estresse salino e ambas ndo
diferiram estatisticamente entre si. Nd entanto, pode-se observar uma redugdo no efeito
positivo da fragdo 0,9 M, enquanto o efeito foi aumentado quando se utilizou os PS brutos
nesta maior dosagem. Assim, podemos afirmar que as maiores taxas de sobrevivéncia foram
obtidas ap6s a administragdo dos PS brutos e da fragdo 0,9 M, porém o aumento da dose para
2,0 mg/L resultou na redugdo do efeito positivo da fragdo o que ndo ocorreu no caso dos PS

brutos que teve seu efeito aumentado.
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Figura 8: Sobrevivéncia de nduplios de artémia submetidos a estresse salino na presenca e auséncia dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha verde C. racemosa. Letras maitsculas diferentes sobre as barras
indicam diferenca estatistica dos tratamentos para o controle. Letras mimisculas diferentes sobre as barras
indicam diferenga estatistica dentro dos tratamentos.
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Estudos envolvendo imunoestimulantes na aquicultura se traduzem como a melhor
ferramenta para aumentar a sobrevivéncia de camardes (AZAD et al., 2005). O uso de
polissacarideos sulfatados em cultivos experimentais vem reduzindo o estresse sofrido por
peixes e camardes. Barroso et al. (2007) observaram que pos-larvas do camardo marinho L.
vannamei imersas em determinada concentragdo dos PS brutos da alga marinha vermelha B.
occidentalis ficaram mais resistentes ao manejo, aumentando a taxa de sobrevivéncia no final
do experimento. A administragdo de 1,0 mg/L dos PS brutos extraidos da alga marinha
vermelha G. birdeae, proveniente do ambiente natural, a natplios de artémia submetidos a um
estresse salino resultou em um significativo aumento da sobrevivéncia dos mesmos. No
entanto, quando foram utilizados os PS extraidos da mesma alga submetida a um cultivo
integrado no laboratorio, o mesmo efeito s6 foi observado com a duplicagdo da dose para 2,0

mg/L (com. pess.).

Rodrigues (2006) relatou um aumento significativo na sobrevivéncia de camardes L.
vannamei submetidos a um banho de imersdo com 1,0 mg/L dos PS brutos da alga H.
pseudofloresi durante o periodo de estresse realizado através da supressdo da renovagdo da

agua dos cultivos.

De acordo com Rodrigues et al. (2009), a adigdo de diferentes doses de PS brutos
extraidos da alga marinha parda Lobophora variegata na agua de éultivo de alevinos
revertidos de tilapia (Oreochromis niloticus), submetidos a diferentes salinidades, ndo
surtiram efeitos na taxa de sobrevivéncia dos animais. Aragjo (2006) administrou os PS
brutos extraidos da alga marinha vermelha Gracilaria caudata em pés-larvas de tilapias O.
niloticus submetidas & reversdo sexual e observou que os peixes apresentaram maior

sobrevivéncia quando expostos a dosagem de 1,0 mg/ L.

Alguns trabalhos relatam a eficiéncia da administragdo dos PS extraidos das algas
marinhas no aumento da resisténcia dos camardes em situagdes de estresse ou de
contaminagdo por patdgenos, sendo, mais uma ferramenta na prevengio de doengas
infecciosas. De acordo com Chotigeat et al. (2004), ap6s a administrag@o oral do fucoidam
extraido da alga parda Sargassum polycystium, foi verificado um aumento da sobrevivéncia
do camardo negro Penaeus monodon infectado pelo virus causador da mancha branca
(WSSV). Maiores taxas de sobrevivéncia também foram observadas por Huang et al. (2006)
em camardes Fenneropenaeus chinensis, infectados pela bactéria Vibrio harveyi, quando

alimentados com dietas suplementadas com estes mesmos PS. Fu et al. (2007) utilizaram
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diferentes vias (oral, imersdo e injegdo) para administrar os PS da alga marinha vermelha
Gelidium amansii em camardes L. vannamei infectados com a bactéria Vibrio alginolyticus. A
administragdo por via oral resultou no melhor resultado contra a infecgdo pelo patdgeno. Lima
(2007) relatou que administragdo dos PS da alga parda S. schroederi a juvenis de L.
vannamei, via imersdo, resultou em uma maior resisténcia dos animais no tratamento com a

dose de 2,0 mg/L.

