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RESUMO 

Organismos marinhos são ricos em numerosos compostos com múltiplas propriedades 
farmacológicas. Os polissacarídeos sulfatados tem chamado atenção de 
investigadores, uma vez que estão envolvidos em vários processos celulares, podendo 
apresentar potencial farmacológico, dentre as quais podem desempenhar papéis como 
antitrombótico, antioxidante, anticoagulante, antiviral, anti-inflamatório e agente anti-
proliferativo (Silva et al., 2011). Em algas, estes polissacarídeos sulfatados são 
constituintes complexos da matriz extracelular e possuem uma ampla variação 
estrutural, sendo isso um fator importante para determinação de suas funções 
biológicas específicas. A investigação dessas biomoléculas vem aumentando devido a 
seu ampla ação biológica. Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo a extração 
e caracterização estrutural dos polissacarídeos sulfatados da macroalga marinha 
Gracilaria caudata.Inicialmente, a alga foi submetida à delipidificação em acetona com 
posterior digestão proteolítica para a obtenção de um extrato bruto que foi, então, 
submetido à eletroforese em gel de agarose e à cromatografia em coluna de troca 
iônica (DEAE-celulose) com gradiente crescente (“step-wise”)de NaCl. O resultado da 
eletroforese mostra polidispersão com uma banda majoritária co-migrando com padrão 
de heparina. A cromatografia em DEAE-celulose mostrou que houve eluição de 
polissacarídeos sulfatados nas concentrações de 0,3 e 0,5 M de NaCl, não sendo 
detectável a eluição dos mesmos nas demaisconcentrações (1,0 ; 1,5 ; 2,0 ; 2,5 ; 3,0 ; 
4,0 M). Em seguida, esses polissacarídeos eluídos foram submetidos a teste de tempo 
de tromboplastina parcialmente ativado (aPTT), onde o tempo de coagulação foi 

prolongado até o limite de 300 segundos, utilizando-se aproximadamente 95g e 89g 
das frações 0,3M e 0,5M, respectivamente. Adicionalmente, realizamos espectro de 
ressonância magnética nuclear unidimensional de prótons da fração eluida em 0.3 M de 
NaCl, o qual possibilitou a identificação de  quatro sinais anoméricos, sugerindo que 
este polissacarídeo sulfatado é composto por um tetrassacarídeo repetitivo. Nossos 
dados mostram que os polissacarídeos sulfatados extraídos da alga G. caudata 
possuem atividade anticoagulante e sugerimos que a fração eluída com 0,3 M de NaCl 
possui composição monossacarídica repetitiva, similar a outros já descritos na literatura. 
Por fim, pretende-se caracterizar estruturalmente esses polissacarídeos sulfatados e 
estudar suas possíveis atividades biológicas com base em sua estrutura, visto a 
importância do surgimento de novas moléculas biologicamente ativas para o 
desenvolvimento de novos fármacos. 
 
Palavras chave: Polissacarídeos sulfatados, Alga marinha, Atividade anticoagulante, 
Gracilaria caudata. 
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1. INTRODUÇÃO 

    1.1 Algas Marinhas 

    1.1.1 Características gerais 

 As algas marinhas são consideradas um grupo de seres aquáticos autotróficos, 

fotossintetizantes. Elas podem ser encontradas em diversos ambientes marinhos e 

continentais, podendo exercer a função de proteção para outros organismos, como 

invertebrados e peixes. São utilizadas como fonte de proteínas, carboidratos e outras 

moléculas por diversos organismos aquáticos, representando a base da cadeia 

alimentar nos ecossistemas aquáticos.As algas apresentam uma estrutura variada, com 

a presença de parede celular composta de celulose, porém não possuem folhas, raízes 

ou tecidos vasculares (Van denHoeck et al., 1995). 

 Sua classificação é bem diversificada, porém, na maioria das vezes, as algas são 

classificadas com base na coloração característica dos pigmentos presentes nelas. 

Podem ser classificadas em três grupos: Phaeophyta (marrons/pardas), Clorophyta 

(verdes) e Rodophyta (vermelhas), representadas na Figura 1 (Raven, Evert e Eichhorn, 

2001). Alguns autores consideram também a classificação em Cianophyta, ou algas 

azuis (cianobactérias), que representam os organismos procariontes cujas células não 

possuem núcleo definido, mitocôndria e os tilacóides ficam dispersos no citoplasma. Os 

pigmentos que ditam a sua cor azul-esverdeadas são ficocianina e aloficocianina 

(Raven, Evert e Eichhorn, 2007). 
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 As algas pardas, do filo Phaeophyta, são multicelulares e podem ser 

encontradas em maior abundância nas costas frias, em águas boreais e polares. São 

descritas cerca de 2000 espécies. Este tipo de alga, além de possuir clorofilas tipo a e 

c, seus cloroplastos também contêm vários carotenóides, que incluem a fucoxantina e a 

xantofila, responsáveis pela cor marrom escura, característica desse filo (Raven, Evert 

e Eichhorn, 2007). 

