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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo isolar os polissacarideos de trés
espécies de microalgas marinhas, determinar sua estrutura quimica e avaliar
sua atividade biolégica. As espécies estudadas, Tetraselmis gracilis, Isochrysis
galbana e Thalassiosira fluviatilis pertencem a trés diferentes divisdes
taxondmicas, Chlorophyta, Prymnesiophyta e Ochrophyta, respectivamente, e
sdo cultivaveis em grande escala. Inicialmente, a biomassa microalgal das trés
espécies foi isolada do meio de cultivo através de centrifugagao e liofilizada.
Para obtencdo dos polissacarideos, as biomassas secas de T. gracilis e |I.
galbana foram submetidas a extragdes aquosas e alcalinas (NaOH 0,5 M)
sequenciais, a 80 °C por 2 h. Ja a diatomacea T. fluviatilis foi submetida a
extragao acida (H,SO4 0,05 M), a 60 °C por 10 min. As analises quimicas e
espectroscopicas para determinacao da estrutura quimica, permitem inferir que
os polimeros extraidos de T. gracilis, tanto por extracdo aquosa (TEQ) (10,7%
de rendimento) como alcalina (TEL) (54,6% de rendimento) s&o constituidos
por uma a-glucana (1->4) ligada, com pontos de ramificagdo em C-6 a cada 5
unidades em TEQ e a cada 8 em TEL, caracterizando uma amilopectina. O
extrato aquoso da espécie I. galbana (IAQ) apresentou maior rendimento
(29,8%) e maior teor de carboidrato (70,9%), quando comparado ao alcalino
(IAL) (6,7% de rendimento), com alto teor de proteina. A fim de purificar a
amostra, IAQ foi submetido a ultrafiltragdo em membrana de 0,1 um, dando
origem a fracdo IAQ-e (eluida) e IAQ-r (retida). A fracdo IAQ-e (75% de
rendimento) apresentou-se homogénea, com massa molecular de 18,8 kDa.
Analises desta fracdo permitiram identificar que a microalga /. galbana sintetiza
uma B-glucana ramificada com cadeia principal formada por unidades de B-D-
glucose (1->6)-ligadas. Metade destas unidades esta ramificada em C-3, tanto
por unidades simples de B-glucose como por dissacarideos B-(1->3) ligados. A
extragdo acida da biomassa de T. fluviatilis deu origem a fragdo TAC (22,7% de
rendimento). Este polissacarideo foi dialisado em agua Mili-Q e submetido a
ultrafiltracdo em membrana de 0,1 pym para obtencdo de uma molécula
homogénea, eluida, denominada TAC-e (79% de rendimento), com 11,7 kDa
de massa molecular. Analises desta fragdo indicaram que T. fluviatilis sintetiza
uma B-glucana (1->3) ligada, com baixo grau de ramificagdo em C-6 (4,5%),
por unidades simples de glucose, e pequena quantidade de unidades (1->4)
ligadas (4,6%). Os polissacarideos foram testados quanto a sua atividade
imunomodulatéria, através da ativagdo da capacidade fagocitica em
macréfagos RAW 264,7, incubados com leveduras. As a-glucanas (TEQ e TEL)
nao apresentaram aumento significativo na atividade fagocitica dos
macrofagos, quando comparadas ao controle negativo. Porém, as B-glucanas
(IAQ e TAC) aumentaram significativamente a capacidade fagocitica dos
macréfagos, mesmo nhas concentragdes mais baixas (0,1 e 0,5 ug.mL”,
respectivamente). O polissacarideo sintetizado pela diatomacea T. fluvialis
(TAC) apresentou maior ativagdo. Isto demonstra o potencial uso das [-
glucanas extraidas de microalgas marinhas como modificadores de resposta
bioldgica.

Palavras-chave: Microalgas marinhas, polissacarideos, atividade
imunomodulatéria.
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ABSTRACT

This study aimed to isolate the polysaccharides of three species of marine
microalgae, to determine their chemical structure and evaluate its biological
activity. The species studied, Tetraselmis gracilis, Isochrysis galbana and
Thalassiosira fluviatilis belong to three different taxa, Chlorophyta,
Prymnesiophyta and Ochrophyta, respectively, and are cultivated on a large
scale. Initially, the microalgal biomass was isolated from the culture medium by
centrifugation and lyophilized. To obtain the polysaccharides, the dry biomass
of T. gracilis and I. galbana were submitted first to aqueous extractions and
after to alkaline (NaOH 0.5 M), at 80 °C for 2 h. The diatom T. fluviatilis was
subjected to acid extraction (0.05 M H,SOQy), at 60 °C for 10 min. The chemical
and spectroscopic analysis indicated that both the aqueous (TEQ) (10.7 %
yield) and the alkaline (TEL) (54.6% yield) of T. gracilis are formed by a-glucan
(1->4) linked, characterized by amylopectin. The aqueous extract of the species
I. galbana (IAQ) had the highest yield (29.8%) and the highest contend of
carbohydrates (70.9 %) when compared to alkaline (IAL) (6.7 % yield), with high
protein content. In order to purify the sample, IAQ fraction was submitted to
ultrafiltration through a 0.1 um cut-off membrane giving rise to the fractions IAQ-
e (eluted) and IAQ-r (retained). Fraction IAQ-e (75% yield) appeared
homogeneous with molecular weight of 18.8 kDa. Analysis of this fraction
allowed to identify that the microalgae I. galbana synthesizes a [(-glucan
branched, with backbone formed by units of B-(1->6)-linked. Half of these units
are branched in C-3, by single units of glucose and by disaccharides B-(1->3)
linked. The acid extraction of the biomass of T. fluviatilis led to TAC fraction
(22.7 % vyield). This polymer was dialyzed in Milli-Q water and subjected to
ultrafiltration through a 0.1 um cut-off membrane, to obtain a homogeneous
molecule, eluted, called TAC-e (79 % yield) with 11.7 kDa of molecular weight.
Analysis of this fraction indicated that T. fluviatilis synthesizes a p-glucan (1->3)
with low degree of branching at C-6 (4.5%) for single units of glucose and small
amount of units (12>4) linked in the main chain (4.6%). The polysaccharides
were evaluated for their immunomodulatory activity through the activation of
phagocytic capacity in macrophages RAW 264.7, incubated with yeast. The a-
glucans (TEQ and TEL) showed no significant increase in phagocytic activity of
macrophages, when compared to negative control. However, the -glucan (IAQ
and TAC) showed significantly increased the phagocytic capacity of
macrophages. The polysaccharide synthesized by the diatom T. fluvialis (TAC)
showed greater activation. This demonstrates the potential use of B-glucans
extracted from marine microalgae as biological response modifiers.

Key words: Marine microalage, polysaccharides, immunomodulatory activity.
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1 INTRODUGAO

As microalgas constituem um grupo de organismos microscopios
fotossintetizantes com ampla distribuicdo no globo terrestre e elevada
relevancia ecolégica (DERNER, et al, 2006). Possuem diversos usos e
aplicagbes sob diferentes areas da ciéncia (PULZ e GROSS, 2004).

Dentro das diversas aplicagdes biotecnoldgicas que possuem e que tém
sido intensamente exploradas pelo homem, suprir as necessidades da
aquicultura, como fonte alimentar para larvicultura, de uma gama de
organismos aquaticos, pertencentes aos mais variados grupos zoologicos, é a
que fornece o maior impulso para o desenvolvimento e aperfeicoamento do
cultivo destes microorganismos (SPOLAORE et al., 2006). A medida que a
variedade de aplicagbes cresce, impulsiona ainda mais as pesquisas nesta
area.

A riqueza e a diversidade de espécies de microalgas presentes no
ambiente aquatico fazem com que seja grande a variedade de compostos
quimicos que podem ser extraidos desses organismos (PULZ e GROSS, 2004;
LOURENCO, 2006). Dentre estes produtos naturais, poucos sdo os estudos
que identificam os polissacarideos de microalgas, principalmente no que diz
respeito a sua estrutura quimica fina, como tipo de ligacbes e grau de
ramificagbes. Fatores que variam entre os diferentes grupos de microalgas e
que podem influenciar as atividades biolégicas de interesse destes compostos.

Assim, considerando a escassez de estudos sobre a estrutura fina dos
polissacarideos biossintetizados por microalgas marinhas, a grande
biodiversidade e importdncia ecologica destes microorganismos e a
bioatividade que estes compostos podem possuir, a analise da estrutura e da
atividade biologica destes polissacarideos pode representar uma nova

alternativa para a utilizagdo desta biomassa.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS MARINHAS: Aspectos Gerais

Embora o termo “microalgas”, assim como “algas”, seja desprovido de
valor taxondmico (DERNER, et al., 2006), é bastante difundido e engloba
microorganismos algais que possuem clorofila ou outros pigmentos
fotossintéticos. Microalgas sdo microorganismos heterogéneos, microscépicos,
unicelulares, coloniais ou filamentosos, coloridos e fotoautotréficos, podendo
ser procarioticos ou eucariodticos (OLAIZOLA, 2003). Podem viver associadas
ao fundo marinho, conhecidas como microalgas bentdnicas, ou suspensas na
coluna d’agua, constituindo o fitoplancton (LOURENCO, 2006).

O fitoplancton, componente fotoautotréfico do plancton, € o principal
produtor primario dos oceanos, fixando, pela atividade fotossintética na zona
eufética, a matéria organica que permitira o funcionamento da quase totalidade
das teias alimentares marinhas (YONEDA, 1999; BORGES et al., 2007).
Calcula-se que seja responsavel por pelo menos 90% da produgao primaria
marinha global (LOURENCO, 2006).

Este grupo diversificado de organismos merece destaque por apresentar
elevada importancia bio-histérica, sendo os responsaveis pela estruturacédo da
atmosfera terrestre, por sua importancia ecologica e por sua importancia
econdmica, com uso diversificado em varios paises do mundo e numerosas
aplicagbes comerciais (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; BORGES et al.,
2007).

2.2 BIOTECNOLOGIA DE MICROALGAS

A partir da década de 1950 as microalgas comegaram a ser utilizadas
como fonte de alimento e de substancias biologicamente ativas. Em 1960 seu
uso foi levado a escala comercial com o género Chlorella e a partir de 1970 as
microalgas foram destinadas a aquicultura, além de outros fins biotecnoldgicos
(SPOLAORE et al., 2006). As microalgas possuem aplicacdes biotecnoldgicas

em distintas areas, podendo ser utilizada tanto a biomassa algal, seca ou



Umida, para nutricdo humana e animal, aquicultura e industrias de
biofertilizantes, como os produtos extraidos dela (PULZ e GROSS, 2004).

Para suprir as necessidades comerciais, o cultivo de microalgas esta
crescendo gradativamente no mundo inteiro, e tem sido realizado em larga
escala, em sistemas fechados de producdo fotossintética de biomassa,
denominados fotobiorreatores; sistemas fechados de produgdo por nutricdo
heterotrofica, denominados fermentadores; ou em tanques, sistemas chamados
“abertos” (LOURENCO, 2006). Estes microorganismos podem ser
considerados relativamente de facil cultivo, apresentando rapido crescimento e
tolerancia a fatores extremos (BORGES et al., 2007).

Na alimentacdo humana e animal, as microalgas representam uma fonte
suplementar de proteinas, carboidratos, acidos graxos de elevada importancia,
como os da familia 6mega 3 e dmega 6, pigmentos naturais, como os
carotendides, vitaminas, entre outras substéncias capazes de enriquecer o
valor nutricional dos alimentos e produzir efeitos promotores de saude como
melhora nas respostas imunes, fertiidade e melhor controle de peso
(SPOLAORE et al., 2006; DERNER et al., 2006). As microalgas apresentam
ainda atividades probioticas e imunomodulatérias, além de respostas de
melhora na saude e aparéncia externa dos animais (PULZ e GROSS, 2004;
SPOLAORE et al., 2006). Para as plantas, as microalgas podem ser utilizadas
como biofertilizantes, auxiliando na fixagdo do N; e na regulacdo do
crescimento, promovendo a germinacao e floracdo (PULZ e GROSS, 2004).

Algumas espécies podem ser utilizadas na obtengdo de compostos de
interesse para industrias de alimentos, quimica e farmacéutica (DERNER et al.,
2006). Entre os extratos da biomassa algal utilizados para estes fins,
encontram-se os acidos graxos poliinsaturados, os polissacarideos, pigmentos
carotendides e toxinas liberadas durante as floragdes, com valores terapéuticos
ainda nao totalmente identificados (PULZ e GROSS, 2004). Extratos
microalgais também podem ser encontrados em produtos para a pele, como
cremes anti-idade, refrescantes ou regenerativos (SPOLAORE et al., 2006).
Devido a altas quantidades de O, a que ficam expostas, e, portanto, ao
estresse oxidativo em que estdo sujeitas, as microalgas também podem

produzir compostos antioxidantes para propria defesa (PULZ e GROSS, 2004).



A biotecnologia de microalgas também demonstra versatilidade em
outros setores, podendo ser aplicadas no tratamento de aguas residuais devido
a sua capacidade de biorremediagdo, ou seja, de retirar do meio aquoso alguns
elementos quimicos, especialmente ions metalicos e compostos organicos
(VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; BERTOLDI et al., 2008). Além disso, podem
ser aplicadas na avaliacdo da qualidade dos sistemas aquaticos como
indicadores ecoldgicos e em testes ecotoxicoldgicos, que permitem classificar
substancias quimicas quanto a sua toxicidade ambiental (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). Recentemente tem se difundido a aplicagdo destes
microorganismos na producao de energia, na forma de biodisel (TEIXEIRA e
MORALES, 2006; XU et al., 2006; CHISTI, 2007). No entanto, foi o aumento na
demanda por microalga para o desenvolvimento da aquicultura que
impulsionou o cultivo e maiores estudos sobre a bioquimica e fisiologia desses
organismos (BOROWITZA, 1997). No Brasil, a produgédo de microalgas para
aquicultura é a forma predominante de utilizagdo destes microorgainsmos
(LOURENCO, 2006).

Considerando os aspectos relacionados a cadeia alimentar, as
microalgas sao de fundamental importancia na aquicultura e especialmente na
maricultura (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; BERTOLDI et al., 2008).
Representam importante fonte primaria alimentar e aditivo na producao
comercial de muitos organismos aquaticos, entre eles, larvas, juvenis e adultos
de varias espécies de crustaceos, moluscos e peixes (BOROWITZA, 1997;
BROWN et al.,1997). Sado importantes como fonte de alimentacdo direta e
indireta na larvicultura (BECKER, 2008).

Outra fungdo das microalgas na aquicultura é estabilizar e proporcionar
melhoria na qualidade da agua de cultivo, através da absor¢édo de produtos
nitrogenados toxicos (amoénia e nitrito) (LOURENCO, 2006; BORGES et al.,
2007).

Em 1999 a producdo global de microalgas para aquicultura atingiu
1000 t, (62% para moluscos, 21% para camardes e 16% para peixes),
aplicagao associada ao alto valor nutricional, unico ou aditivo, ao fornecimento
de pigmentos ou a indugao de atividades biolégicas (LOURENCO, 2006).

Vérios fatores podem influenciar no valor nutricional destes organismos

incluindo a sua forma e tamanho, sua digestibilidade, composigédo bioquimica e



os requerimentos dos organismos alvo da alimentagdo. Segundo BOROWITZA
(1997), estudos tém sido feitos para determinar os requerimentos nutricionais
das espécies-alvo e a composi¢cdo bioquimica das algas que podem ser
utilizadas como alimento. Entretanto, deve-se levar em consideracdo também a
digestibilidade da alga.

As diferentes fungdes desempenhadas pelas microalgas nos sistemas
aquaticos dependem da temperatura, intensidade de radiagdo solar e da
concentragdo de nutrientes na agua (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004). No
que diz respeito a composi¢cdo bioquimica da biomassa das microalgas, a
concentracao total de proteinas, lipideos e carboidratos em microalgas podem
variar substancialmente com as espécies e com as condi¢des de cultivo, como
intensidade de luz, temperatura, pH, nutrientes, agitagdo e da fase de
crescimento da cultura (PARSONS et al., 1961; BROWN et al.,1997; MIAO e
WU, 2004; LOURENCO, 2006).