Segundo Tinman et al. (2000), hibridos de tilapia (0. aureus x O. niloticus) infectados
com Streplococcus difficile ¢ alimentados com ragdo suplementada com peptidco glucano, nas
doses mais baixas, apresentaram uma melhor sobrevivéncia. Itami et al. (1998) relatou que o
uso de polissacarideos ndo sulfatados, como os B-glucanos, também ¢é capaz de reduzir o
estresse em camardes, Penaeus japonicus, em diversas fases de crescimento. Os autores
observaram um aumento significativo nas taxas de sobrevivéncia dos camardes quando o
glucano foi administrado por um periodo mais prolongado. Park; Jong (1996) administrou, via
oral, B-glucanos em tilapias, O. ni/olicus, melhorando a taxa de crescimento em relagdo ao
controle sem a presenga do polissacarideo. De acordo com Farias et al. (2004) a incorporagdo
das D-galactanas sulfatadas obtidas da aiga marinha vermelha B. occidentalis na ragdo de
tilapias do Nilo, durante o processo da reversio sexual utilizando alta densidade de estocagem
como fator estressante, resultou em um aumento significativo no peso dos peixes quando foi
administrada a dose de 0,1mg/L. De acordo com Cantelle (2009) que avaliou o efeito dos PS
da macroalga Gracilaria birdiae incorporados na ragdo de camardes L. vannamei infectados
com o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), foi observado um aumento significativo

.

no consumo alimentar, resultando no aumento de peso dos camardes.

Alguns trabalhos relatam também um efeito positivo na administragdo de PS extraidos
de microalgas. Moreira (2010), apés avaliar o efeito dos PS’s extraidos da microalga
Dunaliella tertiolecta como imunoestimulante em juvenis e pos-larvas do camardo marinho L.
vannameli, evidenciou maiores valores na taxa de sobrevivéncia das pds-larvas administradas
com as doses menores (0,5 mg/L), enquanto para os juvenis o melhor efeito foi observado na
dose maior (2,0 mg/L) aumentando, portanto, a resisténcia dos animais. O efeito
imunoestimulante da administragdo da microalga Spirulina plantesis, nAa‘ dieta de carpas
comuns, C. carpio, ja foi comprovado através de um aumento das defesas ndo especificas dos

animais (WATANUKI et al., 2006).



27

Diante do exposto, a utilizagdo de nauplios de artémia em ensaios para avaliar o efeito
de PS de algas marinhas na resisténcia ao estresse ¢ uma maneira pratica e rapida de
selecionar espécies Que produzem moléculas com maior potencial para o uso na aqiiicultura,
ja que a utilizagdo de animais adultos € sempre mais trabalhosa e requer mais espago, pois o
nimero de réplicas é fundamental para a aplicagdo de uma boa andlise estatistica. Os
resultados mostraram que os PS sdio capazes de aumentar a resisténcia destes animais. Este
feito é diferente quando se usa polimeros extraidos de algas diferentes. Além disso,
dependendo da espécie, o efeito pode ser melhor com os PS brutos e/ou com as fragdes
purificadas. A utilizagdo de placas com pogos de 2 mL e nauplios de artémia permitem,
mesmo em pequena escala, utilizar um bom nimero de repeti¢des e, conseqiientemente, obter

resultados mais confiaveis.
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4. CONCLUSAOQ

Apos a realizagdo deste trabalho, conclui-se que a utilizagdo da coluna de DEAE-
celulose foi eficiente na separagdo de diferentes fracGes presentes no extrato bruto de

polissacarideos sulfatados extraidos de macroalgas marinhas.

Em relagdo a taxa de sobrevivéncia dos nauplios submetidos ao estresse salino, o
efeito protetor da adigdo dos PS das macroalgas sugere possiveis resultados de
imunoestimulag@o, os quais dependem da espécie utilizada, da dose administrada e também

do grau de purificagdo destas moléculas.



29

5. REFERENCIAS

ALENCAR, D. B. Extragio, purificacio e atividade anticoagulante de polissacarideos
sulfatados da alga marinha parda Lobophora Variegata. 2007. Monografia (Graduagio em

FEngenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2007,

ALVES, L. G. Polissacarideos dcidos presentes no foliolo, talo e flutuador da alga
marinha Sargassum vulgare. 2000. Dissertagdo (Programa de Pos-graduagio em
Bioquimica) Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, 2000.