 As algas verdes, pertencentes ao filo Clorophyta, podem possuir estrutura 

unicelular ou multicelular. Incluem, em sua maioria, algas aquáticas. Porém também 

podem ser encontradas em outras variedades de habitats, tais como troncos de 

árvores, solo e em simbiose com liquens, protozoários e esponjas. São descritas cerca 

de 1700 espécies desta classificação. Elas também possuem clorofilas tipo a e b além 

de uma grande quantidade de carotenóides. Adicionalmente, possuem a capacidade de 

armazenamento de amido em seus cloroplastos (Raven, Evert e Eichhorn, 2007). 

As algas vermelhas, do filo Rhodophyta, estão presentes, predominantemente, 

em águas tropicais e quentes, porém também podem ser encontradas em regiões mais 

frias do mundo. Estão descritas aproximadamente de 4000 a 6000 espécies, sendo que 

apenas 100 delas habitam corpos de água doce. A ficoeritrina é o pigmento, presente 

Figura 1: Representantes dos filos A)Phaeophyta (algas marrons) – Lobophora variegata; B) Clorophyta 

(algas verdes) – Acetabularia acetabulum; C) Rhodophyta (algas vermelhas) – Hypnea musciformis. 

Fontes: www.horta.uac.pt/.../lobophora_variegata.html ;  www.taringa.net;  www.seaweedindustry.com 

Acesso em: 07/06/13 
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nas algas vermelhas, que confere a cor característica delas por mascarar a cor verde 

da clorofila tipo a. Também são encontrados os pigmentos ficocianina e aloficocianina, 

porém em menores quantidades. Essas algas possuem clorofila tipo d, diversos 

carotenóides e a principal substância de reserva é o amido, armazenado no citoplasma 

(Raven, Evert e Eichhorn, 2007). 

  

1.1.2 Importância das algas 

 As algas, como dito anteriormente, formam a base da cadeia alimentar dos 

ecossistemas aquáticos. Isso se deve à sua maior eficiência fotossintética, sendo 

responsável por cerca de 40-50% da fixação de carbono e produção de oxigênio do 

planeta. Associado a isso, elas desempenham papel vital na manutenção dos 

ecossistemas aquáticos porque incorporam energia solar em biomassa através da 

fotossíntese, atuam no ciclo dos elementos químicos e na mineralização, em processos 

de biorremediação e como indicadores de poluição, por serem altamente sensíveis 

(Katz et al., 2004; Vidoti e Rollemberg, 2004). 

Diversos estudos sobre espécies do habitat marinho mostram que estes são uma 

rica fonte de compostos bioativos. As algas apresentam vantagem sobre os demais por 

apresentar uma maior facilidade de obtenção, quando comparada a esponjas e 

ascídias, por exemplo. Além disso, apresentam amplo potencial de cultivo, o que gera 

uma maior procura destas pelas indústrias (Gombotz e Wee, 1998). Inúmeras 

atividades biológicas de algas já foram relatadas, incluindo atividades como 

antioxidantes, antivirais, anticoagulantes, antimicrobiana, dentre outras, o que 

demonstra o amplo potencial destes organismos (Smit, 2004). 

 Do ponto de vista alimentício e nutricional, as algas também exercem um 

importante papel. Em muitos países há o consumo de grandes quantidades de algas, 

pois estas fornecem fibras, minerais e vitaminas. No entanto, existe uma exploração 

indiscriminada dos bancos naturais. Por tal motivo, observa-se que nas últimas décadas 

houve um esforço maior para que se desenvolvessem técnicas de cultivo em larga 

escala (Cardozo et al., 2007). 
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As algas vermelhas são as mais exploradas no Brasil. Dentre elas os gêneros 

Gracilaria e Hypnea são as mais utilizadas devido ao processamento e produção de 

agar, particularmente na costa nordestina, se estendendo do Ceará até a Paraíba. 

(Oliveira et al., 2002). Pode-se destacar a bioprospecção das algas Gracilaria cornea, 

G.caudata e Gracilaria sp. Já as do gênero Hypnea, são mais utilizadas na produção de 

um ficocolóide de grande valor econômico, o kapa-carragenana (Oliveira et al., 2002). 