A acdo de alguns componentes bioquimicos excretados pelas
microalgas nos meios de cultura, como efeitos probidticos, estimulacdo da
imunidade e combate a bactérias patogénicas tém sido sugeridos, embora nao
eficientemente entendidos (SPOLAORE et al., 2006). Existem evidéncias de
que a ingestdo de pequenas quantidades de biomassa microalgal pode afetar
positivamente a fisiologia de animais aquaticos cultivaveis, auxiliando o sistema
imunoldgico (BELAY, 1993).

2.3 CLASSIFICAGAO DAS MICROALGAS

Segundo REVIERS (2006), atualmente as microalgas estéo classificadas
em 11 divisdes distintas: Cyanophyta, Glaucophyta, Rodophyta, Cryptophyta,
Euglenozoa, Cercozoa, Haptophyta, Dinophyta, Ochroophyta, Streptophyta e
Chlorophyta.

A classificagdo bioquimica das microalgas estd fundamentada em
caracteristicas como natureza e localizacdo dos pigmentos (clorofilas,
ficobilinas, carotenos e carotendides), dos carboidratos de reserva (amido ou
laminarana) e da disposicao dos tilacdides, sistema de membranas situado no

interior dos plastideos, que contém pigmentos (FRANCESCHINI et al., 2010).



Quatro classes predominam quantitativamente no fitoplancton marinho:
Bacillariophyceae (diatomaceas), Dinophyceae (dinoflagelados),
Prymnesiophyceae (cocolitoforideos) e Cryptophyceae (criptombénadas)
(YONEDA, 1999). Ao longo da plataforma continental brasileira também sao
frequentes, além destas, algas verdes das classes Prasinophyceae e
Chlorophyceae (BRANDINI et al., 1997). As diatomaceas e os dinoflagelados
sao encontrados tanto em regides costeiras quanto oceanicas, enquanto os
cocolitoforideos sdo mais comuns em aguas oceanicas e as criptombénadas em
regides costeiras (PARSONS et al., 1984).

As espécies frequentemente mais usadas para aquicultura sao
pertencentes as classes Bacillariophyceae (Skeletonema spp., Chaetoceros
spp, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira spp.), Prymnesiophyceae
(Isochrysis spp, Pavlova spp.), Prasinophyceae (Tetraselmis spp.),
Chlorophyceae (Chlorella spp., Dunaliela spp., Scenedesmus),
Eustigmatophyceae (Nannochloropsis sp.), Cryptophyceae (Rhodomonas spp.)
e Chrysophyceae (Monocrysis spp) (DERNER, et al., 2006), alem da divisao
das Cianobacterias (Spirulina spp.) (PULZ e GROSS, 2004; SPOLAORE et al.,
2006). Tais espécies apresentam maior vantagem para este tipo de atividade
pois sao facilidade cultivadas e ndo sao téxicas. Possuem além do tamanho e
forma idéias para ingestdo, alta qualidade nutricional e paredes celulares

digestiveis para tornar os nutrientes disponiveis (SPOLAORE et al., 2006).

2.3.1 CHLOROPHYTA

A divisdo Chlorophyta, juntamente com a Streptophyta, pertence ao sub-
Reino Viridiplantae ou Chlorobionta, que compreende as plantas verdes
(FRANCESCHINI et al., 2010).

A heterogénea linhagem das Chlorophyta, também conhecidas como
algas verdes, é extremamente abundante nos ambientes aquaticos (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). Constitui 0 grupo mais préximo das plantas superiores,
sendo esta teoria baseada principalmente na presenca de clorofila a e b,
também encontradas nas plantas superiores (PAINTER, 1983; VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). Sao caracterizadas também por possuirem pigmentos
carotendides e xantofilas (LOURENCO, 2006). A reserva é constituida por



amido intraplastidial e as paredes celulares sdo compostas de celulose,
embora algumas algas verdes contenham diferentes polimeros
(FRANCESCHINI et al., 2010).

Determinadas espécies de cloréfitas marinhas ou de agua salobra sao
utilizadas para a alimentacdo humana. Varias cloroficeas como as
pertencentes aos géneros Chlorella, Scenedesmus e Tetraselmis apresentam
crescimento rapido e alta tolerancia a cultivo, sendo produzidas também como
fonte alimentar de organismos aquaticos (LOURENCO, 2006).

Segundo FRANCESCHINI et al. (2010), a divisdao Chlorophyta ¢é
composta por quatro classes, Prasinophyceae, Ulvophyceae, Chlorophyceae e
Trebouxiophyceae. As Prasinophyceae contém um pouco mais de 20 géneros
de organismos unicelulares, tanto marinhos como de agua doce. E um grupo
heterogéneo, constituido por organismos flagelados que divergiram
primitivamente da linhagem principal (LOURENCO, 2006; FRANCESCHINI et
al., 2010). S&o unicelulares, monadais ou cocoides, as vezes coloniais, sendo
seu corpo celular e flagelos cobertos de escamas (REVIERS, 2006). O
carotendide prasinoxantina, caracteristico desta classe, foi seu primeiro

marcador quimiosistematico (FOSS et al., 1984).

2.3.2 PRYMNESIOPHYTA (HAPTOPHYTA)

A divisao Prymnesiophyta (Haptophyta) agrupa cerca de 80 géneros e
300 espécies, compreendendo, em grande maioria, organismos unicelulares,
biflagelados, planctonicos e marinhos, caracterizados pela presenca de
estrutura em forma de fio, conhecida como haptonema (REVIERS, 2006). Sédo
formados por dois grupos de organismos bem distintos estruturalmente: a
classe Pavlophyceae, que possui dois flagelos desiguais e a classe
Prymnesiophyceae, com dois ou quatro flagelos iguais (FRANCESCHINI et al.,
2010). As espécies pertencentes a classe Prymnesiophyceae sé&o quase
sempre cobertas por escamas organicas (polissacaridicas) constituidas de
duas camadas de microfibrilas (REVIERS, 2006). REVIERS (2006) propde
quatro ordens para esta classe: Phaeocystales, Prymnesiales, Isochrysidales e

Coccolithales.



O plastidio tem coloracdo dourada, ou castanho-amarelada, devido aos
carotendides que mascaram as clorofilas a e ¢ (FRANCESCHINI et al., 2010).
As microalgas deste grupo sdo conhecidas por possuirem clorofila a,
betacaroteno e xantofilas (LOURENCO, 2006). Sua substancia de reserva é
semelhante ao paramilo, ou seja, grao de glicano, das euglendfitas, mas é
soluvel e esta contida em vacuolos (FRANCESCHINI et al., 2010). O paramilo
é formado por unidades de glucose unidas por ligagdes B-(1->3), semelhante a

crisolaminarana, porém, com mais ramificagdes laterais (LOURENCO, 2006).

2.3.3 OCHROPHYTA (FkHETEROKONTOPHYTA)

As Ochrophyta pertencem ao sub-reino Stramenopiles (=Heterokonta),
que agrupa organismos morfologicamente muito diversos (REVIERS, 2006).
Inclui diferentes grupos de algas, como as diatomaceas, as eustigmatoficeas,
as rafidoficeas, pelagoficeas, feoficeas, dentre outros grupos, reunindo
linhagems “castanho-douradas” (LOURENCO, 2006).

Também conhecidas como diatomaceas, as microalgas pertencentes a
classe Bacillariophyceae, sdo constituidas por uma frustula silicosa, sendo esta
a principal caracteristica morfolégica distintiva (LOURENCO, 2006). As
diatomaceas sédo, de modo geral, desprovidas de flagelos, presentes somente
no gameta masculino (REVIERS, 2006). Apresentam clorofila a e ¢ e
carotenos, xantdfilas, inclusive o pigmento fucoxantina, responsavel pela
coloracao marrom (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004; LOURENCO, 2006). A
substancia de reserva é composta de gotas lipidicas presentes no citoplasma e
de crisolaminarana, ou laminarana, formadas em vacuolos especiais,
extraplastidiais (FRANCESCHINI et al., 2010). Segundo PAINTER (1983), a
crisolaminarana é o polissacarideo de reserva das diatomaceas, que se difere
da laminarana, material de reserva de macroalgas marrons, por néao
apresentarem terminais redutores de manitol.

Por possuirem uma frustula constituida por silica, as diatomaceas, ao
morrerem, contribuem para a formagdo do sedimento denominado “terra de
diatomaceas”, utilizado em industrias, na fabricagdo de filtros, produtos
abrasivos, cremes dentais, lixas para polimentos finos ou na industria de
cosmeéticos (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004).



LOPES (2003), em estudo com Thalassiosira sp., identificou que
modificagdes nas condicbes do meio de cultura, através de mudangas no
suprimento de nutrientes, afetam diretamente a composi¢cdo quimica desta
diatomacea.

A espécie de diatomacea Thalassiosira weissflogii foi caracterizada, em
estudo desenvolvido por BORGES et al. (2007), por possuir a maior taxa de
fixacdo de carbono, chegando a ser até duas vezes maiores que outras
espécies testadas. Sendo recomendadas para estudos biotecnolégicos em
mecanismos de desenvolvimento Ilimpo (MDL), como produgédo de
biocombustiveis. Também foi observada nessas espécies de diatomaceas uma
maior eficiéncia fotossintética, ou seja, relacdo entre absor¢do de luz e
conversao de energia, que depende de aspectos fisioldgicos e bioquimicos da
célula, como a presenga de pigmentos acessorios, estado fisioldégico e
crescimento (BORGES et al., 2007).

2.4 POLISSACARIDEOS DE MICROALGAS MARINHAS

Polissacarideos sao macromoléculas naturais de ocorréncia quase
universal nos organismos vivos. Atuam em fungdes reconhecidas como
esquelética na parede celular, de reserva alimentar, de protegcao, entre outras,
podendo ser definidos como polimeros formados por unidades simples
monossacaridicas, ligadas por ligacoes glicosidicas (ASPINALL, 1970).

O termo polissacarideos é usualmente usado quando a molécula contém
mais de 10 residuos de acucares. Constituem na maior forma de manifestacao
dos carboidratos presentes em todas as espécies de microalgas. Em 12, das
16 espécies de microalgas marinhas estudadas por BROWN (1991), os
polissacarideos representam 91-96% do total de carboidratos.

Devido a grande heterogeneidade desses microorganismos, a
composi¢cdo dos polissacarideos das microalgas tem acentuadas diferengas
entre espécies e classes (PAINTER, 1983). As variagdes na composigao de
carboidratos podem atribuir significativas diferengas no valor nutricional, uma
vez que a eficiéncia dos animais marinhos digerirem o polissacarideo é
dependente do seu tipo (BROWN et al., 1997).
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Glucose € a principal unidade monossacaridica encontrada, enquanto
ramnose, fucose, ribose, arabinose, xilose, manose e galactose sao detectadas
em variadas propor¢oes (PAINTER, 1983; BROWN, 1991; BROWN et al.,
1997). Porém, a composigcdo do carboidrato, especialmente seu conteudo de
glucose, pode variar de acordo com fatores ambientais (RIJSSEL et al., 2000).

Dentre as glucanas encontradas em microalgas, existem variagdes
quanto a estrutura e a conformagao de sua cadeia. Em alguns grupos € mais
comum identificar a presenga de unidades de glucose a-(1->4) ligadas,
denominadas amilopectina ou amilose, dependendo da presenca ou nao de
ramificacbes, enquanto outros grupos apresentam unidades de glucose
B-(1->3) ligadas, conhecidas como crisolaminaranas, com diversas variagdes
na estrutura da cadeia principal e das ramificagdes (PAINTER, 1983; GRANUM
e MYKLESTAD, 2002; FRANCESCHINI et al., 2010).

2.5 GLUCANAS COMO MODIFICADORAS DE RESPOSTA BIOLOGICA

Uma variedade de polissacarideos, de diversas fontes, pode ter
habilidade de enriquecer o sistema imunoldgico, porém, os mais ativos s&o as
B-D-(1->3)-glucanas, algumas vezes referenciadas como B-D-(1-2>3, 1->6)-
glucanas, ou laminaranas (BOHN e BeMILLER, 1995). Estes polissacarideos
estdo bem estabelecidos como imunoestimulantes, possuem caracteristicas
estruturais conhecidas para esta atividade e podem ser isolados por simples
técnicas de extragcao (STURSETH et al., 2005).

Sua habilidade de enriquecer e estimular o sistema imunolégico faz com
que estas glucanas sejam chamadas de modificadores de resposta biolégica
(BRM “biological response modifiers”) (BOHN e BeMILLER, 1995; KIM et al.,
2000). Sao capazes de agir como BRM ativando resposta imune envolvendo
macrofagos, diferenciagdo de células-T, resposta proliferativa de células
polimorfonucleares, interleucinas, producdo de interferon e aumentando a
atividade fagocitica (BOHN e BeMILLER, 1995). Além de imunoestimulantes,
estudos indicam que ainda podem apresentar atividade antibacteriana, antiviral,
antitumoral e efeitos anticoagulantes (BOHN e BeMILLER, 1995).

Entre os polissacarideos biologicamente ativos, as D-glucanas do tipo (8-

(1=23; 1->6), extraidas de algumas espécies de fungos, revelaram-se
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compostos potentes, efetivos contra tumores autélogos e na terapia contra o
cancer (SILVA et al., 2006). Estudos revelam que as glucanas na conformacgéao
B-(1->3) modulam o sistema imunoldgico pela ativagdo dos macrofagos através
da ligagédo do polimero a receptores especificos destas células (YOUNG et al.,
2001).

Na aquicultura também é importante o desenvolvimento de experimentos
sobre imunoestimulagdo especifica e nao especifica, a fim de melhorar a
resisténcia de larvas a infecgbes bacterianas e com isso reduzir perdas na
producao (VADSTEIN, 1997). Segundo SKJERMO et al. (2006), estimular o
sistema de defesa nao especifico melhora o crescimento e a resisténcia a
doencas, além de ser potencial medida para aumentar o controle microbiano
em produgdes juvenis de peixes marinhos, crustaceos e moluscos.

O efeito imunoestimulatério de B-(1->3) glucanas em peixes e animais
marinhos tem sido amplamente investigado (SAKAI, 1999). Peixes tratados
com laminarana, como o salmdo Salmo salar, apresentaram aumento na
producdo de anion superoxido em seus leucdcitos, além de elevagdo na
atividade da fosfatase nas células do rim (DALMO et al., 1996). A laminarana
também apresentou resultados positivos como aumento na sobrevivéncia em
infeccbes bacterianas experimentais (DALMO et al., 1998).

SKJERMO et al., (2006) isolou este polissacarideo de reserva da
diatomacea marinha Chaetoceros miilleri e testou-o na alimentagédo de larvas
do peixe Gadus morhua observando maiores taxas de sobrevivéncia,
crescimento e peso nos organismos que receberam o tratamento.

Com relagdo as macroalgas, a administracdo de extratos de varias
espécies também tem sido reportados como forma de aumentar a resisténcia
de diversas espécies de peixes e camardes sob infeccdes bacterianas. Uma
solugdo de laminaranas extraidas da macroalga marrom Laminaria digitata
aumentou a liberagcdo de anion superdoxido de camardes da espécie
Litopenaeus vannamei (CAMPA-CORDORA et al., 2002). YEH et al., (2006)
analisaram que a administracdo de extrato aquoso obtido a quente da espécie
Sargassum duplicatum, tanto por imersdo quanto injegdo, aumentou a
habilidade imune do camardo L. vannamei. Extratos da macroalga marrom

Sargassum polycystum também tem sido reportados por reduzir o impacto da
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infeccdo por WSSV (White Spot Syndrome Virus) numa espécie de camarao
(CHOTIGEAT et al., 2004).

2.6 ESPECIES DE MICROALGAS MARINHAS ESTUDADAS

2.6.1 Microalga Tetraselmis gracilis

A espécie Tetraselmis gracilis Butcher (1959) pertence ao sub-reino
Viridiplantae, linhagem das Chlorophyta, classe Prasinophyceae e ordem
Chlorodendrales (REVIERS, 2006) (Figura 1). Segundo LOURENCO (2006),
espécies deste género apresentam crescimento rapido e alta tolerancia as

condigdes de cultivo, podendo ser produzidas em larga escala.

(FONTE: http://www.eol.org/pages/89647 , acesso em 25 de novembro de 2009)

FIGURA 1. Foto de Tetraselmis sp.