ANGULO, Y.; LOMONTE, B. Inhibitory effect of fucoidan on the activities of crotaline
snake venom myotoxic phospholipases A(2). Biochemical Pharmacology, Oxford, v.66,
n.10, p. 1993-2000, Nov 2003.

AQUINO, R.S; LANDEIRA-FERNANDEZ, A M; VALENTE, A.P; ANDRADE, L.R;
MOURAO, P.A.S. Occurence of sulfated galactans in marine angiosperms: evolutionary

implications. Glycobielogy, Cary, v.15, n.1, p. 11-20, jan 2005.

ARAUIJO, G. S. Efeito imunoestimulante dos polissacarideos sulfatados da alga marinha
vermelha Gracilaria caudata na reversao sexual de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1766) em condi¢des adversas. 2006. Dissertagdo (Pos-graduacdo em Engenharia

de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2006.

AZAD, 1.S.; PANIGRAHI, A.; GOPAL,C.; PAULPANDI, S.; MAHIMA, C.;
RAVICHANDRAN; P. Routes of immunostimulantion vis-a- vis survival and growth of
Penaeus monodon postlavae. Aquaculture, v.248, p.227-234, 2005. |

BARROSO, F.E.C.; RODRIDUES, J.A.G.; TORRES, V.M.; SAMPAIO, A H.; FARIAS,
W.R.L. Efeito do polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha Botryocladia
occidentalis nas pos-larvas do camardo Litopenaeus vannamei. Revista Ciéncia

Agrondomica, Fortaleza, v.38, n.1, p.58-63, Mar 2007.



30

BEZERRA-NETO, J.T.B. Extracéo, fracionamento, purificacido e atividade biolégica dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha verde Caulerpa sertularioides. Monografia

(Graduagio em Engenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2005.

BICUDO, C. E. M,; BICUDO, R. M. T. Algas de aguas continentais brasileiras. p. 228,
1970.

BIRNES, E.; UZUNIAN, A. Reino protista: protozoarios, algas, mixomicetos e oomicetos.
In: . Biologia II. 3° ed. SaoPaulo: Harbra, 2005, p. 103-114.

BRINCKNELL, I.; DALMO, R.A. The use of immunostimulants in fish larval aquaculture.
Fish & Shellfish Immunology, London, v.19, n.5, p. 457-472, nov 2005.

CANTELLL, L. Avaliacéio do efeito de polissacarideos sulfatados da macroalga Gracilaria
birdiae sobre as condi¢ées de imunocompeténcia de camardes Lifopenaues vannamei
infectados com o virus da sindromeda mancha branca (WSSV). 2007. Dissertagdo (Pos-

graduagdo em Aquicultura), Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2007.

CASSARO, CMF.; DIETRICH, C.P. Distribution of sulfated mucopolysaccharides in
invertebrades. Jounal of Biological Chermistry, Bethesda, v.252, n.7, p.2254-2261, 1977.

CHOTIGEAT, W.; TONGSUPA, S.; SUPAMATAYA, K.; PHONGDARA, A. Effect of
fucoidan on disease resistance of black tiger shrimp. Aquaculture, Amsterdam, v.233, p.23-

30, 2004.

COSTA, F.HF.; FARIAS, WR L.; SAMPAIO, A H.; SAKER-SAMPAIO, S. ROCHA, I.R.
C.B.; PONTES, G.C; SILVA, CM,; SILVA-NETO, J.F; SILVA, F.L.S.; NUNES, E.V.;
SOUZA, A LF.; LIMA-JUNIOR, T.B. Enhancement of disease resistance against infectious
myonecrosis virus (IMNV) of Pacific white shrimp Lifopenaeus vannamei vby sulfated

polysaccharide extracts from the red seaweeds Botryocladia occidentalis and Solieria

filiformis. In: FEIRA NACIONAL DE CAMARAO, 2006. 1 CD-ROOM.

DIETRICH, C.P.; FARIAS, G.GM.; ABREU, LR.D.; LEITE, E.L.; SILVA, L.F.; NADER,
H.B.; A new approach for characterization of polysaccharides from algae: Presence of four
main acidic polysaccharides in three species of the class Phaeophycea. Plant Science, v.108,

p.143-153, 1995.



