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“1Debaixo do céu há momento para tudo, e tempo certo para cada coisa: 2Tempo 

para nascer e tempo para morrer. Tempo para plantar e tempo para arrancar a 

planta. 3Tempo para matar e tempo para curar. Tempo para destruir e tempo para 

construir. 4Tempo para chorar e tempo para rir. Tempo para gemer e tempo para 

bailar. 5Tempo para atirar pedras e tempo para recolher pedras. Tempo para abraçar 

e tempo para se separar. 6Tempo para procurar e tempo para perder. Tempo para 

guardar e tempo para jogar fora. 7Tempo para rasgar e tempo para costurar. Tempo 

para calar e tempo para falar. 8Tempo para amar e tempo para odiar. Tempo para a 

guerra e tempo para a paz. 9Que proveito o trabalhador tira de sua fadiga? 

10Observei a tarefa que Deus entregou aos homens, para com ela se ocuparem: 

11tudo o que ele fez é apropriado para cada tempo. Também colocou o senso da 

eternidade no coração do homem, mas sem que o homem possa compreender a 

obra que Deus realiza do começo até o fim. 12Então compreendi que não existe para 

o homem nada melhor do que se alegrar e agir bem durante a vida. 13E compreendi 

também que é dom de Deus que o homem possa comer e beber, desfrutando do 

produto de todo o seu trabalho. 14Compreendi que tudo o que Deus fez dura para 

sempre. A isso nada se pode acrescentar, e disso nada se pode tirar. Deus fez 

assim para ser temido. 15O que existe, já havia existido; o que existirá, também já 

existiu. Deus busca aquilo que foge. 16Observei outra coisa debaixo do sol: Em lugar 

do direito, encontra-se o injusto. 17E concluí que o justo e o injusto estão debaixo do 

julgamento de Deus, por que existe tempo para cada coisa e um julgamento para 

cada ação”.  

 

 

(Eclesiastes, 3, 1-17) 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus, que me sustentou nos momentos 

difíceis, me confortando e me concedendo essa grande vitória.  

 

Aos meus pais, Paulo e Dilene, e ao meu irmão, Nathã, que apesar da distância 

estiveram comigo todo o tempo, me apoiando e incentivando nessa jornada. 

Obrigada pela confiança, pelo investimento, pelo exemplo que foram, pelo amor e 

pela dedicação.  

 

A minha amiga Bianca, com quem convivi a maior parte nessa etapa e que se tornou 

muito importante na minha vida, me ajudando a chegar até aqui. Obrigada por fazer 

parte da minha vida, pelos momentos de alegria, diversão e choro durante esses 

anos, que, se Deus quiser, serão os primeiros de muitos.  

 

Ao meu orientador, Leonardo Cinelli, pelos ensinamentos, orientação, “puxões de 

orelha” e conversas. Sem a sua efetiva ajuda esse trabalho não sairia.  

 

A todas as meninas do laboratório, Regina, Rayssa e Brandão, pela convivência  

todos os dias no lab, cada conversa e cada ajuda nos experimentos. 

 

Aos nossos colaboradores, a mestranda Thalia Sampaio e a Profa. Angelica Ribeiro 

Soares que nos cederam a alga e ao Gustavo que nos ajudou em alguns 

experimentos. 

 

Aos meus amigos, que estiveram nos momentos ruins e momentos bons, tornando 

os meus dias mais divertidos. 

 

Ao CNPq e FAPERJ pelos convênios e auxílios concedidos. 