2.6.2 Microalga Isochrysis galbana

A espécie Isochrysis galbana Parker (1949) esta classificada na diviséo
Prymnesiophyta (=Haptophyta), classe Pryminesiophyceae e ordem
Isochrysidales (REVIERS, 2006) (Figura 2). Algumas espécies do género
Isochrysis possuem propriedades nutritivas adequadas, crescimento rapido,
tamanho pequeno e digestdo facil por animais, podendo ser largamente
utilizadas em maricultura (LOURENCO, 2006).
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(FONTE: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Isochrysis _galbana.jpg, acesso em 25 de novembro de 2009)
Figura 2. Foto de Isochrysis galbana

2.6.3 Microalga Thalassiosira fluviatilis

A espécie Thalassiosira fluviatilis Hustedt (Figura 3) pertence ao Sub-
reino  Stramenopiles  (=Heterokonta), divisdo  Ochrophyta, classe
Bacillariophyceae. O género Thalassiosira possui mais de 100 espécies
descritas para as regides estuarinas e oceanicas (TORGAN e SANTOS, 2006).

Thalassiosira fluviatilis apresenta alto valor nutricional e facilidade de
cultivo (LOURENCO, 2006). Segundo BECKER (2008), dentre diferentes
espécies de microalgas analisadas, esta espécie mostrou ser a mais adequada

para a larvicultura do caranguejo Ucides cordatus.

(FONTE: http://www.glerl.noaa.gov/seagrant/GLWL/Algae/Diatoms/Cards/Thalassiosira.html, acesso em 25 de
novembro de 2009)

FIGURA 3. Foto de Thalassiosira fluviatilis
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3 JUSTIFICATIVA

As microalgas marinhas sdo capazes de crescer em variados tipos de
cultura, sendo que suas glucanas podem ser produzidas em grandes
quantidades, e isoladas utilizando técnicas simples de extracdo. As
similaridades estruturais entre laminaranas e as glucanas isoladas de algumas
microalgas fazem destes organismos interessantes fontes na procura por
novos imunoestimulantes (STURSETH et al., 2005).

O uso de imunoestimulantes que ndo provoquem, ou minimizem os
efeitos negativos de doencas e que possam ser adicionados como suplemento
alimentar, assim como as B-glucanas, ou laminaranas possui cada vez mais
interesses de aplicagdo e direcionamento em pesquisas (VADSTEIN, 1997;
DALMO et al., 1998; SKJERMO e VADSTEIN, 1999; YOUNG et al., 2001;
PULZ e GROSS, 2004; SKJERMO et al., 2006).

Na aquicultura, o aumento da frequencia de problemas patolégicos
relacionados a infecgbes virais e bacterianas exige estratégias que levem ao
enriquecimento da capacidade dos sistemas imunes, além das convencionais,
laboriosas e de alto custo. Porém, para definir os imunoestimulantes
verdadeiramente apropriados ao uso deve-se considerar sua fonte e seus
efeitos adversos, além da necessidade destes estarem descritos pela literatura
(VADSTEIN, 1997).

Verifica-se que a massa molecular e a solubilidade em agua de -
glucanas, que dependem do seu grau de ramificacdo e de modificacdo
quimica, afetam as agbes antitumoral e imunomodulatéria dos polissacarideos,
além de serem propriedades criticas na determinacéo de sua utilizagao clinica
como BRMs (KIM et al., 2000). Segundo OKAZAKI et al. (1995) a razdo entre o
tipo de ligacdo e o peso molecular de (1->3)-B-D-glucanas € um fatores
importante para a produgéo de citocinas em macréfagos. Desta forma, produzir
conhecimento sobre a estrutura quimica dos polissacarideos isolados de
microalgas marinhas, e investigar suas atividades imunomodulatorias possui

elevada relevancia cientifica.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral identificar os polissacarideos
isolados de diferentes espécies de microalgas marinhas, bem como realizar o

estudo sobre suas atividades bioldgicas.

Nesse contexto, estabelecem os seguintes objetivos especificos:

- Extrair e purificar os polissacarideos de 3 espécies de microalgas marinhas
de diferentes divisbes: Tetraselmis gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira
fluviatilis;

- Determinar, através de métodos quimicos e espectroscépicos, a composicao
e estrutura dos polissacarideos obtidos;

- Avaliar a atividade imunoestimulante destes polissacarideos através de testes
sobre macrofagos quanto a sua atividade fagocitica;

- Estabelecer as diferengas observadas entre os grupos de microalgas, seus

polissacarideos de reserva e suas atividades bioldgicas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTIVO DAS MICROALGAS MARINHAS

As espécies de microalgas marinhas utilizadas para o estudo foram
provenientes da Colecdo de Microalgas Elizabeth Aidar, da Universidade
Federal Fluminense (UFF) e foram cultivadas no Laboratério de Pesquisas com
Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Meio
Ambiente, da Universidade Federal do Parana (GIA-UFPR).

As cepas foram mantidas no Setor de Microalgas do Laboratério de
Pesquisa em Organismos Aquaticos (LAPOA-GIA), em sala climatizada a 18-
20 °C, com iluminagao constante sob intesidade luminosa de 5500 Ix. Seguindo
procedimento habitual de esterilizacdo do laboratério, as células foram
repicadas em meio estéril para erlenmeyers de 250 mL, sendo, apds dois dias
levadas a 2 L, onde receberam luz e aeracédo constante, permanecendo em
crescimento até a data de recolhimento para as analises bioquimicas.

Usualmente, a agua utilizada para o meio de cultura no GIA é de origem
marinha (salinidade 26 ppm), filtrada (através de filtros de cartucho de celulose
com porosidade de 0,5 um) e previamente desinfetada com 5 ppm de
hipoclorito de sddio por 24 horas, seguida de neutralizagdo com tiossulfato de
sédio (BECKER, 2008). Foram utilizados meios de cultura Guillard f/2
modificado (LOURENCO, 2006), seguindo o sistema de cultivo microalgal tipo
“pbatch” (BECKER, 2008).

5.2 ISOLAMENTO DAS CELULAS
As microalgas foram isoladas do meio de cultivo através da

centrifugacéo a 12.000 g, por 20 min a 15 °C. O sobrenadante foi separado e a

biomassa congelada e liofilizada.
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5.3 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS de Tetraselmis gracilis e Isochrysis

galbana

As biomassas liofilizadas de Tetraselmis gracilis e Isochrysis galbana
foram solubilizadas em agua destilada (2,0 g%) e submetidas a extracao
aquosa por 2 h a 80 °C, sob agitagcdo mecanica. Apds extracao a solugao foi
centrifugada a 12.000 g por 20 min, sendo o sobrenadante (extrato) separado e
o residuo congelado e liofilizado. Ao sobrenadante foram adicionados 3
volumes de etanol a frio, formando um precipitado, isolado por centrifugagao a
10.000 g por 15 min a 4 °C. O precipitado foi ressolubilizado em agua, dialisado
em membrana com limite de exclusao de 12-14 KDa e liofilizado para obtencéo
dos extratos aquosos TEQ e IAQ de T. gracilis e I. galbana, respectivamente.

As biomassas residuais da extracdo aquosa foram submetidas a
extragao alcalina (2,0% p/v) com NaOH 0,5 M, apds adicdo de NaBH4, sob
agitagdo mecanica por 2 horas a 80 °C. Os extratos foram centrifugados
(12.000 g por 20 min) e aos sobrenadantes foram adicionados 3 volumes de
etanol, novamente centrifugados e o precipitado obtido foi entdo ressolubilizado
em agua, dialisado e liofilizado para obtengdo dos extratos em meio alcalino

TEL e IAL de T. gracilis e I. galbana, respectivamente.

5.4 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS de Thalassiosira fluviatilis

A extragdo dos polissacarideos da diatomacea T. fluviatilis foi realizada
em meio acido conforme método descrito por GRANUM e MYKLESTAD (2002)
para obtencao dos polissacarideos de reserva de diatomaceas. A biomassa
seca foi submetida a extracdo com HySO4, 0,05 M a 60 °C por 10 min.
Posteriormente o extrato foi centrifugado para separar o sobrenadante, que foi
dialisado contra H,O destilada em membrana com limite de exclusdo de 1 KDa,
concentrado e liofilizado. A fragao polissacaridica assim obtida foi denominada
TAC.

O residuo da primeira extragao foi submetido posteriormente a uma
segunda extragao acida, sob as mesmas condi¢cbes, dando origem a fracao
TAC-2.
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5.5 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

5.5.1 Purificagado dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

O extrato aquoso (TEQ) e alcalino (TEL) de T. gracilis foram
solubilizados em agua destilada, e em seguida, submetidos ao processo de
congelamento e posterior degelo, em temperatura ambiente. O precipitado
foram separados do sobrenadante por centrifugacdo (12000 x g, 15 min, 20
°C). Esse processo foi repetido varias vezes até que o sobrenadante nao

apresentasse mais precipitado por congelamento e degelo.

5.5.2 Purificacdo dos Polissacarideos por Dialise

Os extratos de T. gracilis também foram submetidos a dialise em
sistema fechado, contra agua destilada, através de membrana com limite de
exclusao de 25 kDa. Para isso, os polissacarideos foram solubilizados em agua
destilada e, em seguida, submetidos ao processo de diadlise, sob agitagcéo
magnética, havendo troca constante da agua de dialise. O material retido na
membrana, assim como a agua da dialise, foi concentrado e liofilizado,

separadamente.

5.5.3 Purificacao dos Polissacarideos por Ultrafiltragdo em membrana

Para purificacdo dos polissacarideos presentes nas fracdes brutas,
realizou-se ultrafiltracdo em membrana de celulose, com limite de exclusao de
0,1 um. As ultrafiltracbes foram realizadas por um sistema de filtracdo
SARTORIUS (modelo 16249), acoplado com cilindro de ar comprimido. Neste
método, os polissacarideos foram solubilizados em agua (2 g%) e submetidos
a filtracdo em cilindro. O material ultrafiltrado foi liofilizado e armazenado em

disecador.
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5.6 METODOS ANALITICOS GERAIS

5.6.1 Dosagem de Carboidratos Totais

Para a dosagem de acgucares totais da biomassa seca, foi realizada
extragao acida com H,SO,4 80% por 20 h a temperatura ambiente, seguida de
diluicdo e dosagem segundo método de DUBOIS et al. (1956), conforme
descrito em LOURENCO (2006). A dosagem de acgucares totais dos
polissacarideos foi realizada pelo método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et

al., 1956), sendo utilizado como padrao glucose na concentragcéo de 1 mg/mL.

5.6.2 Dosagens de Proteinas Totais

Para determinar o teor de proteinas da biomassa foi realizada extragao
alcalina, com NaOH 1 M, a 100°C por 10 min para a espécie Isochrysis galbana
e a 80°C por 10 min para as espécies T. gracilis e T. fluviatilis seguida por
diluicao e determinacao através do método espectrofotométrico de LOWRY et
al., (1951) descrito em (RODRIGUEZ et al., 2007). A dosagem das proteinas foi
realizada segundo método de LOWRY et al. (1951), sendo a solugéo de soro-

albumina bovina cristalina utilizada como padréo na concentragéo de 40 mg%.

5.6.3 Dosagem de Lipideos Totais

A extracdo e quantificacdo dos lipideos totais da biomassa seca foram
realizadas segundo método de BLIGH e DYER (1959) adaptado para
microalgas (RODRIGUEZ et al., 2007).

O método gravimétrico do extrato lipidico em CHCI3; quantifica a
porcentagem de lipideos por diferenga de peso de tubos previamente pesados
e posteriormente adicionados com amostra. Consiste na formagdo de uma
mistura monofasica de cloroférmio, metanol e agua (CHCI3:CH30H:H,0) (2:1:1)
com a qual se assegura a extragao da maioria dos lipideos, incluindo aqueles
que se encontram ligados a outras moléculas. Agrega-se agua e cloroférmio ao
extrato resultante de tal maneira que se forma uma solucao bifasica formada

por metanol e agua na parte superior e cloroférmio na parte inferior. Através de
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seguidas centrifugacbes separa-se o extrato lipidico, presente na fase

cloroférmica e quantifica-se por diferenga gravimétrica.

5.6.4 Dosagens de Grupamentos Sulfatos

O teor de sulfato dos extratos foi determinado através do método
turbidimétrico da gelatina-BaCl, apds hidrélise das amostras com HCI 1 M por 5
h a 105 °C, segundo método de DODGSON e PRICE (1962). Foi utilizado

como padrao sulfato de sédio na concentragao de 10 ug/ mL.

5.6.5 Dosagem de Acidos Urénicos

Para a determinagao de acidos urénicos dos polissacarideos foi utilizado
o método do m-hidroxibifenil descrito por FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991).
Foi utilizado acido glucurbnico como padrao e a leitura feita em

espectrofotdbmetro em 520 nm.

5.7 HIDROLISE ACIDA TOTAL

Para determinagao da composi¢ao monossacaridica, os polissacarideos
(~1 mg) obtidos das trés espécies estudadas, foram submetidos a hidrolise
acida total com 1 mL de TFA 2 M, por 2 h a 120 °C. Posteriormente, os
monossacarideos foram reduzidos com NaBH,, por 12 h. O excesso de NaBH,
foi transformado em acido bérico adicionando acido acético diluido até pH 5. O
acido bdrico foi eliminado por co-destilagdo com metanol (4x). Os alditois foram
acetilados com anidrido acético (1 mL) por 1 h a 120 °C e analisados, na forma

de acetatos de alditdis, por CLG.

5.8 METILACAO

O processo de metilacao do polissacarideo foi conduzido de acordo com
o método de CIUCANU e KEREK (1984). Apds solubilizaggo em DMSO
(5 mg.mL") foi adicionado NaOH pulverizado (30 mg), sendo a mistura

submetida a agitacdo por 30 min. Em seguida, foi adicionado iodometano
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(0,2 mL), submetido por mais 30 min sob agitagédo vigorosa. Este processo de
adicdo de NaOH e iodometano foi repetido por trés vezes. Apods interrupgao da
reagao com agua, a amostra foi neutralizada, dialisada e liofilizada.

A hidrélise do metilado foi realizada de acordo com o descrito para
glucanas, por BAO et al. (2001). A amostra (1,5 mg) foi hidrolisada com acido
férmico 90 % (0,5 mL), por 6 h a 100 °C e, em seguida, com TFA 2 M (0,5 mL)
por 2 h a 80 °C, sendo posteriormente reduzida e acetilada (como descrito no
item anterior) para analise por CG-EM, na forma de acetatos de alditois

parcialmente metilados.

5.9 DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH

Para realizagdo da degradagdo controlada de Smith, a fragao
polissacaridica de interesse (~80 mg) foi solubilizada em solugdo contendo
NalOs 0,05 M (40 mL), por 72 h a temperatura ambiente, sob agitagéo
constante. Apos este periodo a solugao foi tratada com etilenoglicol, reduzida
com NaBH4 por 20 h, neutralizada, dialisada com membrana de 1 KDa e
liofilizada (FURNEAUX e STEVENSON, 1990).

A hidrélise parcial do polissacarideo modificado foi realizada com TFA
pH 2, a 100 °C por 1 h. A fragdo oxidada com periodato foi identificada com

adicdo da letra S (Smith) ao nome da fragao original.

5.10 METODOS CROMATOGRAFICOS

5.10.1 Cromatografia Liquido-Gasosa (CLG)

As analises por cromatografia para avaliar a composigao
monossacaridica foram realizadas em Cromatografo a gas VARIAN, utilizando
nitrogénio como gas de arraste e coluna capilar de silica fundida
(30 m X 0,25 mm d.i.), revestida com DB-225 (0,25 uym). As andlises
cromatograficas para acetatos de alditéis foram realizadas a 220 °C, com o

injetor a 250 °C e detector de ionizagdao de chama a 300 °C.
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5.10.2 Cromatografia Liquido-Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa
(CG-EM)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massa foram realizadas em um cromatégrafo a gas “VARIAN”, modelo
3.800, acoplado a um espectrobmetro de massa de marca SATURN 200R. As
inje¢cdes nas colunas foram feitas utilizando-se gas hélio como gas de arraste,
com fluxo de 1 mL/min. As areas dos picos de interesse foram determinadas
por integragdo em software. Os espectros de massa foram obtidos por impacto
de elétrons a 70 meV, repetidamente a cada 1/8 de segundo, na faixa de m/z
(relacao carga/massa) de 90 a 220.