 

1.2 Polissacarídeos Sulfatados 

Os polissacarídeos sulfatados (PS) são macromoléculas complexas, que 

possuem uma estrutura química rica em poliânions, apresentando-se como polímeros 

formados por unidades de açúcarrepetitivas carregados negativamente, devido à 

presença de grupos sulfato (Figura 2). Essas características, que em última instância 

possibilitam sua ligação a um grande número de proteínas, são responsáveis pelas 

inúmeras atividades biológicas (Arfors e Ley, 1993). 

 

 

 

 

 

Podem ser subdivididos em 3 classes distintas: fucanas sulfatadas, galactanas 

sulfatadas e glicosaminoglicanos. 

Apresentam-se amplamente distribuídos na natureza, sendo encontrados 

emmicrorganismos, animais (vertebrados e invertebrados) etambém em algas 

Figura 2: Estrutura do polissacarídeo sulfatado extraído do ouriço do mar L. variegatus, 

mostrando as unidades de açúcar repetitivas com a presença de grupos sulfato. 

Fonte: Mulloy et al., 1994 
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marinhas, sendo, entretanto, até então consideradas ausentes nas plantas superiores 

(Dietrich et al., 1985; Yoon et al., 2002; Rocha et al., 2004).  

 

1.3 Polissacarídeos sulfatados de algas 

As algas marinhas são uma das principais fontes de polissacarídeos sulfatados 

já estudadas. Nestes organismos, os PS podem ser encontrados em diversas formas, 

variando conforme o tipo de alga (Sousa, 2010). 

 Os PS, assim como os demais polissacarídeos, podem apresentar uma 

heterogeneidadeestrutural, porém esta se demonstra mais acentuada quando 

comparada às dos polissacarídeos neutros, carboxilados ou dos fosforilados, já que 

pode ocorrer variação no grau de sulfatação e na posição de substituição dos sulfatos 

na molécula (Boisson-Vidal et al., 1995; Haron-Bouhedja et al., 2000). Nos itens a 

seguir nos concentraremos em discutir com mais profundidade a relação entre a 

variação de estrutura e classe de algas. 

 

    1.3.1 Polissacarídeos sulfatados de algas pardas 

 Os PS presentes nas algas pardas possuem em sua constituição, 

majoritariamente ou exclusivamente, as fucanas (Quillet, 1961). Em sua maioria são 

fucanas ramificadas e com padrão de sulfatação irregular (Bilanet al., 2004). Além 

disso, podem estar na forma de homo ou heteropolissacarídeos. Aqueles que possuem 

até 90% de L-fucose, são chamados de fucanas e os demais de fucoidans, porém 

alguns autores empregam esses termos como sinônimos (Berteau e Mulloy, 2003). 

 As estruturas dos PS podem diferir conforme a variação das espécies de algas e 

podem ainda variar dentro da mesma espécie. Como exemplo, tem-se as alterações 

que podem ocorrer no padrão da ligação glicosídica nas fucanas (Ushakova, 2009), 

isso inclui as de Laminaria saccharina, L. digitata, Analipus japonicus, Cladosiphon 

okamuranus e Chordafilum (Figura 3) que têm suas cadeias centrais compostas de 

unidades de -(1→3)-L-fucopiranose, e também as fucanas isoladas de Ascophyllum 

nodoso e Fucus vesiculosus, espécies que têm suas cadeias centrais compostas de 
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repetição -(1 → 3) e -(1 → 4)-L-fucopiranose (Yang et al., 2011).Devido aessa 

heterogeneidade das estruturas, as diferentes condições de extração utilizadas por 

investigadores, podem originar o isolamento de formas distintas de fucanas (Li, 2008).  

 

 

 

 

 

    1.3.2 Polissacarídeos sulfatados de algas verdes 

Nas algas verdes, os polissacarídeos sulfatados são mais heterogêneos que em 

algas pardas, mostrando uma estrutura com grande complexidade e variabilidade. 

Normalmente, são ricos em galactose, manose, xilose, arabinose, glicose erafinose 

(Siddhanta et al., 1999). 

Embora as algas vermelhassejam a fonte mais comum de galactanas sulfatadas, 

algumas algas verdes,particularmente as do gênero Codium, são uma fonte significativa 

desses compostos (Love e Percival, 1964; Farias et al., 2008). As galactanas 

sulfatadas,presentes nessas espécies de alga verde, tendem a possuir estruturas mais 

complexas e heterogêneas do que os seus homólogos em algas vermelhas. Algumas 

algas contêm arabino galactana sulfatada e glucogalactana sulfatada (Love e Percival, 

1964; Matsubara et al., 2001). Existem relatos sobre uma galactana sulfatada altamente 

ramificada a partir C. yezoense, que contém uma cadeia linear de resíduos 3--D-

Figura 3: Estrutura de fucoidans de Chorda filum e Fucus vesiculosus, mostrando a diferença no tipo de 

ligação glicosídica (     ) e na possibilidade de ramificação (     ).    Retirado de Chizhov et al., 1999 

Ligação 
1-> 3 

Ligação 
1 -> 4 
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galactopiranose contendo ramificações de oligossacarídeos curtos por meio de ligações 

(1 → 6).Nesta classe de PS, os grupos sulfato são encontrados principalmente em C-4e 

em pequenas quantidades em C-6 (Bilan, 2004). 