 

 

 

 



6 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Ilustração das três classes de algas marinhas...................................13 

 

Figura 2 - Principais polissacarídeos presentes nas algas marinhas verdes, 

pardas e vermelhas....................................................................................................13 

 

Figura 3 - Ilustração da estrutura química da celulose e da quitina....................14 

 

Figura 4 - Estrutura de fucanas...........................................................................16 

 

Figura 5 - Estrutura química da galactana da alga G.crinale..............................16 

 

Figura 6 - Cascata de coagulação sanguínea.....................................................18 

 

Figura 7  - Sequência pentassacarídica específica de ligação da heparina a 

antitrombina................................................................................................................18 

 

Figura 8 - Estrutura da galactana sulfatada da alga vermelha B.occidentalis....19 

 

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo 

sulfatado do extrato precipitado em concentrações crescentes de etanol da alga 

marinha Penicillus capitatus.......................................................................................27 

 

Figura 10 - Atividade anticoagulante das frações polissacarídicas precipitadas em 

etanol..........................................................................................................................28 

 

Figura 11 - Cromatograma dos polissacarídeos da F30 extraídos da alga marinha 

Penicillus capitatus em cromatografia de troca iônica (DEAE – celulose).................29 

 

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo 

sulfatado obtidos através da cromatografia de troca iônica da F30 da alga marinha 

Penicillus capitatus.....................................................................................................30 



7 
 

 

Figura 13 - Cromatograma dos polissacarídeos da F80 extraídos da alga marinha 

Penicillus capitatus em cromatografia de troca-iônica (DEAE – celulose).................31 

 

Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo 

sulfatado obtidos através da cromatografia de troca iônica da F80 da alga marinha 

Penicillus capitatus.....................................................................................................32 

 

Figura 15 - Atividade anticoagulante das frações obtidas através da cromatografia 

a F30 da alga marinha P.capitatus.............................................................................33 

 

Figura 16 - Atividade anticoagulante das frações obtidas através da cromatografia 

a F80 da alga marinha P.capitatus.............................................................................34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Dosagem dos polissacarídeos sulfatados da alga marinha P. capitatus 

das frações extraídas por precipitação em concentrações crescentes de 

etanol..........................................................................................................................26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

 

aPTT   - Tempo de tromboplastina parcialmente ativada 

 

F10   - Fração precipitada na concentração final de 10% de etanol 

 

F30   - Fração precipitada na concentração final de com 30% de etanol 

 

F80   - Fração precipitada na concentração final de com 80% de etanol 

 

F150   - Fração precipitada na concentração final de com 150% de etanol 

 

F300   - Fração precipitada na concentração final de com 300% de etanol 

 

EDTA  - Ácido etilenodiamino tetra-acético (do inglês ethylenediamine 

tetraacetic acid) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

SUMÁRIO 

 

 

1. Introdução........................................................................................................12 

1.1 Algas marinhas................................................................................12 

1.2 Polissacarídeos...............................................................................14 

1.2.1 Polissacarídeo sulfatado............................................15 

1.2.1.1 Polissacarídeo sulfatado de alga....................15 

1.3 Atividade anticoagulante.................................................................17 

 

2. Justificativa......................................................................................................21 

3. Objetivos..........................................................................................................22 

3.1 Objetivos gerais...............................................................................22 

3.2 Objetivos específicos......................................................................22 

 

4. Materiais e Métodos........................................................................................23 

4.1 Extração.......... ...............................................................................23 

4.2 Precipitação.....................................................................................23 

4.3 Dosagem.........................................................................................24 

4.4 Eletroforese.....................................................................................24 

4.5 Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (aPTT).................24 

4.6 Cromatografia de troca-iônica.........................................................25 

 

5. Resultado e discussão.....................................................................................26 

 

6. Conclusões......................................................................................................35 

 

7. Referências bibliográficas................................................................................36 

 

 

 

 

 

 



11 
 

RESUMO 

 