Este método foi utilizado para quantificacdo de acetatos de alditbis
parcialmente metilados (SLONEKER, 1972), sendo identificados por meio de
seus tempos de retengéo e perfis caracteristicos de fragmentagao por impacto
de elétrons comparado com padrdes (JANSON et al., 1976; SASSAKI, et al.,
2005).

5.10.3 Cromatografia de Gel Permeacao (GPC - HPSEC-MALLS)

As andlises de homogeneidade e massa molecular (Mw) dos extratos
obtidos foram realizadas utilizando o cromatégrafo de exclusédo estérea de alta
pressdo (HPSEC), equipado com um detector de indice de refragao diferencial
WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em
multidngulos (MALLS). Para isto, foram preparadas solugbes de 1 mg da
amostra em 1 mL de nitrito de sédio (NaNO, 0,1 M) e azida de sodio (200 ppm)
dissolvidas em agua MilliQ, previamente filtradas em membranas Millipore
(acetato de celulose) de 0,22 um. A analise foi realizada utilizando-se inje¢des
de 500 pl de solugdo com fluxo de 0,6 mL/min, tendo o nitrito de sédio como
fase movel. Para determinacdo da massa molecular ponderal média das
fragdes homogéneas foi utilizado o valor de dn/dc. Os dados foram analisados
através do programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY).
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511 METODO ESPECTROSCOPICO - RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN-"3C,
RMN-"®C-DEPT, RMN-'H, "*C/'H HSQC) foram realizadas em espectrémetro
da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, a temperatura de 50, 60
ou 80 °C. As amostras solubilizadas em D,O tiveram seus deslocamentos
quimicos, expressos em ppm, determinados utilizando acetona como padrao
interno tanto para as analises de "*C (30,2 ppm) como para 'H (2,224 ppm). As
amostras dissolvidas em Me,SO-d;s tiveram os espectros calibrados com o pico
do solvente em 39,7 e 2,40 ppm para °C e 'H, respectivamente.

Os espectros de RMN de "*C e RMN *C DEPT foram obtidos utilizando
a frequéncia base de 100,61 MHz, com intervalo de aquisi¢cao de sinal de 0,6
segundos, sendo feitas de 4.000 — 70.000 aquisi¢cdes, utilizando-se um
intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. Os espectros de RMN de 'H foram
obtidos na frequéncia base de 400,13 MHz, sendo necessario promover a troca
dos hidrogénios das hidroxilas por deutério e a remogédo completa das
moléculas de agua presentes, através da dissolugdo das fragcbes em DO,
congelamento e liofilizagao (sendo este processo repetido por 3 vezes), com a
finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao hidrogénio ligado a
oxigénio da agua, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido.

Os espectros de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation
Spectroscopy) foram obtidos através desta técnica heteronuclear, que permite
determinar quais atomos de hidrogénio ('H) estdo ligados aos respectivos
atomos de carbono (°*C) a partir de sinais de '*C conhecidos ou de 'H ja

determinados.
5.12 TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA
5.12.1 Obtencgéo dos macréfagos
Para realizacdo dos testes bioldgicos foram utilizadas células da

linhagem RAW 264.7, constituidas de macrdéfagos murinos transformados pelo
virus de Leucemia de Abelson. Segundo RAMAMOORTHY et al. (1996), estas
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células sdo capazes de responder de forma similar aos macréfagos obtidos
diretamente de camundongos podendo ser alvo da ativagdo por
polissacarideos.

As células, cedidas pela Dra. Mariana P. Moretdo e pelo Dr. Marco
Krieger do Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), foram adquiridas
do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e
mantidas em nitrogénio liquido no Laboratério de Oxidagbes Biolégicas do
Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

5.12.2 Determinagéao da Viabilidade Celular

Para avaliar a citotoxicidade dos polissacarideos, a viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-
2 ,5-difeniltetrazélio), que avalia o estado funcional da cadeia respiratoria
(REILLY et al.,1998). Segundo o método, as células viaveis e metabolicamente
ativas reduzem o sal tetrazodlio, formando cristais de formazan soluveis em
DMSO, produzindo cor roxa caracteristica.

Para isso, as células foram tratadas com diferentes concentracbes de
polissacarideos e dispostas em placas com 96 pogos, sendo quatro pogos para
cada tratamento a uma densidade de 5x10%/células por poco. A incubacéo foi
realizada em 24 horas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% CO..

Para analise da viabilidade as células foram incubadas por 3 h a 37 °C
em atmosfera de 5% CO; em 180 mL de HBSS juntamente com 20 mL de
solugdo de MTT a 5 mg.mL™ (REILLY et al., 1998). A seguir, o excesso de MTT
foi removido e os cristais de formazan formados dissolvidos em DMSO. A
leitura da absorbancia em 550 nm foi realizada em leitor de microplacas BIO-

RAD modelo Benchmark, utilizando-se como branco o solvente DMSO.

5.12.3 Efeito na capacidade fagocitica

A capacidade fagocitica foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita por RAMESH et al. (2002) e BUCHI e SOUZA (1993), utilizando
leveduras como particulas fagociticas. Para o ensaio de fagocitose, as células

foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° células por poco em placas de
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cultura de 24 pogos, contendo laminulas de vidro estéreis. Os macréfagos
foram tratados em meios de cultura acrescidos de diferentes concentragcdes de
polissacarideo. Apds 24 h, o sobrenadante foi descartado e as laminulas,
contendo as monocamadas de macréfagos, lavadas em meio MEM. Em
seguida, as laminulas foram incubadas com leveduras na propor¢ao de 10
leveduras para cada macrofago. Apos tempo 2 h as laminulas foram lavadas
trés vezes para retirada das leveduras nao fagocitadas, coradas e processadas
para montagem de laminas para microscopia de luz. Utilizando objetiva de 100
vezes de aumento, foram quantificados o numero total de macrofagos, o
numero de macréfagos que fagocitaram e o numero de leveduras fagocitadas.
As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad PRISM
5.0, através da anadlise de variancia (ANOVA) e do teste de médias (Teste de

Tukey), para avaliar as diferencas significativas entre os tratamentos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada uma das espécies estudadas recebeu diferentes processos de
extracdo e purificacdo de seus polissacarideos. Desta maneira, com a
finalidade de maior compreensdo, os resultados serdo apresentados e

discutidos separadamente.

6.1 Tetraselmis gracilis

6.1.1 Analise da Biomassa

Inicialmente foi determinada a curva de crescimento e a quantidade de
carboidratos presentes na biomassa da microalga Tetraselmis gracilis,
conforme descrito no item 5.7.1, em diferentes dias de cultivo. Desta forma
pode-se estabelecer a relagao entre os dias de cultivo, levado até os dias 4, 10

e 14, e a quantidade de carboidratos totais presentes na célula.

1.200.000 -

1.000.000 -

800.000 +

600.000 +
400.000 -

numero de células

200.000 +

0
0 2 4 6 8 10 12 14

dias de cutivo

FIGURA 4. Curva de crescimento de Tetraselmis gracilis

A maior percentagem de carboidratos na biomassa celular foi
encontrada no décimo dia de crescimento (56,3%) quando comparada ao 4°
dia (50,6%) e o 14° dia (41,1%). Observa-se que o décimo dia se refere ao
inicio da fase estacionaria da microalga (Figura 4).

As demais analises da composi¢cdo da biomassa microalgal, com 10 dias
de cultivo, indicaram que a espécie Tefraselmis gracilis é composta

adicionalmente por de 8,2% proteinas e 24,1% de lipideos.
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6.1.2 Extracao dos Polissacarideos

ApoOs centrifugagcdo a 12000 g, as microalgas cultivadas foram
separadas do meio de cultura e a biomassa liofilizada e separada para a
extragdo aquosa, que rendeu a fracédo TEQ (10,7%) e posteriormente alcalina,

que originou a fracédo TEL (54,6% de rendimento) (Figura 5).

Tetraselmis gracilis

Extragdo aquosa
2 h, 80°C, agitagdo mecanica,

centrifugacéo
Sobrenadante » Residuo Aq
s Extragdo alcalina NaOH 0,5 M
Precipitagdo com EtOl—L 2 h, 80°C, agitagdo mecanica,
centrifugagdo centrifugacéo
Sob Ppt Residuo Al Sobrenadante
Dialise;
Concentracao;
Liofilizagao Precipitagdo com EtOH,
centrifugacao
TEQ
Sob
10,7% Ppt
Dialise;
Concentragao;
Liofilizagao
TEL
54,6%

FIGURA 5. Fluxograma das extracdes de Tetraselmis gracilis.

Foram realizadas, posteriormente, extragcdes alcalinas sequenciais
utilizando condi¢gdes menos agressivas para avaliar a condi¢gao necessaria para
obtencdo do polimero. Para isso foi utiizado NaOH em diferentes
concentracoes e condi¢des: 0,1 Ma 80 °C; 0,25Ma80°C;05Ma25°Ce0,5
M a 80°C, sendo denominadas fragbes TEL-0,1; TEL-0,25; TEL-0,5F e TEL-
0,5Q, respectivamente. Todas as condicbes de extragdo tiveram baixo
rendimento, com excecao da realizada com NaOH 0,5 M a 80 °C, sendo esta a

fragdo que apresentou maior concentragédo de carboidratos (Tabela 1).
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TABELA 1. Extratos alcalinos obtidos em diferentes condi¢des.

Fragéo Rendimento (%) Carboidratos (%) Proteinas (%)

TEL-0,1 3,6 68 12
TEL-0,25 3,2 57,2 10,9
TEL-0,5F 1,9 45,6 15,3
TEL-0,5Q 554 64,2 8,2

6.1.3 Caracterizacao dos Polissacarideos

Os extratos aquoso (TEQ) e alcalino (TEL) apresentaram-se
majoritariamente compostos por carboidratos, seguidos de proteinas e

quantidades trago de sulfato e acido urénico (Tabela 2).

TABELA 2. Caracterizagéo quimica das fragdes de T. gracilis.

Eraces Carboidrato Proteina Sulfato Acido urénico
¢ (%)° (%)° (%)° (%)°
TEQ 61,8 9,9 3,0 tr®
TEL 65,9 7,2 1,3 tr

5% 9= Determinado pelos métodos: DUBOIS et al.(1956); LOWRY et al. (1951); DOGSON e
PRICE (1962); FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. ° trago.

Para determinacao da composi¢ao monossacaridica, os polissacarideos
de Tetraselmis gracilis foram submetidos a hidrdlise total com TFA 2 M por 2 h,
em seguida, reduzidos e acetilados para posterior anadlise em GLC. Os
resultados demonstraram que os polissacarideos extraidos de T. gracilis em
ambas as condigdes podem ser classificados como glucanas, uma vez que séo
compostos por mais de 90% de glucose e tragos de outros monossacarideos
(Tabela 3). Este fato ja havia sido observado por BROWN (1991) para outras
especies pertencentes a classe Prasinophyceae, que apresentam
polissacarideos com conteudo rico em glucose e pequenas quantidades de

outros monossacarideos.



TABELA 3. Caracterizagdo monossacaridica das fragdes de T. gracilis.

Monossacarideos
mol(%)?

Ramnose
Fucose
Ribose

Arabinose
Manose

Galactose

Glucose

Fragdes
TEQ TEL
2,0 1,7
0,3 -
0,9 0,8
1,2 0,4
1,8 0,7
2,3 0,7
91,5 95,8

@ Monossacarideos quantificados em moles%, na forma de acetato de alditois, por GLC.

Ambas as fracoes foram submetidas a analise de homogeneidade por
HPSEC-MALLS, obtendo-se perfis heterogéneos tanto para TEQ (Figura 6),

como para TEL (Figura 7).

Espalhamento de luz
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indice de refracéo
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50

FIGURA 6. Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS da fragao TEQ.
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FIGURA 7. Perfil de eluigdo por HPSEC-MALLS da fragcao TEL.

Diante disso, foram realizadas algumas tentativas objetivando a
purificagcdo das amostras e a obtencdo de uma fragdo homogénea quanto a
massa molecular. A fragdo TEQ foi primeiramente submetida ao tratamento de
congelamento e degelo. O sobrenadante deste tratamento (TEQ-gs) constituiu
a fracdo de maior rendimento, composta por 91% do monossacarideo glucose,
sendo, portanto uma glucana. Seu perfil de eluigdo por HPSEC-MALLS

apresentou-se semelhante a fragao inicial (Figura 8).
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FIGURA 8. Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS da fragdo TEQ-gs
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A fracdo TEQ-gs foi entdo submetida a didlise em sistema fechado com
agua destilada, a fim de isolar as moléculas identificadas pelo indice de
Refracao (IR) no final da corrida. Para isso, foi utilizado membrana com limite
de excluséo de 25 kDa. Este procedimento forneceu uma fragao retida (TEQ-r),
com maior rendimento (53%), e outra eluida (TEQ-e). As composicdes
monossacaridicas destas fragdes mostraram que ambas apresentaram como
componente monossacaridico majoritario a glucose. Observa-se uma
separagao das moléculas menores com relagdo as maiores € um consequente
melhoramento do perfil cromatografico, embora ndo suficiente para que a
molécula pudesse ser classificada como homogénea quanto a sua massa

molecular (Figura 9a e 9b).
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FIGURA 9. Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS da fragédo TEQ-r (a) e TEQ-e (b)
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O extrato alcalino, TEL, foi igualmente submetido ao procedimento de

congelamento e degelo, sendo que o sobrenadante (TEL-gs) (Figura 10)

apresentou similaridade tanto no perfil de eluicdo quanto na composicao

monossacaridica em comparag¢ao com a fracado bruta TEL.

028

024

Espalhamento de Luz

indice de Refragdo :

b - - l 4o L L l S8 L L l A1 ol

Volume (mL)

FIGURA 10. Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS da fragao TEL-gs

A didlise em sistema fechado com membrana de 25 kDa resultou na

fragdo retida (TEL-r) (Figura 9a) e eluida (TEL-e) (Figura 9b), ambas

heterogéneas quando ao tamanho e com composicdo monossacaridica

semelhantes. Observa-se que TEL é uma molécula de tamanho menor, quando

comparada a TEQ, visto que nao foi detectada pelo espalhamento de luz,

somente pelo indice de refragao.
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FIGURA 11. Perfil de eluigdo por HPSEC-MALLS das fragbes TEL-r (a) e TEL-e (b)
6.2.4 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN "*C

Embora os extratos apresentassem aspecto heterogéneo quanto ao
perfil de eluicdo em HPSEC-MALLS, a analise dos sinais principais do espectro
de RMN "3C, semelhantes para ambas as fracdes, indicaram a predominancia
de apenas uma molécula.

A Figura 12 apresenta a similaridade entre os espectros de RMN de *C
das fragbes TEQ (a) e TEL (b). Os assinalamentos em & 99,8 para TEQ e &

99,7 de TEL sao caracteristicos de anomericidade a das unidades de glucose.
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Os deslocamentos em 77,2 e 77,4 ppm em TEQ e TEL, respectivamente,
correspondem ao C-4 de unidades de a-D-glucose ligadas (1->4), enquanto os
sinais correspondentes ao C-3, C-2 e C-5 estdo compreendidos na faixa de &
73,5 a 71,4 (DAIS e PERLIN, 1982; KNUTSEN e GRASDALEN 1987,
CHEETHAM e TAO, 1998; STUELP et al., 1999). O sinal em & 60,7, que
inverte no experimento de DEPT, é correspondente ao C-6 livre das unidades
monossacaridicas (Figura 13).

O espectro, composto por sinais principais (de maior intensidade) e por
sinais menores, corresponde a estrutura de uma amilopectina (DAIS e PERLIN,
1982) (Figura 14a). Os sinais de maior intensidade representam as unidades
de a-D-glucose (12>4) ligadas (numero 2 na Figura 14b), enquanto os sinais de
pequena intensidade correspondem as extremidades (1). O sinal em 69,6 ppm
refere-se ao C-4 nado substituido das extremidades nao redutoras de acordo
com estrutura apresentada na Figura 12b (numero 1). (DAIS e PERLIN,
1982).