31

DUBOIS, M.; GILLES, K.A.; HAMILTON, J.J.; REBERS, P.A.; SMITH, F. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical chermistry,
Washington, v.28, n.3, p.350-356, 1956.

FARIAS, W.R.L.; REBOUCAS, H.J.; TORRES, V.M.; RODRIGUES, J.A.G.; PONTES,
G.C; SILVA, F.H.O.; SAMPAIO, A H. Enhancement of growth in tilapia larvae
(Oreochromis niloticus) by sulfated D-galactans extracted from the red marine algae
Botryocladia occidentalis. Revista Ciéncia Agronémica, v.35, Numero Espccial, p. 189-195,

Out 2004.

FARIAS, W.R L.; VALENTE, A.P.; PEREIRA, M.S.; MOURAO, P.A.S. Structure and
Anticoagulant Activity of Sulfated Galactans. Isolation of a unique sulfated galactan from the

red algae Botryocladia occidentalis and comparision of its anticoagulant action with that of
sulfated galactans. The Journal of Biological Chemistry, v. 275, n° 88, p. 29299-29307,
2000.

FU, Y.W.; HOU, W.Y ; YEH, S.T.; LI, C.H.; CHEN, J.C.; The immunoestimulatory effects
of hot-water extract of Gelidium amansii via immersion, injection and dietary administration
on shrimp Litopenaeus vannamei and its resistance against Vibrio alginolyticus. Fish &

Shellfish Immunology. v.22, n.6, p.673-685, 2007.

ITAMI, T; ASANO, M; TOKUSHIGE, K; KUBONO,K; NAKAGAWA, A; TAKENO, N;
NISHIMURA, H; MAEDA, M; KONDO, M; TAKAHASHI, Y. Enhancement of disease
resistance of kuruma shrimp, Penaeus japonicus, after oral administration of peptidoglycan
derived from Bifidobacterium trermophilum. Aquaculture. Amsterddm, v. 164, p. 277-288,
1998. ' '

JOLY, A.B. Flora marinha do litoral norte do estado de Sio Paulo e regioes

circuvizinhas. Sio Paulo, 1965.

LEHNINGER, A.L.; NELSON, D.L.; COX, M. M. Principios da bioquimica. 2° ed. Sdo

Paulo: Sanvier, 1995.

LEITE, E.L; MEDEIROS, M.G.L; ROCHA, H AO; FARIAS, G.G.M; SILVA, L F;
CHAVANTE, SF; ABREU, L.D; DIETRICH, C.P; NADER, H.B. Structure and
pharmacological activites of a sulfatedxycofucoglucuronan from the alga Spatoglossum

schroederi. Plant science, v. 132, p.215-228, 1998.



32

LIMA, P. C. W. de C. Efeito da administracio dos polissacarideos sulfatados extraidos da
alga marinha parda Spatoglossum schroederi em juvenis e pos-larvas do camario
Litopenaeus vannamei. 2007. Dissertagio (Pos-graduagdo em Engenharia de Pesca),

Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2007.

MOREIRA, R. T. Avaliagiio do efeito dos polissacarideos sulfatados extraidos da
microalga Dunaliella tertiolecta como imunoestimulante em juvenis de camariio
litopenaeus vannamei. 2010. Dissertagdo (Pos-graduagdo em Engenharia de Pesca,

Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2010.

NONATO JUNIOR, R. Utiliza¢io dos polissacarideos sulfatados extraidos de macroalgas
do género Padina (ADANSON, 1763) como ferramenta de diferenciacio de espécies.
Monografia (Graduagido em Engenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,
2009. | |

OLIVEIRA, M. A. C. Cultivo da microalga Dunaliella sp. em laboratorio: extragio e
purificacfio de polissacarideo sulfatados. Monografia (Graduagao em Engenharia de Pesca),

Universidade Federal do Ceara, Foftéleza,2007.

PAINTER, T. J. Algal polysaccharides. In: .The polysaccharides. New York:
Academic Press, v.2, 1983, p. 195,

PARK, H.H; JEONG, H.D. Enhaced resistence against Edwardsiella tarda in tilapia (O.
niloticus) by administration of protein-bound polysaccharidae. Aquaculture, Amsterdam, v.

143, n.3, p. 135-143, 1996.