As algas verdes também podem ser fontes de outros tipos de polissacarídeos 

sulfatados. Isso inclui, por exemplo, um heteropolissacarídeoobtido a partir de 

Enteromorpha compressa que é solúvel em água e pode estar ligado à ramnose na 

posição (1 → 2 ou 1 →4), a xilose e a unidades ácido glucurônico na posição (1 → 4). 

Grupos sulfato, quando presentes, podem estar situados na posição C-3 de ramnose e 

C-2 de xilose (Ray, 2006). 

 

    1.3.3 Polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas 

Em algas vermelhas, são encontrados homopolissacarídeos de galactose 

sulfatadas, também conhecidas como carragenanas e agaranas. Esses termos são 

utilizados, de maneira geral, para referir-se a uma família de polissacarídeos sulfatados 

que tem suas propriedades gelificantes alteradas por variações intramoleculares, as 

quais geram interações intermoleculares. Esses polímeros podem formar fortes géis a 

baixas concentrações em soluções aquosas. O comportamento dessas redes 

tridimensionais, é baseado na auto-associação da estrutura primária regular desses 

polissacarídeos. Essa característica promove a formação de grandes agregados, que 

somente se dissociam em maiores temperaturas e/ou em presença de agentes 

quelantes e/ou sais. Além disso, esses polímeros ainda podem apresentar substituições 

de seus grupos hidroxila por grupamentos metil, piruvato, ésteres de sulfato ou às 

vezes por monossacarídeos adicionais (Usov, 1998; Lahaye, 2001). 

A estrutura dessas moléculas pode variar entre as espécies de algas. Além do 

tipo de enantiômero encontrado, o padrão de sulfatação é outro fator importante de 

distinção destas moléculas, visto que tanto a quantidade como a posição dos sulfatos 

apresentam relação direta com a atividade biológica dos polissacarídeos sulfatados 

(Farias et al.,2008). 

As carragenanas e agaranas apresentam cadeia linear com ligações alternadas 

do tipo 3--D-galactopiranose (unidade A) e 4--galactopiranose (unidade B) entre as 
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unidades, o que mostra uma unidade repetitiva de dissacarídeos similar a dos 

glicosaminoglicanos (GAGs), sendo que a sulfatação pode ocorrer em diferentes pontos 

(Usov,1998). Assim, asgalactanas formam um arranjo alternado entre as unidades A e 

B, ou seja, (AB)n (Figura 4). 

 

 

 

 

A principal diferença estrutural entre esses PS está no fato de a unidade B do 

dissacarídeo básico (alfa-galactopiranose) ser um estereoisômero L nos ágares e D nas 

carragenanas, enquanto que os resíduos de beta-galactopiranose sempre pertencerem 

à série estereoisomérica D (Figura 5) (Usov,1998; Lahaye, 2001).No entanto, podem 

ocorrer variações estruturais devido à origem da galactana. Dependendo da espécie da 

alga analisada, as unidades de alfa-galactopiranose podem apresentar-sena forma 

ciclizada de 3,6-anidro-alfa-L-galactose (Stortz e Cerezo, 1991).   

 

Figura 4: Estrutura representativa da galactana de algas vermelhas, formando um arranjo alternado entre 

as unidades A e B. Modificado de Painter, 1983. 



 

17 
 

 

 

 

 

1.4 Atividades biológicas dos polissacarídeos sulfatados 

Os PS são conhecidos por modular diversas funções biológicas. Já foram 

demonstradas atividades como anticoagulante (Anderson et al., 1976; Pereira et al., 

1999; Mourão e Pereira, 2000; Pereira et al., 2002; Pereira et al., 2005), antitrombótica 

(Mourão e Pereira, 2000; Mourão, 2004), antitumoral (Soeda et al., 1994), 

antiproliferativa (Costa et al., 2010), antiaterosclerótica (Engelberg, 1991), antiviral  

(Damonteet al., 1994), antioxidante (Zhang et al., 2003), anti-inflamatória (Berteau e 

Mulloy, 2003) e antinociceptiva (Vieira et al., 2004). No entanto, as ações como 

anticoagulante e antitrombótico são as mais estudadas (Mourão e Pereira, 2000),por 

isso, este item terá o foco nestas duas atividades, visto que também é o objetivo desse 

trabalho. 