99.8
—77.2
73
73
72
60.7

T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

FIGURA 12. Espectros de RMN de "°C das fracdes TEQ (a) e TEL (b).Solvente
D,0, temperatura: 60°C.
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FIGURA 13. Espectro de RMN de *C- DEPT da fracdo TEL. Solvente D,0,
temperatura: 60°C.

CH,OH CHyOH

zww;\-

FIGURA 14. RMN de 13C (a) e estrutura (b) da amilopectina de acordo com
DAIS e PERLIN (1982)

noo

6.2.5 Analise de Ressonéancia Magnética Nuclear - HSQC

Com o objetivo de elucidar a estrutura da molécula, foi realizado o
espectro de RMN bidimensional de HSQC "*C-'H da fragdo TEL, que permitiu
observar o acoplamento de C/H das unidades presentes na molécula (Figura
15). Podem-se observar dois acoplamentos na regido anomeérica, o maior
referente a unidade o-b-Glc (1>4) em 99,7/5,38 ppm (C1-H1) e um outro de
tamanho menor em 98,6/4,98 ppm representativo de outra unidade de a-b-Glcp
(C1-H1’). Além disso, & possivel determinar o acoplamento de C4-H4 da
unidade a-b-Glc (1>4) em 77,4/3,67 ppm, representando a unidade a-D-Glc
(1->4) ligada. O pequeno sinal em d 69,6/3,45 (C4’-H4’) pode ser entédo
representativo de C-4 n&o substituido das extremidades da cadeia. Em
0 60,7/3,87/3,84 (C6-H6-HGE’) observa-se o acoplamento de C-6 livre.
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FIGURA 15. Espectro de correlagao HSQC da a-D-glucana presente na fragao

TEL

Os deslocamentos relacionados a a-D-glucana (1->4) encontrados por

este trabalho (Tabela 4), sdo correspondentes aos apresentados para outros

polimeros com estrutura semelhante, caracterizados como amilopectinas,

podendo haver variagdes nos deslocamentos devido ao solvente em que a

amostra foi solubilizada e a temperatura do experimento (DAIS e PERLIN,
1982; CHEETAM e TAO, 1998; KNUTSEN e GRASDALEN, 1987)
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TABELA 4. Deslocamentos quimicos de "H e "*C (5) obtidos para a a-D-
glucana presente na fragado TEL em comparagdo com outros estudos

a-glucana-(1->4)

a-glucana-(1->4)

a-glucana-(1->4)

a-glucana-(1->4)

a-glucana-(1->4)

'H c? 'H c® ce Pc ce
H-1/C-1| 538 997 5,23 100.1 99,7 100,3 99,7
H-2/C-2 | 368 717 3,55 70,6 71,8 72,4 71,9
H-3/C-3 | 4,00 734 3,73 72,6 73,4 74,2 73,1
H-4/C-4 | 367 774 3,57 78,9 77,8 77,9 78,9
H-5/C-5| 387 713 3,88 73,1 71,6 72 71,5
H-6/C-6 | 3,90 607 3,63 60,5 60,9 61,4 60,5
H-6/C-6 | 3,84

2 Presente estudo; ° Carbonero et al (2002); ¢ Knutsen; Grasdalen (1987); © Cheetam; Tao (1998) ° Dais;

Perlin (1982).

Foi realizado espectro de RMN de 3C DEPT com amostra solubilizada

em Me,SO-ds, que apresentou deslocamentos similares e melhor definicdo da

existéncia de 2 picos de menor intensidade na regi&o anomérica (Figura 16).

Este espectro se apresenta muito semelhante ao obtido por DAIS e PERLIN

(1982) na caracterizacao de uma amilopectina.
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FIGURA 16. Espectro de RMN de *C DEPT da fracdo TEL. Solvente Me,SO-

ds, temperatura: 60°C.
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6.2.6 Analise de metilacao das fracbes TEQ e TEL

As analises de metilacdo das fragdbes TEQ e TEL apresentaram
resultados complementares aos de RMN, fundamentais para a elucidacédo da
estrutura destas moléculas. Os dados demonstraram que as fracbes TEQ e
TEL apresentam semelhangas quantitativas e qualitativas em termos dos
derivados obtidos apdés metilagdo (Tabela 5). A maior parte das unidades
monossacaridicas é ligada através de ligagbes (1->4), representando 69,6% e
73,1% (derivado 2,3,6-Mes-Glc) nas fragdes TEQ e TEL, respectivamente.

Os resultados da metilagéo indicam a existéncia de ramificacdes em C-
6, através do derivado 2,3-Me,-glucose, caracteristicas de uma molécula de
amilopectina, sendo que o sinal deste C-6 substituido pode ndo ter sido
observado no experimento de RMN DEPT (Figura 13) devido a sobreposigéo
com outro sinal de maior intensidade. Uma pequena diferenga (3%) foi
encontrada entre as fragdes no que diz respeito a essa substituigdo em C-6.
Enquanto TEL possui 13% de unidades ramificadas, TEQ aproximadamente
10%. Esta quantidade de C-6 estaria substituida por unidades de glucose e na
extremidade destas ramificagdes, o terminal ndo redutor (TNR, 2,3,4,6-Mey-
Glc). O restante das unidades de TNR (4-7%) identificadas pela metilagédo seria
correspondente as extremidades da cadeia, uma vez que se trata de moléculas
de baixo peso molecular, levando em considerag¢ao os 13 % das unidades 4,6

ligadas.

TABELA 5. Anélise de metilagao dos polissacarideos obtidos de T. gracilis

e e e VT e g
2,3,4,6-Me,-Glc 17,4 17 1 Glep-(1>
2,3,6-Mes-Glc 69,6 73,1 1,39 4)-Glep-(1>
2,3-Me,-Glc 13 9,9 1,98  4,6)-Glep-(1>

?mol % dos monossacarideos quantificados na forma de acetato de alditois parcialmente
metilados, analisados em GC-MS; bTempo de retengédo em relagao ao tetra-metil Glcp.

Segundo VIDOTTI e ROLLEMBERG (2004), o amido é a principal
substancia acumulada no interior das células das algas verdes. A presenga de

amilopectina como substancia de reserva em algas da classe Prasinophyceae
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ja havia sido citada por PAINTER (1983), enquanto em outras classes a
substancia de reserva seria principalmente constituida por amilose. Porém, por
ser um grupo heterogéneo, uma grande variagao nos polissacarideos pode ser
encontrada.

Através da analise conjunta de todos os resultados obtidos pelos
diferentes métodos, pode-se inferir que o polissacarideo de reserva de
Tetraselmis gracilis, € uma amilopectina. A Unica, e pequena, diferenca
encontrada entre os extratos aquoso e alcalino (TEQ e TEL) esté relacionada a
quantidade de ramificacbes da molécula, sendo aproximadamente 3% menor
em TEQ. Assim, aproximadamente, para cada 5 unidades de glucose a-(1->4)
ligadas existe um ponto de ramificacdo em TEQ, enquanto para TEL esta
propor¢cao aumenta para 8 unidades para cada ramificagdo. Este elevado grau
de ramificacdo esta mais proximo ao apresentado pelo glicogénio (um ponto de
ramificagdo a cada 8-12 unidades) do que a amilopectina de vegetais
superiores (FERREIRA et al., 2009).

Na microalga verde Chlorella pyrenoidosa, SUAREZ et al. (2008)
identificaram pela primeira vez uma mistura de 3-(1->2)-glucana ciclica e linear
no extrato aquoso além de uma amilopectina ramificada na proporcdo de 5
unidades a-(1->4) para cada ramificagdo em C-6, muito proxima a encontrada
para T. gracilis por este trabalho.

De acordo com o exposto até entdo, a estrutura sugerida para o

polissacarideo encontra-se representada na Figura 17.

g g
0 oH oH oH aH oH o aH
m LI H T H HO H S H H7yg H A H "o HA-—

FIGURA 17. Estrutura proposta para os polissacarideos sintetizados por T.
gracilis (x = 5-8 unidades).

n
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6.2 Isochrysis galbana

6.2.1 Analise da Biomassa

Segundo os resultados obtidos para caracterizagdo quimica da
biomassa algal seca, a espécie de microalga marinha Isochrysis galbana é

constituida por 18,3% de proteinas, 24,2% de carboidratos e 37,0% de lipideos.

6.2.2 Extracédo dos Polissacarideos

A biomassa microalgal de Isochrysis galbana, separada de seu meio de
cultivo e liofilizada, foi submetida a extragcdes sequlenciais, sob as mesmas
condicdes da espécie Tetraselmis gracilis.

Primeiramente, os polissacarideos foram extraidos com solugao aquosa,
sendo o precipitado etandlico foi isolado através de centrifugagao,
ressolubilizado em &agua, dialisado e liofilizado, rendendo a fragdo I1AQ, que
representou 29,8% da biomassa inicial (Figura 18). Sequencialmente, a
biomassa residual da extracdo aquosa foi submetida a extragdo alcalina para

obtencéao da fragao IAL, com rendimento de apenas 6,5% (Figura 18).
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Isochrysis galbana

Extracao aquosa
80°C, 2h, agitagdo mecanica,
centrifugacéo

Sobrenadante » Residuo Aq

Extragao alcalina NaOH 0,5 M

Precipitacao com EtOH, 80°C, 2 h, agitagdo mecanica,
centrifugacao centrifugacéo
Sob Ppt Residuo Al Sobrenadante
Dialise;
Concentragao;
Liofilizagao Precipitagdo com EtOH,
centrifugagédo
IAQ
Sob
29,8% Ppt
Dialise;
Concentracéo;
Liofilizagao
IAL
6,5%

FIGURA 18. Fluxograma das extra¢des de Isochrysis galbana

Foi realizado um teste para avaliar o rendimento de uma segunda
extracdo aquosa, sequencialmente aplicada a biomassa residual apos a
primeira extracdo aquosa, porém obteve-se baixo rendimento nesta fracao
(3,4%).

A biomassa residual das extracbes foi quantificada em relagcdo a
presenga de carboidratos e apresentou pequena percentagem, tanto para o
residuo da extragdo aquosa (5,2%) quanto para o residuo da extragéo alcalina
(4,5%). Este resultado indica que a maior quantidade de carboidratos é
extraida na primeira extragdo aquosa, o que justifica o baixo rendimento obtido

para as demais extragcoes sequenciais.

6.2.3 Caracterizagao dos Polissacarideos isolados de Isochrysis galbana

Os resultados das dosagens quimicas das fragbes IAQ e IAL

demonstraram que, além de maior rendimento, a extragdo aquosa foi a que

apresentou maior eficiéncia na obtencao da fragdo polissacaridica, devido ao
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alto conteudo de carboidratos totais de 1AQ (70,9%), enquanto IAL apresentou
16,8% de carboidratos totais e 39,0% de proteinas.

A composi¢cdo monossacaridica das fragdes, obtida apds hidrélise total,
reducdo e acetilacdo, demonstrou que o polissacarideo extraido em meio
aquoso pode ser classificado como glucana, visto que € composto por mais de
92% de glucose (Tabela 7). Na fragao IAL foi observada uma heterogeneidade
maior de monossacarideos, sendo composta por 54% de glucose além de
galactose (14,1%), manose (12,7%) e arabinose (11,3%) como constituintes
principais. Esta heterogeneidade aliada ao elevado teor de proteinas pode
indicar a presenca de glicoproteinas e/ou heteropolissacarideos na fragao
alcalina, podendo esta condicao ter extraido além do polissacarideo de reserva
um heteropolimero da parede celular.

Esta espécie, assim como outras desta mesma divisdo, apresentaram
variagdo em seu conteudo de glucose, composto majoritario do polissacarideo
de reserva, dependente da sua fase de crescimento, (BROWN, 1991; BROWN
etal., 1997).

Sequencialmente, as fracbes IAQ e IAL foram analisadas quanto ao
perfil de eluicdo em HPSEC-MALLS para avaliagdo do grau de
homogeneidade. Ambas apresentaram perfil heterogéneo, sendo observadas
absorcdes correspondentes ao detector UV em 280 nm, atribuidos a presenca

de proteina nestas fragdes (Figura 19).
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FIGURA 19. Andlise de homogeneidade do extrato aquoso (IAQ) (a) e alcalino
(IAL) (b). Detectores de Espalhamento de Luz - MALLS (em vermelho), indice
de refracéo - RID (em azul) e UV 280 nm (em verde).

Observa-se na fragéo IAQ a presenga de duas moléculas com tamanhos
distintos (Figura 19a). Uma de tamanho maior (volume de eluicdo aproximado
de 25 mL), porém em baixa quantidade, identificada pelo espalhamento de luz
e com pico coincidente no detector UV 280 nm e outra menor e em maior
concentracao (volume de eluigdo 30-35 mL), identificada apenas pelo indice de
refragdo. Na fracao IAL o pico do espalhamento de luz e do indice de refracao
coincidem com o pico do detector UV (280 nm) (volume de eluigdo 25-30 mL),
0 que poderia indicar a presenga de uma glicoproteina, ou proteoglicano em

maior quantidade na amostra (Figura 19b). Observa-se também um pequeno
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pico no RID, em aproximadamente 30 mL, que pode ser atribuido a glucana da
fracao (54% de glucose nesta fragao).

Considerando que IAQ ¢é a fragdo de maior rendimento e com grande
quantidade de carboidratos, esta foi selecionada para obtencdo de uma fracéo

polissacaridica homogénea e posterior analise de sua estrutura quimica fina.

6.2.4 Purificagédo da fragao polissacaridica bruta IAQ isolada de /. galbana

Com o objetivo de obter uma fragdo polissacaridica homogénea,
IAQ foi submetida a ultrafiltragdo. Dessa forma a amostra foi solubilizada em
agua MiliQ e submetida a ultrafiltracdo em membrana de 0,1 pm, resultando
numa fragéo eluida (75% de rendimento) e outra retida (15% de rendimento),
as quais foram denominadas IAQ-e e IAQ-r, respectivamente. Estas fracdes
foram analisadas por HPSEC-MALLS e apresentaram os cromatogramas da
Figura 20.

Analisando a Figura 20a verifica-se que a fracédo IAQ-e foi eluida como
um pico simétrico no indice de refragdo, o que a classifica como homogénea
quanto a massa molecular. O valor de dn/dc foi utilizado para determinacao da
massa molecular ponderal média da fracdo IAQ-e, que apresentou valor de
18,8 kDa. Na fracdo IAQ-r, de baixo rendimento, pode-se identificar no
cromatograma obtido com o detector de espalhamento de luz um pico referente
ao encontrado anteriormente na fragao bruta, coincidente com o UV (Figura
20b).
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FIGURA 20. Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS da fracao I1AQ-e (a) e IAQ-r (b)

6.2.5 Caracterizacdao quimica das fracdes polissacaridicas isoladas de |

galbana

As fragdes obtidas apoés ultrafiltragao foram submetidas as analises para

determinacao da sua composi¢ao quimica. A fragao IAQ-e mostrou-se similar a

fragdo original IAQ (Tabela 6), enquanto IAQ-r apresentou menor quantidade
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de carboidratos (33,4%) e maior de proteinas (19,7%) quanto comparada a

AQ.

TABELA 6. Caracterizagdo quimica das fragdes aquosas de /. galbana

Fracdes Carboitirato Protel'bna Sulfacto Acido ur?nico
(%) (%) (%) (%)
IAQ 70,9 2,3 tr®
IAQ-e 79,3 nd’ nd

2.5 9= Determinado pelos métodos: DUBOIS et al. (1956); LOWRY et al. (1951); DOGSON e
PRICE (1961); FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. ° trago; "n3o

determinado.

A composi¢cao monossacaridica das fragoes obtidas apds ultrafiltracéo

indica que a glucana encontra-se na fragao eluida (IAQ-e) (Tabela 7), enquanto

a fracao retida (IAQ-r) apresentou heterogeneidade monossacaridica.

TABELA 7. Caracterizagdo monossacaridica das fragbes aquosas de /. galbana

Monossacarideos Fracoes
mol(%)? IAQ IAQ-e
Ramnose 1,1 1,0
Fucose - 0,2
Ribose 0,7 0,7
Arabinose 2,1 1,1
Xilose 0,6 0,5
Manose 1,1 0,4
Galactose 2,0 0,7
Glucose 92,4 954

 Monossacarideos quantificados em moles%, na forma de acetato de alditéis, por GLC.
6.2.6 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN de *C

Foram realizadas andlises de RMN de *C e C-DEPT do extrato
aquoso bruto (IAQ), assim como da fragdo homogénea obtida a partir de
ultrafiltracao (IAQ-e). A grande similaridade entre os espectros obtidos para
ambas as fragdes demonstra que sdo constituidas pelo mesmo polimero,
sendo que a fracdo IAQ-r estaria presente em pequena quantidade em IAQ,
nao influenciando seu perfil espectroscopico (Figura 21).