PERCIVAL, E.; MCDOWELL, R. H.:Chemistry and Enzymology of Marine Algal
Polysacchrides. New York: Academic Press, 1967.

PEREIRA, M.S., MULLOY, B., MOURAO, P.A.S. Structure and anticoagulant activity of
sulfated fucan: comparison between the regular, repetitive, and linear fucans from
echinoderms with the more heterogeneous and branched polymers from brown algae. Journal

of Biological Chemistry, Bethesda, v. 274, n. 12, p. 7656-7667, Mar 1999.



33

PONTES, G. C. Extragiio, fracionamento, purificagiio e atividade biolégica dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria filiformis. Monografia

(Graduagdo em Engenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2005.

RAVEN, P.H; EVERT, R.F; EICHHORN, S. E. Protista II: Heterocontas e algas verdes.
In: . Biologia Vegetal. 6° ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001, ‘p.3 56-383.

ROCHA, H.A.O.; FARIAS, EH.C.; BEZERRA, L.C.L.M.; ALBUQUERQUE, IRL.;
MEDEIROS, V.P.; QUEIROZ, K.C.S.; LEITE, E.L. Polissacarideos sulfatados de algas

marinhas com atividade anticoagulante. Infarma, v.16 , n.1, p.82-87, 2004.

RODRIGUES, J.A.G. Atividade anticoagulante de galactanas sulfatadas de algas
marinhas vermelhas do género Halymenia e seu efeito imunoestimulante no camario
marinho Litopenaeus vannamei. 2006. Dissertaq;ﬁo (Pos-graduagdo em Engenharia de

Pesca), Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2006.

RODRIGUES, J.A.G.; SOUSA, J. J.; LIMA, P.C.W.C.; LOURENCO, J.A.; FARIAS, W.R.L.
Cultivo de camardes tratados com polissacarideos sulfatados da rodoficea Halymenia
pseudofloresia mediante estratégia profilatica. Revista Ciéncia Agronémica, v.40, n.1, p.71-

78, 2009.

SAKAI M. Current research status of fish imunoestimulants. Aquaculture, Amsterdam,
v: 172, 0.1, p63-92. 1999

SMITH, V.J.; BROWN, J.H.; HAUTON, C. Imunostimulantion in crustaceans: does it really
protect against infection. Fish & Shellfish Immunology, v.15, n.1, p.71-90, 2003.

SOARES, N.N. Cultivo da microalga marinha tetraselmis gracilis em laboratério.
Extracio e purificagio de polissacarideos sulfatados. Monografia (Graduagdo em

Engenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2007.
STYER, L. Bioquimica. 4° ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1996.

TALARICO,L.B.; PUJOL, C.A.; ZIBETTL, R.GM.; FARIA, P.C.S; NOSEDFA, M.D
DAMONTE, E.B. The antiviral activity of sulfated polysaccharides against dengue virus is
dependent on virus serotype and host cell. Antiviral research, Amsterdam, v.66, n. 2-3, p.

103-110, Jun 2005. .



34

TAYLOR, W.R. Marine algac of the ¢astern tropical and subtropical coasts of the
Americas. The University of Michigan Press, 1960.

TINMAN, S; KELVIN, F; CARVALHO-FILHO, 1. Effect of long-term oral administration of
peptidoglucan ( PG- Ajinomoto product) on growth rate and imunoestimulation response of
hybrid tilapia (O. aureus X O. niloticus). International Symposium on Til4pia

Aquaculture. Rio de Janeiro, v.2, p. 524-532, 2000.

TORRES, V. M. Extracio, fracionamento, purificacio e atividade biologica dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Champia feldmannii. Monografia

(Graduagdo em Engenharia de Pesca), Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2005.

WATANUKI, H; OTA, K; MALINA, A.C; TASSAKKA, AR; TAKO, T; SAKAI M.
Imunnoestimulant effects of dietary S[)irzllitla platensis carp Cyprinus carpio. Aquaculture.

2006.

ZHOU, G.; SUN, Y.; XIN, H.; ZHANG, Y.; LI, Z.; XU, Z. In vivo antitumor and
immunomodulation activities of different molecular weight lambda-carrageenans from

Chondrus ocellatus. Pharmacological Research, London, v. 50, n. 1, p. 47-53, Jul 2004.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33