A heparina éum polissacarídeo sulfatado de origem animal (Figura 6). Foi o 

primeiro fármacoutilizado como anticoagulante e ainda continua sendo o anticoagulante 

mais utilizado, mesmo depois de 60 anos. Ele possuisítios de ligação diversificados 

Figura 5: Estrutura básica repetitiva de carragenanas e agaranas. 

Modificado de Painter, 1983. 
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(Weizt, 1994) e seu mecanismo de ação baseia-se na sua ligação com a antitrombina e 

ao cofator II da heparina, inibindo a formação de trombina, do coágulo de fibrina e, 

consequentemente, a coagulação sanguínea (Figura 7) (Mourão e Pereira, 2000). 

                 

 

 

Todavia, a heparina possui diversas limitações, podendo provocar algumas 

reações adversas indesejáveis. Dentre elas pode-se citar a trombocitopenia, a 

osteoporose, a alteração no metabolismo de lipídeos e hemorragias, fazendo-se 

necessário o monitoramento frequente de seu uso. Além disso, é obtida de intestino 

suíno ou pulmão bovino, o que pode trazer risco de contaminação aos pacientes por 

partículas virais ou outros agentes. Tais fatores levam à busca de novas substâncias 

com o mesmo potencial biológico, se possível, sem os riscos envolvidos na sua 

administração (Pereira et al., 2002). 

Os PS de algas marinhas apresentam-se como um dos principais grupos de 

substâncias com amplo potencial anticoagulante e antitrombótico. Sendo assim, são 

considerados como promissoras moléculas para o desenvolvimento de novos fármacos 

em substituição à heparina ou como terapia alternativa. Isso se deve à grande 

diversidade estrutural dessas moléculas, o que fornece a possibilidade de atuação em 

outras vias, com diferentes mecanismos de ação (Rocha et al., 2006). 

 

Figura 6:Unidade repetitiva do dissacarídeo da heparina. 

Fonte: Coelho e Laranjeira, 2004 



 

19 
 

 

 

 

 

 A D-galactana sulfatada extraída da alga vermelha Botryocladia occidentalis é 

descrita como um polissacarídeo com atividade anticoagulante semelhante à heparina, 

por potencializar a inibição da trombina e do fator Xa na presença de antitrombina e/ou 

cofator II da heparina (Farias et al., 2000). Isso pode ser mais bem visualizado ta tabela 

I, onde é mostrada a comparação da atividade do padrão heparina e da galactana 

sulfatada de B.occidentalis. 

 

 

Em 1941foram descobertos polissacarídeos sulfatados com tal potencial em 

extratos de algas do gênero Laminaria (Kimura, 1941). A ação destes compostos se dá, 

principalmente, pela potencialização da ligação dos anticoagulantes naturais 

Figura 7: Diagrama do mecanismo da coagulação, indicando a ação da heparina sobre a antitrombina e cofator 

II da heparina.   Modificado de Rocha et al., 2006. 

 

Tabela I : Propriedades anticoagulantes da galactana sulfatada de B. occidentalis em comparação com o padrão 

heparina.    Retirado de Melo et al., 2004. 

Tabela I 
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(antitrombina e cofator II da heparina) aos cofatores da coagulação. No entanto a 

inibição, em menor escala, do fator Xa da cascata de coagulação também pode ocorrer 

(Nishino et al.,2000). 

 Algumas fucanas podem possuir ação na alteração do processo de coagulação, 

promovendo a liberação do TFPI (inibidor do fator tecidual) ou de heparam sulfato, um 

glicosaminoglicano sulfatado produzido pelas células endoteliais, que apresenta ação 

antitrombótica. As fucanas A,B e C extraídas da alga Spatoglossum schroederi, por 

exemplo, quando submetidas a testes anticoagulantesin vitro não apresentaram 

nenhuma atividade. Entretanto, as fucanas A e B apresentaram atividade antitrombótica 

in vivo, que foi atribuída ao fato destas estimularem a síntese de heparam sulfato 

(Barroso et al., 2008; Rocha et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