Os espectros de RMN de 'C demonstram a presenca de 3 sinais

anoméricos em 103,4, 103,0 e 102,5 ppm, indicando a presenca de 3 C-1 em
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ambientes quimicos diferentes. Os assinalamentos nesta regido séo
caracteristicos de anomericidade B de unidades de glucose. Os sinais em &
86,7 e 85,0 indicam a presencga de unidades ligadas (1->3), enquanto na faixa
de 8 76,1 a 69,9 encontram-se os sinais referentes aos C-2, C-4 e C-5.

A inversao de dois sinais de —CH; no experimento de DEPT, em 6 61,1 e
68,4 demonstra a presenca de C-6 livre e C-6 substituido, respectivamente.
Este ultimo sinal estaria indicando as unidades B-D-glucose ligadas (1->6) ou
as ramificagdes das unidades (1->3) ligadas, ou seja, unidades de B-D-glucose
(1=>3)(1>6) ligadas.

mmmmmmmm
mmmmmmmm

——103.0

1025
—867
——85.0
B.
5.
5.
4.
3,
3.
3.
2,
—699
—684
61.1

__~1034

A —

T T T T T T T T T T 1
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 ppm

FIGURA 21. Espectros de RMN de "°C das fracdes IAQ (a), IAQ-e (b) e RMN
DEPT da fragédo IAQ (c). Solvente D,0, temperatura: 70°C.

Estes assinalamentos sao muito similares aos propostos por VARUM et
al. (1986), na identificagdo de uma [(B-D-glucana extraida da microalga Emiliania
huxleyi, que, assim como a [ galbana, pertence a divisdo Prymnesiophyta.
Também se assemelham aos sinais estabelecidos na identificacdo de [(-D-
glucanas fungicas (CARBONERO et al., 2006; AMARAL et al., 2008;
CHENGHUA et al., 2000).
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6.2.7 Analise de RMN bidimensional - HSQC

Foi realizado o espectro de RMN bidimensional de HSQC "C-'H da
fracdo IAQ para melhor identificar a molécula (Figura 22). Este espectro
demonstra 3 acoplamentos correspondentes a >C-'H em & 103,4/4,90 (A); &
103,0/4,79 (B) e 6 102,5/4,71 (C), alta frequéncia para C-1 e baixa frequéncia
para H-1, representativo da configuragao .

Para o sinal do C-6 livre em 61,1 ppm observa-se a presenca de
acoplamentos em & 61,1/4,14 (D) e 6 61,1/3,96 (E). Em 68,4 ppm (sinal que
sofreu inversdo pelo experimento de DEPT), encontra-se o acoplamento em
4,10 (F); 3,75 (G) ppm, sugerindo a presenca de unidades (1->6) ligadas. Os
assinalamentos em 6 86,5/3,65 e & 85,0/3,68 ppm sao referentes as unidades

da molécula (1->3) ligadas.
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FIGURA 22. Espectro de RMN 2D HSQC da B-D-glucana presente na fragao
IAQ
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Com o objetivo de realizar uma comparagao entre os deslocamentos da
B-D-glucana extraida da microalga [. galbana e outras [-D-glucanas
previamente identificadas, foram gerados espectro de RMN 3C utilizando como
solvente o Me,SO-dg, usualmente empregado para estes polimeros, que muitas
vezes sao insoluveis em agua. Os resultados encontram-se relacionados na
Tabela 8. Observa-se similaridade entre os sinais assinalados por este e por
outros trabalhos, correspondentes as unidades de glucose B-(1-2>3) e B-(1->6)

ligadas.

TABELA 8. Assinalamentos de RMN de "*C da fragao IAQ solubilizada em
ME>SO-ds em comparagao com outros estudos

I. galbana U. mammulata C. debilis
(microalga) (liquen) (diatomacea)
B-Glc (1>3)  B-Glc (1°6)° | B-Glc (1>3)° B-Glc (1>6)° | B-Glc (123)° B-Glc (1°6)°

C1 103,0 104,3 102.8 103.1 103.3 103.6
C2 72,5 73,8 72.7 73.3 73.4 73.8
C3 88,5 76,8 86.0 76.4 86.3 76.7
c3' 87,5
C4 68,1 70,3 68.3 69.9 68.9 70.5
C5 76,3 75,2 76.2 75.4 76.7 76.0
Cc6 61,2 68,9 60.7 68.4 61.4 69.0

#Presente estudo; ° Carbonero et al., 2006; © Storseth et al., 2006

6.2.8 Analise de metilagcao da fragdo IAQ-e isolada de I. galbana

Para melhor elucidacdo da estrutura quimica fina desta p-b-glucana, a
fracdo IAQ-e foi submetida ao processo de metilagdo, com seus resultados
apresentados na Tabela 9.

A metilacdo confirma a estrutura sugerida até entdo para o polimero
através da analise de RMN, evidenciando que a molécula € composta por
unidades de glucose como terminais nado redutores (TNR) e unidades de
glucose (1->6)-ligadas, (1->3)(1>6)-ligadas e (1->3)-ligadas na proporgéo
5:4:4:1, respectivamente (Tabela 9). Com isso pode-se inferir que a fragéo

IAQ-e € composta por uma B-dD-glucana com cadeia principal ramificada e alto
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teor de terminais n&o redutores, que podem estar relacionados com o pequeno

tamanho da molécula, observado também através do perfil do HPSEC-MALLS.

TABELA 9. Analise de metilagao da fracao polissacaridica IAQ-e isolada de
Isochrysis galbana

Acetatos de alditois

parcialmente O- IAQ-Oe Rt° Ligagao
) a (mol %)
metilados
2,3,4,6-Me,-Glc 36,1 1 Glcp-(1>
2.4.6- Me;-Glc 7.1 1265  >3)-Glcp-(1>
2.3.4-Mes-Glc 28,6 1394  6)-Glcp-(1>
2.4-Me,-Glc 28,2 1946 3,6)-Glcp-(1>

®mol % dos monossacarideos quantificados na forma de acetato de alditois parcialmente
metilados, analisados em GC-MS; bTempo de retengédo em relagao ao tetra-metil Glcp.

6.2.9 Degradacao Controlada de Smith

Dispondo somente dos resultados anteriormente descritos seria
impossivel concluir com precisdo qual o tipo de ligagdo presente na cadeia
principal desta glucana e quais as ligacdes relacionadas as ramificagdes. Desta
forma outro experimento foi conduzido para que fosse possivel confirmar a
estrutura quimica da molécula extraida. Este experimento, denominado
Degradacao Controlada de Smith, consiste na oxidagdo com periodato de sddio
do polimero. Nestas condicbes apenas os monossacarideos com hidroxilas
vicinais livres sdo oxidados. Assim, unidades ligadas através de ligagcdes
glicosidicas (12>3) n&o sdo oxidadas e permanecem intactas enquanto as
ligadas através dos outros tipos de ligagbes oxidam e sdo removidas pelo
processo de hidrolise parcial.

O resultado da Degradacao de Smith, que deu origem a fragdo IAQ-s
pode ser primeiramente avaliado através do espectro de RMN de *C e 3C-
DEPT em comparagao a fracao IAQ-e (Figura 23). Pode-se perceber uma
simplificacdo dos sinais quando comparado ao espectro inicial, com a
permanéncia de 6 picos principais. Apos a oxidagao com periodato, o sinal
referente ao C-6 substituido (68,9 ppm) permanece intacto enquanto o

caracteristico do C-6 livre desaparece quase totalmente. Ocorre também a
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diminuicao dos sinais referentes a ligacéo (1->3). Na regiao de C-1, observa-se
a permanéncia de 1 sinal anomérico em 102,9 ppm, correspondente a unidade
com ligagdes (1->6).

Estes resultados indicam a permanéncia de uma molécula (1->6)-ligada
na fragdo IAQ-s, apos degradacédo de Smith, que n&do pdde ser oxidada devido
a disposigao de suas ramificagdes em C-3. Conclusivamente, percebe-se que a
cadeia principal do polimero é constituida por uma B-b-glucana (1->6), com
ramificacdo em C-3.

A estrutura destas unidades (1->6) ligadas, com ramificagdo no C-3 é
resistente a Degradacao de Smith, pois ndo apresenta hidroxilas vicinais livres.
Apos o experimento, houve degradagdao dos TNR presentes nas ramificacdes
em C-3, expondo assim a cadeia principal (1-2>6).

Os sinais na regido de C-6 livre, que permaneceram em pequena
intensidade no espectro e foram invertidos pelo RMN DEPT, podem ser
representativos dos terminais nao redutores (TNR) presentes nas extremidades
da cadeia e nas ramificacbes que nao foram totalmente oxidadas devido a
presenca de mais de uma unidade, assim como das extremidades redutoras da

cadeia, reduzidas com NaBH,, conforme o procedimento do experimento.

105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 ppm

FIGURA 23. Espectro de RMN de °C das fragdes IAQ-e (a), IAQ-s (b) e IAQ-s
DEPT (c). Solvente D,0, temperatura: 70 °C.
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Para uma melhor avaliacdo e conclusédo dos resultados, foi realizada a
metilacdo da fragdo IAQ-s. Os resultados demonstram uma diminuicdo
significativa na quantidade de terminais n&o redutores (de 36,1 para 9,1%) e
diminuigéao das ligagdes (12>3) e (1->6)(1>3), conforme esperado. Observa-se
também um aumento de ligagdes (1->6) de 28,6 no polissacarideo nativo para
78,4% apos oxidagao (Tabela 10), de acordo com os resultados observados
nas analises de RMN.

Estes dados confirmam a degradagdo das unidades de [B-D-Glcp, ou
TNR, presentes nas ramificagdes. Sendo assim, algumas das ramificacbes
estariam constituidas por somente uma unidade B-D-Glcp enquanto outras
(~7%) estariam constituidas por duas unidades de B-D-glucose (1->3) ligadas.
Apés degradacdo, a glucose que estava ramificada por apenas um TNR
tornou-se apenas (1->6)-ligada, enquanto a que possuia ramificagcao
dissacaridica permaneceu (1->6)(1->3), indicando a degradagdo de somente
um TNR e a permanéncia do outro. A queda na porcentagem do derivado
(1->3) para 1,6% supde a presenca destas ligagdes nas ramificagdes e nao na

cadeia principal, o que permitiu sua degradacao.

TABELA 10. Analise de metilagao de fracado polissacaridica submetida a
degradagao controlada de Smith IAQ-s

Acetatos de alditois

parcialmente O-metilados® IAQ-e © IAQ-s Re’ Ligagao
2,3,4,6-Me4-Glc 36,1 9,1 1 Glcp-(1->
2,4,6-Me;-Glc 7.1 1,6 1,265  >3)-Glcp-(1>
2,3,4-Me;-Glc 28,6 78,4 1,394  >6)-Glcp-(1>
2,4-Me,-Glc 28,2 10,9 1,046  >3,6)-Glcp-(1>

#mol % dos monossacarideos qbuantificados na forma de acetato de alditois parcialmente
metilados, analisados em GC-MS; ° Tempo de retengéo em relagéo ao tetra-metil Glcp. ° fragéo
a ser comparada

De acordo com os resultados obtidos através de todas as analises
quimicas e espectroscopicas aqui apresentadas, sugere-se que O
polissacarideo de reserva sintetizado pela microalga marinha /sochrysis

galbana seja constituido por uma cadeia principal de (3-D-glucose (1->6)-ligada,
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unidades ramificadas em C-3, ou seja, [B-D-glucana (1->6)(1>3), em
propor¢cdes semelhantes. A ramificacdo em C-3 € composta por dois tipos:
unidades simples de glucose e dissacarideos de B-D-glucose (1->3) ligados,
em menor proporgao.

Além disso, propde-se que as unidades nao substituidas, B-d-glucose
(1->6)-ligadas, e substituidas, B-dD-glucose (1->6)(1->3)-ligadas, estejam
dispostas em blocos, o que permitiu a obtencdo de fragmentos resistentes a
oxidacdo com periodato que puderam ser recuperados apoés a hidrélise parcial
e dialise. Sendo assim, a estrutura sugerida para o polissacarideo obtido de /.

galbana encontra-se representada na Figura 24.

Wﬁl =
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FIGURA 24. Estrutura proposta para o polissacarideo sintetizado por /. galbana

Na literatura, descreve-se como produto de reserva das Prymnesiophyta,
um polissacarideo constituido por unidades de glucose, formado por ligagbes
glicosidicas B-(1->3), que ocorre no interior de vacuolos citoplasmaticos
(RIJSSEL et al., 2000; GRANUM e MYKLESTAD, 2002; LOURENCO, 2006).
Porém, segundo JANSE et al. (1996), a substancia de reserva identificada para
este grupo pode ser tanto uma B-glucana (1->3)-ligada, ramificada em (3-(1->6)
quanto uma B-glucana (1->6), substituida por cadeias laterais na posigao B-
(1=>3).

A estrutura proposta no presente trabalho € semelhante a sugerida por
VARUM et al. (1986), para a microalga E. huxleyi. Porém, estes autores
concluiram que o polissacarideo sintetizado por esta espécie de microalga teria
cadeia principal formada por unidades de [-D-glucose (1->6)-ligadas, e
ramificagbes em C-3 constituidas por dissacarideos (1->6) ligados, devido a

ndo degradagdo da molécula quando tratada com a enzima exo-(1->3)-B-D-
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glucanase. Apesar da similaridade dos resultados, e de nao realizar o
tratamento com esta enzima, o polimero proposto para I. galbana deve possuir
a estrutura proposta na Figura 24, com a presenga de unidades (1-2>6)(1->3)
apos o tratamento, indicando a permanéncia de unidades ligadas ao C-3, o que
nao ocorreria se a ramificagdo fosse constituida por dissacarideos (1->6)

ligados e, assim, totalmente oxidada.

6.3 Thalassiosira fluviatilis

6.3.1 Analise da biomassa

Os resultados da composicao quimica da biomassa de T. fluviatilis
indicaram que esta espécie de diatomacea € composta por 26,8% de

carboidratos totais, 19,2% de proteinas e 27,5% de lipideos.

6.3.2 Extragéo dos polissacarideos

Os polissacarideos da diatomacea Thalassiosira fluviatilis foram
extraidos em meio acido, constituido por uma solugcdo de H,SO4 0,05 M. A
biomassa liofilizada foi extraida a 60 °C, durante 10 min, conforme o
estabelecido por GRANUM e MYKLESTAD (2002) para obtencdo dos

polissacarideos de reserva de diatomaceas (Figura 25).

Thalassiosira fluviatilis

Extragéo acida
0,05 M H,SO,
10 min, 60°C, agitagdo mecanica
centrifugagao
Sobrenadante < » Residuo 1
Didlise 1 kDa; Extragao acida
Concentragéo; 0,05 M H,SO,
Liofilizagao. ; 10 min, 60°C, agitagédo
Residuo 2 <J—> Sobrenadante
TAC
(22,7%) Didlise 1kDa;
Concentragao;
Liofilizagao
TAC-2

(7,1%)
FIGURA 25. Fluxograma de extragao dos polissacarideos de T. fluviatilis
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O sobrenadante da extragao foi isolado por centrifugacéo, neutralizado
com NaOH, em seguida dialisado com membrana de 1 kDa de cut off e
liofiizado. A fracdo obtida apos centrifugagdo foi denominada TAC, que
representou 22,7% da biomassa inicial.

A biomassa residual da primeira extragdo foi submetida a segunda
extracdo sequencial sob as mesmas condigbes para avaliar o rendimento e
percebeu-se que a maior parte do polissacarideo é extraida durante o primeiro
procedimento. A fracdo foi denominada TAC-2 (7,1% de rendimento). A
biomassa residual desta extracdo acida sequencial foi analisada quanto a
quantidade de carboidratos, apresentando 3,8%. Desta forma, pode-se concluir
que a maior quantidade de polissacarideos € extraida durante o primeiro

procedimento.