21 
 

2. JUSTIFICATIVA 

Tendo em vista a infinidade de estruturas químicas possíveis de serem 

exploradas e os possíveis papéis farmacológicos/biológicos que polissacarídeos 

sulfatados extraídos de macroalgas marinhas possuem, definimos devido a falta de 

informações sobre a estrutura de polissacarídeos sulfatados da alga G.caudata estudar 

esta espécie. Além disso, existem diversos efeitos adversos provocados pelo uso de 

heparina, então há uma busca de novas substâncias sem os riscos envolvidos na sua 

administração, como já anteriormente citado (Pereira et al., 2002). A exemplo da 

galactana sulfatada de B. occidentalis, a qual possui potência comparável à heparina, 

esse trabalho também se inspira na prospecção de moléculas bioativas. Sem essa 

etapa inicial seria impossível encontrar novos fármacos ou protótipos a fármacos, visto 

que a síntese ou semi-síntese dessas moléculas ainda não é possível de ser feita em 

laboratório. Outro fato que deve ser pontuado é que com os constantes trabalhos de 

elucidação estrutural publicados na literatura foi possível formar uma biblioteca de 

estrutura de carboidratos (“carboidratoteca”) que tornou-se uma ferramenta importante 

para a avaliação dos requisitos estruturais fundamentais na manutenção ou 

potencialização da sua atividade biológica, tanto a anticoagulante (analisada neste 

trabalho), quanto outras tantas passíveis de serem examinadas. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Gerais 

Avaliação químico-biológica dos polissacarídeos sulfatados presentes na alga 

marinha Gracilaria caudata. 

 

3.2.  Específicos 

- Extração dos polissacarídeos sulfatados, 

- Isolamento e purificação dos polissacarídeos sulfatados, 

- Análiseestrutural dos polissacarídeos sulfatados e 

- Avaliação de seu potencial biológico como anticoagulante em testes in vitro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Coleta da alga 

A alga G. caudata (Figura 8) foi gentilmente coletada na Praia da Barrinha - 

Icapui - Ceará, identificada pela bióloga marinha e coordenadora do Projeto “Mulheres 

de Corpo e Alga” Rosimere Ferreira da Costa e enviada limpa em novembro de 2011 

pela técnica Leandra Sebastiana da Silva. 

 

 

 

 

4.2 Extração dos polissacarídeos sulfatados (PS)  

4.2.1 Obtenção do pó cetônico 

A alga foi seca (60ºC por 24 horas), triturada e submetida à despigmentação e 

delipidificação em acetona por 24 horas. Posteriormente, a mistura foi decantada, o 

excesso de acetona foi descartadoe a alga foi secanovamente (60ºC por 24 horas). 

Este resíduo obtido foi denominado “pó cetônico”. 

 

 

Figura 8:Alga marinha Gracilaria caudata.    Fonte: Costa, Leandro 

Silva; 2008. 
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     4.2.2 Digestão proteolítica 

Para realização desta etapa, misturou-se ao pó cetônico tampão de digestão 

(acetato de sódio 0,1 M, EDTA 5mM, cisteína 5 mM em pH 5,0) e, aproximadamente, 

10% do peso seco do pó cetônico em papaína à 60ºC por 24 horas para a extração dos 

polissacarídeos sulfatados totais. A suspensão foi filtrada e centrifugada em centrífuga 

clínica (2000rpm por 5 min). Esse procedimento foi realizado tantas vezes quanto 

necessário para que houvesse o esgotamento da extração dos polissacarídeos 

sulfatados da alga marinha. O esgotamento foi definido utilizando a metodologia de 

detecção por azul de dimetil metileno (DMB), conforme explicada posteriormente. O 

sobrenadante da extração foi recolhido e armazenado para testes posteriores.  

 

4.3 Cromatografia de troca iônica 

  Os polissacarídeos totais extraídos foram submetidos à cromatografia de troca iônica 

em coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada e lavada com tampão de 

equilíbrio (Tris-HCl 40 mM, EDTA 50 mM em pH 7,4). Os polissacarídeos sulfatados 

foram eluídos com o mesmo tampão contendo NaCl em diferentes concentrações (0,3; 

0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 4,0 M) e foram monitorados (A525nm) por meio da propriedade 

metacromática com azul de dimetil metileno (DMB). As frações que possuíam 

polissacarídeos sulfatados foram dialisadas exaustivamente contra água destilada e 

concentradas por liofilização para os ensaios posteriores. A detecção dos 

polissacarídeos sulfatados foi feita através da identificação de metacromasia do DMB, 

sendo a variação da coloração de azul para rósea, na presença de polissacarídeos 

sulfatados. Com isso, adicionou-se cerca de 10L de material em 1mL de DMB, para 

verificar a presença de PS que se manifestava pela mudança na coloração do corante. 