6.3.3 Caracterizacao dos polissacarideos isolados de T. fluviatilis

O perfil cromatografico da fragdo TAC, obtido por anadlise em HPSEC-
MALLS, indicou que os polissacarideos presentes apresentariam baixa massa
molar, visto que nado foram detectados sinais no espalhamento de luz, e o
indice de refracdo apenas apresentou picos no final da cromatografia.
Analisando o cromatograma, observa-se ainda a possibilidade de que alguns
dos picos presentes fossem produtos da presenca de sais, principalmente

aqueles eluidos em 60 min ou apos este tempo.
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FIGURA 26. Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS da fragao TAC

6.3.4 Purificacao da fragao polissacaridica bruta TAC

Para testar a hipdtese anteriormente citada, a fracdo polissacaridica
bruta isolada de T. fluviatilis foi submetida a um processo de dialise. Para isso,
a amostra TAC foi ressolubilizada em agua Mili-Q e submetida a dialise
exaustiva em membrana de 1 kDa de cut off, contra agua Milli-Q. A fragéo
dialisada, que permaneceu na membrana, foi denominada TAC-d e
representou 80% da fracao inicial TAC. Apds dialise, pode-se perceber, através
da analise do perfil cromatografico, que os picos na regido de 60-70 min
praticamente desapareceram confirmando que indicavam a presenca de sais
(Figura 27). Ao mesmo tempo percebe-se o aparecimento de sinal no
Espalhamento de Luz, referente a uma molécula de maior tamanho (35-45
min), porém em pequena quantidade. Esta macromolécula, possivelmente nao
foi detectada na primeira analise devido ao peso do sal na amostra, que pode

ter influenciado a representacao real da fragdo no primeiro experimento.
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FIGURA 27. Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS da fragao TAC-d

Com a finalidade de separar as duas moléculas visualizadas no perfil
cromatografico e obter somente a molécula de menor tamanho, foi realizada
ultrafiltracdo em membrana de 0,1 um. Desta forma, obteve-se a fragcao eluida,
denominada TAC-e (79% de rendimento), que apresentou um perfil de eluigao
simétrico, podendo ser considerada homogénea quanto a sua massa molecular
(Figura 28). A massa molecular ponderal média da molécula foi determinada

através do calculo de dn/dc e apresentou valor de 11,7 kDa.
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FIGURA 28. Perfil de eluigdo por HPSEC-MALLS da fragao TAC-e



6.3.5 Caracterizacido quimica das fracdes

As analises quimicas, tanto da fragdo bruta (TAC) quanto da fragao
purificada (TAC-e), apresentaram similaridade.

majoritaria de carboidratos, que aumentou de 52,4% para 59,9% apods

Observa-se a presenca

purificagdo, e pequena quantidade dos demais compostos (Tabela 11).

TABELA 11. Caracterizagdo quimica das fragdes de T. fluviatilis

Fracoes Carboitirato Protel'bna Sulfacto Acido ur;“)nico
(%) (%) (%) (%)
TAC 52,4 2,6 4,3 tr®
TAC-e 59,9 2,1 4.1 tr

2.5 9= Determinado pelos métodos: DUBOIS et al. (1956); LOWRY et al. (1951); DOGSON e

PRICE (1962); FILIZETTI-COZZI e CARPITA (1991), respectivamente. °trago.

A composi¢cdo monossacaridica demonstrou que, assim como 0s
polissacarideos extraidos das outras espécies de microalgas, o produto de

reserva da diatomacea T. fluviatilis € constituido por mais de 90% de glucose,

identificando uma glucana (Tabela 12).

TABELA 12. Caracterizagdo monossacaridica das fragoes de T. fluviatilis

Monossacarideos

(Mol%) TAC TAC-e
Ramnose 3,7 1,2
Fucose - 24
Ribose 1,8 0,3
Arabinose 0,3 0,3
Xilose 0,7 0,6
Manose - 0,4
Galactose - 0,7
Glucose 93,5 94,1

 Monossacarideos quantificados em moles%, na forma de acetato de alditdis, por GLC.
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6.3.6 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN de *C

O espectro de RMN de C da fracdo TAC apresentou 6 sinais principais,
sendo que na regiao de C-1 observa-se 1 sinal anomérico em 102,5 ppm,
caracteristico de anomericidade B das unidades de glucose (Figura 29a). O
deslocamento em & 84,8 é caracteristico de unidades de B-D-glucose ligadas
(1>3), enquanto os demais sinais em & 73,2; & 68,4 e & 75,7 estdo
relacionados aos C-2, C-4 e C-5, respectivamente. O assinalamento em 61,0
ppm corresponde ao C-6 livre destas unidades de B-D-glucose ligadas (1-2>3),
confirmado pela inversao de —CH, no espectro de RMN "*C-DEPT (Figura 29b).
A inversdo de somente um sinal no espectro de DEPT, em 61,0 ppm, indica a
auséncia de C-6 ligado na molécula, em proporgdes significativas. O espetro de
RMN é representativo de uma crisolaminarana, ja extraidas de outras
diatomaceas (ALEKSEEVA et al., 2004; STORSETH et al., 2005).

Os pequenos sinais observados em & 95,9 e 92,2 representam os
terminais redutores da cadeia, fechando em 8 e a, respectivamente (KIM et al.,
2000; STOURSETH et al., 2004). Esta evidéncia, juntamente com o observado
pelo perfil de eluicdo em HPSEC-MALLS, confirma que a B-D-glucana (1->3)-

ligada extraida da T. fluviatilis € um polimero de baixa massa molecular.

102.5
—848
—75.7
—732

684

61.0

]

T T T T T T T T T T 1
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 ppm

FIGURA 29. Espectro de RMN de *C (a) e RMN DEPT (b) da fracdo TAC.
Solvente D,0, temperatura: 40°C
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6.3.7 Analise de RMN bidimensional - HSQC

A analise do espectro de HSQC permite correlacionar os sinais de "°C e
'H e com isso observar a presenca de 6 acoplamentos (Figura 30). Na regido
do C-1/H-1 o acoplamento encontra-se em 102,5/4,78 ppm, confirmando as
ligagdes do tipo 3. Em 61,0 ppm, que representa o C-6 livre (sinal invertido pelo
experimento de DEPT) observa-se a presenga dos acoplamentos em 3,91 e
3,75 ppm caracteristicos de H-6 e H-6’, respectivamente.

Na regiao do C-3 ligado encontra-se o acoplamento em & 84,8/3,78 (C3-
H3). Os demais sinais de H' puderam ser assinalados através do acoplamento
com "°C, para C-2, C-4 e C-5 (Tabela 13).

C6-H6 C6-H6' - 5
N -
_ @ ©
- 65
Catt—bo® -
@/ 75
g
k.
C3-H3 C5-H5 L 80
_— @ - 85
= 90
- 95
C1-H1
{ \ ~100
—
=105
6.0 5.‘5 510 415 410 3‘.5 3‘.0 ppm

FIGURA 30. Espectro de correlagdo HSQC da B-D-glucana da fragédo TAC
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TABELA 13. Deslocamentos quimicos de 'H e "*C (8) da B-D-glucana de TAC

B-D-G
H

lcp-(1-2>3)
1SC

H-1/C-1 4,78
H-2/C-2 3,57
H-3/C-3 3,78
H-4/C-4 3,52
H-5/C-5 3,54

H-6/C-6 3,91

H-6'/C-6 3,75

102,5
73,2
84,8
68,4
75,5

61,0

Solvente D,O, temperatura: 80°C.

Para a fracdo TAC também foi realizado RMN "*C tendo como solvente

da amostra o Me,SO-ds a fim de comparar a B-D-glucana (1->3) extraida da

microalga T. fluviatilis e demais [B-D-glucanas (1->3) previamente estudadas

(Tabela 14).

TABELA 14. Assinalamentos de RMN de "*C da fragdo TAC solubilizada em
ME,SO-ds em comparagado com outros estudos.

Thalassiosira | Ganoderma Pleurotus tuber- | Chaetoceros
fluviatilis resinaceum regium mulleri
(diatomacea) (fungo) (fungo) (diatomacea)
B-Glc (1>3)° B-Glc (12>3)°| B-Glc (1>3)° B-Glc (1>3)°
C1 103,1 102.9 102.6 102,7
C2 73,0 72.8 72.8 73,4
C3 86,3 86.2 85.9 84,4
C4 68,6 68.5 68.1 68,3
C5 76,5 76.4 75.6 75,8
C6 61,0 60.9 60.3 60,9

@ Presente estudo; ° Amaral et al., 2008; © Chenghua et al., 2000; 9 Storseth et al., 2005

6.3.8 Analise de metilagcao da fragao polissacaridica purificada TAC-e

Para maior entendimento da estrutura quimica do polissacarideo, foi

realizada analise de metilagdo da fracdo TAC-e (Tabela 15). Os resultados
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confirmam o observado nos espectros de RMN e demonstram que a maior
parte da molécula é constituida por unidades de glucose (1->3) ligadas,
correspondendo a 75,5% do total do polimero. Porém, a metilagéo apresenta a
existéncia de uma pequena percentagem de ramificagdo (4,5%) em C-6, néo
identificada pelos espectros de RMN. Observa-se também uma pequena
quantidade de unidades de glucose (1->4) ligadas, que correspondem a 4,6%
do total do polimero.

TABELA 15. Analise de metilagdo da fragao polissacaridica purificada TAC-e

Acetatos de alditois

parcialmente O-metilados ® TAC (%) Rt? Ligagao
2,3,4,6-Mey4-Glc 15,4 1 Glep-(1>
2,4,6-Mes-Glc 75,5 1,269 3)-Glep-(1>
2,3,6-Me;-Glc 4,6 1,393 4)-Glep-(1->
2,4-Me,-Glc 4,5 1,045 3,6)-Glcp-(1->

“mol % dos monossacarideos quantificados na forma de acetato de alditois parcialmente
metilados, analisados em GC-MS; bTempo de retengado em relagao ao tetra-metil-Glcp.

6.3.9 Degradacgéao controlada de Smith da fragéo polissacaridica TAC

Sequencialmente, o polissacarideo foi submetido a degradagdo de
Smith, com o objetivo de melhor elucidar sua estrutura. Entretanto, a fracédo
resultante deste procedimento, denominada TAC-s, apresentou baixo
rendimento (40%), diferente do esperado para um polissacarideo com grande
quantidade de liga¢des (1->3), que ndo deveriam ser oxidadas.

O RMN de "*C da fragdo TAC-s demonstrou a predominancia de B-D-
glucana (1->3) ligada (Figura 31a). A presenga de outros sinais de pequena
intensidade no espectro pode estar relacionada as extremidades da estrutura
que foi oxidada e teve seu tamanho diminuido, como o sinal de C-1 em 104,1
ppm.

Na regido de C-6, os sinais em 63,0 e 61,5 ppm (invertidos pelo
experimento de DEPT) (Figura 31b) podem ser representativos dos Terminais
ndo redutores (TNR) e dos Terminais Redutores reduzidos com NaBH,4 (TRr),
identificados estrutura representada na Figura 31. O pico de maior intensidade

(60,8 ppm) representa o C-6 da cadeia (1->3) ligada.
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A permanéncia de uma estrutura (1->3) ligada apdés degradacgédo de
Smith, identificada pelos sinais de RMN de maior intensidade, permite inferir
que a cadeia principal do polimero € composta por este tipo de ligagéo,

diferentemente do encontrado para /. galbana.
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FIGURA 31. Espectro de RNM de "*C (a) e RMN-DEPT (b) da fragdo TAC-s

Através dos resultados obtidos até entdo, sugere-se que o
polissacarideo extraido da microalga T. fluviatilis é do tipo crisolaminarana,
sendo constituido principalmente por B-b-glucana (1->3)-ligada (~75%), com
pequena proporgao de unidades (1->4)-ligadas além de substituicdo no C-6 por
unidades simples de glucose (Figura 32). Apds a degradagdo de Smith
observa-se a permanéncia das unidades de B-D-glucose (1->3)-ligadas sem

ramificagdes (Figura 33).
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FIGURA 32. Estrutura proposta para o polissacarideo soluvel em agua extraido
de T. fluviatilis
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FIGURA 33. Estrutura proposta para o polissacarideo apés degradagéao de
Smith (TAC-s)

Polissacarideos de diatomaceas sao frequentemente divididos em trés
grupos: os polissacarideos de parede celular, as mucilagens extracelulares e
os polissacarideos de reserva (B-(1->3)-glucanas (GRANUM e MYKLESTAD,
2002). A parede celular das diatomaceas € composta por silica e involucros
organicos que contém heteropolissacarideos com ampla variagado na proporgao
de galactose, glucose, manose (e seus correspondentes acidos urénicos),
xilose, fucose, ramnose e outros residuos, podendo variar entre diferentes
espécies (FORD e PERCIVAL, 1965; GRANUM e MYKLESTAD, 2002). Estes
heteropolissacarideos de parede celular podem ser obtidos de diatomaceas
através de extragdo alcalina (LOPES, 2003; ASCENCIO, 2004). As mucilagens
extracelulares possuem composi¢do variada, podendo ser a glucose o mais
abundante monémero excretado durante a fase exponencial, como o
observado para trés espécies de diatomaceas por URBANI et al. (2005), ou
entdo outros monossacarideos como a manose, fucose, galactose, em
diferentes proporgdes (PERCIVAL et al., 1980; ASCENCIO, 2004). Os produtos
de reserva consistem em goticulas de gordura no citoplasma e/ou um
polissacarideo soluvel derivado de glucose formado por ligagdes glicosidicas [3-
(1->3), a crisolaminarana ou laminarana (LOURENCO, 2006).

As B-(1->3)-glucanas, ou laminaranas, competem com a celulose quanto
ao mais abundante carboidrato do planeta e a principal reserva alimentar das
diatomaceas (PAINTER, 1983; McCONVILLE et al., 1986; PAULSEN e
MYKLESTAD, 1978). As que sao encontradas nas diatomaceas tém sido
chamadas de leucosina ou crisolaminarana (GRANUM e MYKLESTAD, 2002),
que se diferenciam da laminarana de algas marrons devido a auséncia do seu
conteudo de manitol (PAINTER, 1983).

Os métodos utilizados para extragdo de crisolaminaranas de
diatomaceas geralmente envolvem disrrupgédo celular através do tratamento

com acido diluido, como realizado no presente trabalho. Segundo PAINTER



65

(1983), através de hidrélise acida em diatomaceas foi isolada a laminarana
cristalina, sendo 99,5% de seu conteudo composto por b-glucose. Entretanto,
CHIOVIOTTI et al. (2004) extrairam B-b-glucanas (1->3) de algumas espécies
de diatomaceas, tais como Cylindrotheca fusiformis, Craspedostauros australis
e Thalassiosira pseudonana em meio aquoso a quente, e puderam descrever a
presenca destas moléculas nos vacuolos intracelulares destes
microorganismos.

No presente trabalho foi isolada uma [B-(1->3)-glucana com peso
molecular de 11,7 kDa, estando este dado de acordo com o afirmado por
McCONVILLE et al. (1986) e PAULSEN e MYKLESTAD (1978), de que as
crisolaminaranas isoladas deste grupo sao B-(1—3)-glucanas, com peso
molecular de 1-10 kDa e com variagdo no grau de ligagdo nas posi¢des [3-
(1—-2) e (1—6). Para T. fluviatilis, investigada por este trabalho, porém,
encontrou-se pequeno grau de ligagao na posigao 3-(1—4).

STORSETH et al. (2005), identificaram a presenga de crisolaminaranas
como polissacarideos de reserva nas espécies de diatomaceas Chaetoceros
mulleri e Thalassiosira weissflogii, caracterizando ambas como [(-(1—3)-
glucanas, ramificadas na primeira espécie e lineares na segunda. Dessa forma,
a estrutura das crisolaminaranas pode variar de acordo com a espécie e seu
rendimento mudar com os diferentes estagios de crescimento das microalgas
(STYRSETH et al., 2005). Em 2006 foi identificada uma B-glucana (1->3)
presente na diatomacea Chaetoceros debilis com grande quantidade de
unidades B-glucose (1->6), até entdo ndo reportada para diatomaceas
(STORSETH et al., 2006). Isto exemplifica a variedade de estruturas de
crisolaminaranas que podem ser encontradas até mesmo dentro de um mesmo

género.