 

4.4 Eletroforese em gel de agarose 

    As frações cromatografadas, em que se detectou polissacarídeos sulfatados, foram 

analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,5% em tampão 1,3 - acetato 
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diaminopropano/benzina (pH 9,0) como descrito (Dietrich e Dietrich, 1976). O gel 

preparado foi colocado sobre lâminas de vidro. As amostras foram aplicadas no gel e 

submetidas à eletroforese em cuba resfriada a 4ºC. O gel foi submetido a 100 V por 

aproximadamente 60 minutos. Após a corrida, os polissacarídeos sulfatados no gel 

foram fixados durante 12 h com brometo de cetiltrimetil amônio (Cetavlon) 0,1 % em 

água destilada à temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi desidratado e corado com 

azul de toluidina 0,1 % e descorado por ácido acético / etanol / água (0,1 : 5 : 5, v/v). 

Para as eletroforeses realizadas, foram utilizados glicosaminoglicanos sulfatados como 

padrões (condroitim sulfato - CS e heparina - HEP). 

4.5 Teste de aPTT 

Plasma humano foi coletado em uma solução de citrato de sódio 3,8% na 

proporção de 9:1 e analisado pelo tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) 

(Anderson et al., 1976). Para as análises de aPTT foi utilizado como controle positivo, 

heparina (193 UI/mg). Neste ensaio 90 L de plasma foram incubadas com 10 L de 

soluções com diferentes concentrações de polissacarídeos sulfatados ou heparina e 

NaCl 0,9% . Logo após, 100 L de cefalina ativada (ReagentCelite, Biolab, Mérieux) foi 

adicionado à mistura e incubado por mais 2 minutos. Em seguida, 100 L CaCl2 0,25 M 

foi acrescentado e o tempo de coagulação foi registrado em um microcoagulômetro da 

Amelung, modelo KC4A (Melo et al., 2008). 

 

4.6 RessonânciaMagnética Nuclear 

Os espectros foram obtidos em um espectrômetro Bruker DRX 800 MHz 

utilizando uma sonda de tripla ressonância de 5 mm. Utilizou-se de aproximadamente 

10 mg de amostra dissolvidas em 0,5 mL de D2O 99,9%. Os experimentos foram 

realizados a 60ºC com supressão de D2O por presaturação. Foi realizado espectro 

unidimensional (detecção direta de 1H). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Cromatografia de troca-iônica 

Após a extração dos polissacarídeos sulfatados por digestão proteolítica com 

papaína, os polissacarídeos totais obtidos foram submetidos à cromatografia de troca-

iônica.  

Os perfis cromatográficos obtidos em coluna de troca iônica (DEAE-celulose) 

indicaram a separação de duas diferentes frações de PS, eluídas nas concentrações 

0,3 e 0,5 M de NaCl (Figura 9). O emprego de procedimentos cromatográficos, 

utilizando a matriz trocadora aniônica DEAE-celulose, tem sido eficiente na separação 

de frações de PS em várias espécies de algas marinhas. Isso se dá pelo fato de esta 

matriz ser carregada positivamente, enquanto que os polissacarídeos sulfatados são 

carregados negativamente. Logo, há uma interação entre a matriz e essas moléculas, 

que são posteriormente eluídas com tampão contendo concentrações crescentes de 

NaCl. Este, por sua vez, promove a “quebra” dessas interações, separando então os 

polissacarídeos sulfatados com diferentes padrões de sulfatação na molécula (Bezerra-

Neto et al., 2008).  

A eficiência de separação se traduz em vantagens, tendo em vista o elevado 

grau de complexidade e heterogeneidade dos compostos presentes nas diferentes 

espécies de algas, dificultando a sua caracterização estrutural posterior, quando não é 

realizada essa abordagem metodológica de cromatografia (Zhang et al., 2008). 
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5.2 Eletroforese em gel de agarose 

Após a separação dos polissacarídeos sulfatados, as frações obtidas na 

cromatografia, foram submetidas à análise em eletroforese em gel de agarose. Nesta 

técnica, a presença de polissacarídeos sulfatados pode ser observada pelo fato do 

corante azul de toluidina se complexar com compostos sulfatados, apresentando uma 

banda com coloração violeta. Além disso, é utilizado para produção do gel de agarose 

um tampão a base de diaminopropano. Este é carregado positivamente, logo há uma 

interação dos polissacarídeos sulfatados aplicados no gel com essa substância. Por 

isso, as moléculas com maior densidade de carga tendem a interagir mais com o gel, 

consequentemente migrando menos. O que pode indicar o provável padrão de 

sulfatação dos polissacarídeos sulfatados aplicados. 

A eletroforese em gel de agarose revelou pequenas diferenças na mobilidade 

eletroforética entre as duas frações eluídas e o extrato bruto (Figura 10), já que o 

padrão de migração das três amostras aplicadas são similares e co-migram com a 

heparina, o que sugere alta densidade de carga negativa. 
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Figura 9: Cromatograma dos polissacarídeos totais extraídos da alga marinha Gracilaria caudata em 

cromatografia de troca-iônica (DEAE – celulose). 
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5.3 Ensaio de aPTT 

Posteriormente, as frações 0,3 e 0,5M foram submetidas a um ensaio de aPTT, o 

qual revelou que as frações de polissacarídeos sulfatados foram capazes de modificar o 

tempo normal de coagulação, que é de aproximadamente 30 segundos (Figura 11). A 

quantidade mínima de polissacarídeo sulfatado para prolongar o aPTT em 300 

segundos foi de aproximadamente 95g na fração eluída com 0,3 M de NaCl e 89g na 

fração eluída com 0,5 M de NaCl. Desta forma, as duas frações testadas mostraram 

possuir atividade anticoagulante, porém essa atividade ainda é considerada baixa 

quando comparada à da heparina, cerca de 170 vezes menor. Entretanto, testes 

utilizando enzimas purificadas da cascata de coagulação deverão ser realizados para 

Padrão Amostras

+

Origem

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose do extrato rico em polissacarídeos sulfatados e das frações da 

cromatografia de troca iônica (CTI) comparado aos padrões (heparina e condroitin sulfato).  
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determinação do seu mecanismo específico de ação anticoagulante. Este pode ser 

semelhante ao da heparina, atuando então na potencialização da ligação entre a 

antitrombina e o cofator II de heparina aos cofatores da coagulação, ou através da 

inibição do cofator Xa, ou através de algum outro mecanismo ainda desconhecido. 

 

 

 

     5.4Ressonância Magnética Nuclear 

 Também foi realizado ensaio de ressonância magnética nuclear para 

caracterização estrutural inicial do polissacarídeo sulfatado presente na fração 0,3M. 

Como descrito em alguns trabalhos, nos ensaios utilizando ressonância magnética 

nuclear unidimensional de prótons existe uma região característica, entre 5,5 – 5,0 ppm, 

onde ressona o próton anomérico. Nesta região, a quantidade de sinais presentes está 

relacionada com a quantidade de prótons anoméricos de cada unidade de açúcar que 

compõe a estrutura do polissacarídeo sulfatado. Isso pode ser observado na figura 12, 
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Figura 11: Atividade anticoagulante das frações polissacarídicas 0,3M e 0,5M, obtidas por cromatografia de 

troca iônica (DEAE-celulose) de G.caudata, realizados segundo o teste de aPTT. 
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onde os quatro sinais presentes no espectro de RMN 1H do polissacarídeo sulfatado de 

L. variegatus corresponde a seu tetrassacarídeo repetitivo. 

 

 

 

 

 

 

O mesmo é observado no espectro do polissacarídeo sulfatado extraído de E. 

lucunter, onde há presença de um único sinal nessa região, que seria o referente ao 

monossacarídeo repetitivo que compõe a cadeia do polissacarídeo sulfatado (Figura 

13). 

Figura 12: Espectro de RMN 
1
H (A) e estrutura do tetrassacarídeo repetitivo (B) 

extraído de L. variegatus.   Fonte: Mulloy et al., 1994. 

A 

B 
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No espectro de RMN 1H da fração 0,3M, observou-se a presença de um 

quadrupleto entre 5,0 – 5,5 ppm, região característica do próton anomérico (Figura 14). 

Esse dado sugere que o polissacarídeo possua em sua estrutura básica quatro 

monossacarídeos repetitivos. Porém, esse dado preliminar necessita de ensaios 

complementares como espectros de TOCSY, NOESY e COESY, para elucidação 

estrutural mais completa. 

 

Figura 13: Espectro de RMN 
1
H (A) e estrutura do monossacarídeo repetitivo 

(B) extraído de E. lucunter.Fonte: Pereira et al., 2002. 

A 

B 
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Figura 14: A) Expansão dos espectros 

unidimensionais (1H) da Fração 0,3M a 

800MHz. O sinal do D2O foi suprimido por 

pré-saturação. B) Expansões da região de 

5,4 - 5,0ppm– Região característica do 

próton anomérico. 
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6. CONCLUSÃO 

 Os polissacarídeos sulfatados extraídos e isolados da alga marinha Gracilaria 

caudata apresentaram atividade anticoagulante no teste de aPTT,mas ainda não é 

possível saber através de qual mecanismo eles atuam. Portanto, seria importante fazer 

a avaliaçãodo potencial farmacológico quanto à atividade anticoagulante desses PS 

utilizando outros ensaios in vitro.  

 Através da caracterização estrutural preliminar sugere-se que o polissacarídeo 

sulfatado possua em sua estrutura básica quatro monossacarídeos, quese repetem ao 

longo da cadeia. Todavia, mais testes se fazem fundamentais para a determinação da 

sua estrutura química. 
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