6.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS POLISSACARIDEOS

Os macrofagos sao responsaveis por NUMErosos pProcessos
homeostaticos, imunoldgicos e inflamatérios e constituem uma defesa imediata
contra elementos estranhos ao organismo (MORETAO, 2004).

Durante o desencadeamento da resposta imune, os macrofagos

produzem moléculas sinalizadoras como as citocinas e quimiocinas (IL 1B, IL
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1a, IL 6, TNF-a, entre outras) de forma muito rapida, além de ativarem
aspectos funcionais como: sintese de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, produgdo de oOxido nitrico, ativagdo da capacidade fagocitica,
producdo de proteoglicanos, entre outros (MORETAO, 2004; BRACHT, 2006).
Com isso, avaliar a atividade fagocitica de macréfagos € um dos métodos para
determinar a estimulagéo da atividade imunomodulatoria nestas células.

Neste trabalho, a avaliacdo do potencial imunoestimulante dos
polissacarideos obtidos das 3 espécies de microalgas marinhas, Tetraselmis
gracilis, Isochrysis galbana e Thalassiosira fluviatilis, foi realizada através da
determinacdo da ativagdo da capacidade fagocitica em macrofagos da
linhagem RAW 264,7, tratados por estes polimeros.

6.4.1 Teste de Viabilidade Celular

Em ensaios de atividade biologica, usualmente se faz necessario o
estabelecimento das concentragdes ideais para incubagcdo dos compostos a
serem estudados, de forma a evitar que doses excessivas causem danos a
viabilidade celular. Para tanto, foram realizados testes que avaliem o efeito na
viabilidade celular de macréfagos RAW 264,7 em diferentes concentracdes das
fragbes polissacaridicas TEQ (extrato aquoso de T. gracilis), TEL (extrato
alcalino de T. gracilis), IAQ (extrato aquoso de /. galbana) e TAC (extrato acido
de T. fluviatilis).

Inicialmente foi realizado um experimento com as concentragdes 25, 50
e 100 ug.mL'1. Nestas condi¢gdes experimentais os polissacarideos testados
apresentaram alto efeito citotdxico para as células de macrofagos RAW 264,7,
visto que a viabilidade esteve proxima a 60 % em todos os tratamentos. Esta
alta citotoxidade observada levou a diminuicdo das concentracbes nos
experimentos posteriores para 2,5; 5; 10 e 25 pg.mL'1.

Os resultados dos testes de viabilidade indicaram que todos os
polimeros apresentaram diferenca significativa com relagao ao tratamento em
meio de cultura sem os polissacarideos, denominado controle. Os polimeros
TEL e TAC, nas concentragdes 2,5; 5; 10 e 25 ug.mL'1, nao apresentaram altos

efeitos citotdxicos para as células (Figura 34 b e d). Ja os polimeros TEQ e IAQ



67

apresentaram alta citotoxicidade sob essas concentragbes (Figura 34 a e c),

necessitando serem testados novamente sob concentragdes menores.
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FIGURA 34. Macréfagos RAW 267.4 aderentes foram incubados por 24 horas
na presenga dos polissacarideos TEQ (a), TEL (b), IAQ (c) e TAC (d) nas
concentracdes 2,5; 5; 10 e 25 pg.mL™. Viabilidade celular determinada pelo
teste do MTT. 100% de viabilidade corresponde a viabilidade determinada para
as células incubadas em meio DMEM. Os resultados estdo expressos como
média e desvio padrao de trés experimentos independentes em quadruplicata
para cada concentracdo. ***Diferenga significativa do controle <0,001;
**Diferenca significativa do controle <0,01

Sequencialmente, portanto, foram realizados novos experimentos para
determinar o efeito citotoxico dos polimeros TEQ e IAQ nas concentragdes 0,5
e 1 ug.mL'1. Os testes de viabilidade indicaram que, sob estas concentragcbes
menores, estes polissacarideos apresentaram citotoxicidade menor para as

células (Figura 35).
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FIGURA 35. Macréfagos RAW 267.4 aderentes foram incubados por 24 horas
na presenca dos polissacarideos TEQ (a) e IAQ (b) nas concentragdes 0,5 e
1,0 pg.mL-1. Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. 100% de
viabilidade corresponde a viabilidade determinada para as células incubadas
em meio DMEM. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrao
de trés experimentos independentes em quadruplicata para cada concentracgao.
***Diferenga significativa do controle <0,001.

Os resultados de viabilidade celular possibilitaram o estudo do efeito
biomodulador destes polimeros tornando possivel a avaliagdo da atividade

fagocitica em macréfagos RAW 264,7.
6.4.2 Avaliagao da atividade fagocitica

A fagocitose constitui a primeira linha de defesa imune contra elementos
estranhos, sendo que esta funcdo aumenta durante o processo de ativacido do
macrofago. Para este estudo foi avaliada a ativagdo desta funcdo em
macrofagos da linhagem RAW 264,7, sendo utilizadas leveduras como
particula fagocitica.

Para isso as células de macréfagos RAW 264,7 foram submetidas ao
tratamento com 3 concentragbes para cada polissacarideo, determinadas a
partir da avaliagcao de seus efeitos citotoxicos. Sendo assim, foram utilizadas as
concentragdes 0,25; 0,5 e 1,0 pg.mL'1 para TEQ; 0,5; 1,0 e 2,5 pg.mL'1 para
TEL e para TAC € 0,1; 0,25 e 0,5 pg.mL™" para IAQ (Figura 36).
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FIGURA 36. Fotos dos macrofagos aderentes em laminulas de vidro incubados
na presenca de leveduras, processadas para microscopia optica. O meio MEM
foi utilizado como controle negativo. As micrografias sdo representativas.
Aumentos: 400X (a) 1000X gb). 1) Controle; 2) TEQ 0,25 pg.mL™"; 3) TEQ 0,5
ug.mL™"; 4) TEQ 1,0 pg.mL™"; 5) TEL 0,5 ug.mL™"; 6) TEL 1,0 yg.mL™; 7) TEL
2,5 uyg.mL™; 8) IAQ 0,1 pg.mL™; 9) IAQ 0,25 pg.mL™"; 10) IAQ 0, 5 pg.mL™"; 11)
TAC 0,5 yg.mL™; 12) TAC 1,0 yg.mL™; 13) TAC 2,5 yg.mL™.
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A avaliagao da atividade fagocitica leva em consideracao a razéo entre o
numero de leveduras fagocitadas e de macrofagos totais, sendo contados 200
macréfagos em cada laminula. Os resultados desta relagao, obtidos para os

polissacarideos testados, estdo apresentados na Figura 37.
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FIGURA 37. Atividade fagocitica caracterizada pela razdo entre leveduras e
macrofagos (eixo y). Macréfagos aderentes em laminulas de vidro foram
incubados na presenca de TEQ (a), TEL (b), IAQ (c) e TAC (d) por 24h, nas
concentracdes indicadas. As laminulas foram incubadas com leveduras na
propor¢cao de 5 por macréfagos. Apos 1 hora de incubagéo as laminulas foram
processadas para microscopia optica. O meio MEM foi utilizado como controle
negativo. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrao de trés
experimentos independentes em ftriplicata para cada concentragao.
***Diferenca significativa do controle <0,001. **Diferenca significativa do
controle <0,01. *Diferenga significativa do controle <0,05.

Pode-se observar através da Figura 37a e 37b que as a-glucanas TEQ e

TEL nao apresentaram diferencga significativa entre as células tratadas com os
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respectivos polissacarideos e as células imersas em meio sem tratamento, ou
seja, estes polimeros n&o ativaram a capacidade fagocitica dos macréfagos.

Com relagao as p-glucanas IAQ e TAC, observa-se que estes polimeros
foram capazes de aumentar significativamente a atividade dos macrofagos
quando comparadas ao controle negativo. Sendo assim, a B-b-glucana (1->3),
de baixa massa molecular e pouca ramificagdo, conforme estrutura
determinada para TAC neste trabalho, foi a que apresentou melhores
resultados quanto a ativagao da fagocitose em macrofagos RAW 264,7 além de
menor citoxicidade.

O principio o qual os imunomoduladores operam ¢é primariamente
baseado na estimulacdo de determinadas funcbes especificas e néo
especificas do sistema imune (OKAZAKI et al., 1995; KULICKE et al., 1997).
Neste estudo utilizando glucanas como estimuladoras da atividade fagocitica
em macrofagos, observa-se claramente um aumento da capacidade de
fagocitose nas células tratadas com as B-glucanas extraidas das microalgas
Isochrysis galbana e Thalassiosira fluviatilis, enquanto as a-glucanas obtidas
da microalga Tetraselmis gracilis nao apresentaram efeito imunoestimulatério.

Sao raros os estudos que avaliam a atividade biolégica de a-glucanas,
visto que ndo se tém na literatura muitas evidéncias de que estes
polissacarideos apresentem tal capacidade. SUAREZ et al. (2008), ao
avaliarem a atividade imunoestimulatoria, através da sintese de 6xido nitrico
por macrofagos RAW 264.7, submetidos ao tratamento com a fracao
polissacaridica de baixa massa molecular a-glucose (1->4) (1->6) extraida da
microalga Chlorella pyrenoidosa, nao encontraram diferengca com relagdo ao
controle. Porém, STUELP-CAMPELO et al. (2002) em seu estudo com a o-D-
glucana (1—»3) (1—>4) extraida do liquen Ramalina celastri encontraram um
aumento de 70% da capacidade fagocitica em células submetidas ao
tratamento.

Entretanto, com relagdo as [(-glucanas muitos sdo os estudos que
reconhecem sua capacidade imunoestimulatéria, e procuram relaciona-la a sua
estrutura (BOHN; BeMUELLER, 1995). Os receptores para B-glucanas em
macrofagos vém recebendo atengado especial nas ultimas décadas, por serem

capazes de ativar estas células apds reconhecimento e fagocitose dos
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polimeros (MORETAO, 2004). Estudo sobre a ativacdo de macréfagos RAW
264.7 concluiu que estas células sdo capazes de incorporar (1->3)-p-D-
glucanas através de mecanismos e receptores especificos (OKAZAKI et al.,
1995).

BAO et al. (2001) encontraram atividade imunomodulatéria, em duas
estruturas distintas de B-pD-(1->3)-glucanas, sendo que a que apresentou menor
grau de ramificagcdo foi a mais eficiente. OKAZAKI et al. (1995) também
encontraram maior ativagdo de macréfagos para B-bD-glucanas com baixa razéo
de ramificacao e alto peso molecular. Porém, contraditoriamente, KULICKE et
al. (1997) ao comparar a influéncia da estrutura molecular na atividade
imunoldgica de quatro diferentes (B-glucanas, constataram que as de baixa
massa molecular sdo as mais eficientes. Apesar desta diferencga, todas as [3-
glucanas investigadas apresentaram atividade maior do que o conhecido
medicamento Shizophyllan (KULICKE et al., 1997). Dessa forma, decifrar as
caracteristicas estruturais dos polimeros testados é um pré-requisito essencial
para entender como as glucanas s&o reconhecidas pelo sistema imune.

Muitos sdo os estudos que envolvem atividade biolégica de B-glucanas
extraidas de fungos (SUGA et al., 1984; GOMAA et al., 1992; ADACHI et al.,
1994; STUELP-CAMPELO et al.,, 2002). Entretanto, o maior obstaculo da
utilizacao clinica das B-glucanas fungicas é sua relativa falta de solubilidade em
meio aquoso (SILVA et al., 2006). As B-glucanas extraidas das microalgas
marinhas neste trabalho, porém, apresentaram alta solubilidade em agua.

Ainda, o fato de serem encontradas similaridades entre os
polissacarideos intracelulares e os exopolissacarideos, liberados ao meio, de
algumas espécies de microalgas como Phaeocystis globosa (RIJSSEL et al.,
2000), Cyndrotheca closterium, Thalassiosira pseudonana e Skeletonema
costatum (URBANI et al., 2005), estando entre estes polimeros as
crisolaminaranas, pode facilitar e tornar possivel a aplicacdo de suas
propriedades imunoestimulatérias em sistemas de cultivo de camardes. Assim
sendo, a utilizacdo destas microalgas parece ser uma alternativa para melhorar
o sistema imune de organismos marinhos destinados ao cultivo, que tém sido
bastante suscetiveis a doencas e, dessa forma, reduzir perdas na producéo
(VADSTEIN, 1997).
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Para uma melhor avaliagdo sobre o efeito imunoestimulante das
glucanas, seria importante testa-las quanto a estimulagdo de outros parametros
imunoldgicos in vitro e in vivo. A confirmagdo destes resultados, fazendo uso
de outros testes imunolégicos, seria de grande interesse para aplicagao das
glucanas extraidas de microalgas marinhas.

Sao diversas as aplicacbes de polimeros, semelhantes aos sintetizados
pelas microalgas estudadas, como estimuladores do sistema imune em células
de animais. Porém, as laminaranas, também representam compostos de
elevada aplicagéo bioldgica e interesse comercial em outras areas da ciéncia.
Atualmente, é comercializada com a funcgao elicitora de plantas, ativando seus
mecanismos naturais de defesa, com o produto que leva o nome comercial de
Vacciplant®, pertencente @ marca Natural Protect®, produzido com laminaranas
sintetizadas por macroalgas marinhas. A grande disseminag¢ao de produgao de
microalgas faz com que estes microorganismos possam representar uma
alternativa viavel para obtencéo de laminaranas.

Outra aplicagcao biotecnoldgica que tém desprendido grande interesse
cientifico e econdmico nos dias atuais é a utilizagdo de microalgas para
obtencdo de biodiesel. Para esta finalidade, grande quantidade de biomassa
microalgal necessita ser cultivada e seus acidos graxos extraidos por solventes
organicos. Apos este processo, grande quantidade de biomassa residual, rica
em componentes polissacaridicos soluveis em meio aquoso, € gerada e
poderiam ser aproveitadas para aquisicdo de polissacarideos, com interesse
farmacoldgico, cientifico e comercial, aplicagdes estas que possam minimizar

os custos da produgao do biodisel e torna-la auto-sustentavel.
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7 CONCLUSOES

Os resultados das analises quimicas e espectroscopicas permitem
concluir que a microalga marinha verde (Chlorophyta) Tetraselmis gracilis,
pertencente a classe Prasinophyceae, sintetiza a-D-glucanas (1->4) ligadas,
soluveis em meio aquoso e alcalino, com ramificagdo em C-6 por unidades de
a-D-glcp. A fragdo extraida em meio aquoso diferencia-se da extraida em meio
alcalino, com maior rendimento, pelo maior tamanho e menor grau de
ramificacdo. Ambas as fracbes representam aproximadamente 65% da
biomassa microalgal inicial.

A microalga marinha da divisdo Prymnesiophyta, Isochrysis galbana,
sintetiza uma 3-D-glucana (1->6) ligada, com ramificagdes em C-3 por unidades
simples de glucose, B-D-glcp, e por dissacarideos ligados B-(1->3). O polimero,
extraido em &gua quente, representa aproximadamente 30% da biomassa
microalgal e possui 18,8 KDa de peso molecular.

A diatomacea marinha Thalassiosira fluviatilis, pertencente a divisao
Ochorophyta, sintetiza uma [B-D-glucana (1->3) ligada, com baixo grau de
ramificagdo em C-6 por unidades (3-D-glcp. Este polimero, extraido com acido
diluido, representa aproximadamente 22% da biomassa microalgal inicial e
possui peso molecular de 11,7 KDa.

Os polissacarideos sintetizados por estas espécies de microalgas foram
testados quanto a atividade imunoestimulante. Somente as B-D-glucanas,
extraidas das microalgas [Isochrysis galbana e Thalassiosira fluviatilis,
apresentaram ativacao significativa da capacidade fagocitica das células de
macréfagos incubadas com leveduras, mesmo em baixas concentragdes. As o-
D-glucanas extraidas da microalga Tetraselmis gracilis ndo apresentaram
aumento significativo da atividade fagocitica com relagao ao controle negativo.

As microalgas marinhas representam, portanto, importante fonte de
polissacarideos com elevado interesse biotecnoldgico, sendo que a estrutura

destes polimeros pode variar consideravelmente entre diferentes grupos.
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