As algas marinhas são fontes naturais de macromoléculas conhecidas como 
polissacarídeos sulfatados. Esta classe de compostos é amplamente encontrada na 
natureza e suas propriedades farmacológicas, como anticoagulante, antiplaquetário 
e antitrombótico, têm atraído grande interesse nas Ciências Farmacêuticas. 
Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial anticoagulante dos 
polissacarídeos sulfatados extraídos da alga Penicillus capitatus. Os polissacarídeos 
sulfatados extraídos e, posteriormente, precipitados com concentrações crescentes 
de etanol, foram caracterizados por eletroforese em gel de agarose e quantificados. 
Os resultados obtidos em eletroforese mostraram que há compostos com migração 
mais lenta que a heparina, utilizada como padrão, sugerindo alto grau de sulfatação 
dos polissacarídeos. A quantificação do material mostrou que a fração F80 obteve a 
maior concentração de polissacarídeos sulfatados. Em seguida, realizou-se o teste 
do tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), onde observou-se que as 
frações F80 e F30 possuem atividade anticoagulante relevante. Devido à elevada 
atividade destas frações, foi realizada cromatografia de troca-iônica em ambas. Os 
polissacarídeos da F30 eluíram em 0,5 e 1,0 M NaCl e os do F80 em 0,3, 0,5 e 1,0 
M NaCl. Esse material purificado foi resubmetido ao teste de aPTT, onde observou-
se que a atividade anticoagulante foi inferior quando comparado a atividade do 
extrato bruto das suas respectivas frações. Como direções futuras, pretendemos 
confirmar os resultados do teste de aPTT com o material já purificado, obter esses 
compostos com alto grau de pureza e utilizá-los em outros testes in vitro, afim de 
elucidar sua estrutura química e determinar o seu mecanismo de ação 
anticoagulante. 

 

Palavras-chave: alga marinha, polissacarídeo sulfatado, anticoagulante, Penicillus 

capitatus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Algas marinhas  

    As algas marinhas formam um grupo diverso e são consideradas plantas 

fotossintéticas, que possuem basicamente clorofila e pigmento acessórios sendo 

também capazes de sintetizar substâncias que são necessárias ao seu metabolismo 

normal (Van Den Hoek, 1995).  

   Antigamente as algas eram somente utilizadas como alimento, tanto para os seres 

humanos quanto para os animais, como fertilizantes, dentre outras aplicações 

menos expressivas, mas com o passar dos anos tem-se descoberto outra gama de 

aplicações. Dentre as novas áreas de pesquisas com as algas marinhas podemos 

destacar as indústrias de processamento alimentar, a medicina e a biotecnologia, 

visto que as algas tornaram-se uma fonte rica em vários compostos importantes 

(Pereira et al., 2008). Segundo Yarish e Pereira a procura por alga aumentou 

consideravelmente, o que deixou as fontes naturais insuficientes para o seu 

fornecimento. Devido a esse fato, teve-se a necessidade de promover o 

desenvolvimento do seu cultivo. Com isso, atualmente no mercado comercial quase 

que toda a demanda de algas marinhas é suprida por algas produzidas por técnicas 

de aquicultura. Neste mercado de produção se destacam os países do sudeste 

asiático e o Chile (Pereira et al., 2006). 

    As algas marinhas são classificadas baseadas em sua coloração que se compõe 

de três principais classes reconhecidas, as classes clorofíceas, feofíceas e 

rodofíceas (Figura 1) (Boney,1966).  

    As algas marinhas verdes ou clorofíceas, têm um tamanho similar às algas 

vermelhas, mas são consideradas pequenas quando comparada as algas pardas, e 

a sua parede celular contém basicamente celulose. A alga em estudo, Penicillus 

capitatus compõe essa classe de algas marinhas, sendo que não há nenhuma 

descrição da mesma na literatura. As algas marinhas pardas ou feofíceas, possuem 

em sua parede celular majoritariamente alginatos, fucoidanas e celulose 

(Boney,1996) e pode ser considerada a alga de maior tamanho comparada às outras 

duas já que comumente pode alcançar até 50 metros. Por fim, a última classe de 

algas marinhas são as rodofíceas ou algas marinhas vermelhas. Em sua parede 
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pode-se encontrar basicamente ésteres poligalactoses e celulose, podendo 

apresentar também carbonato de cálcio (McHugh, 2003).  

 

Figura 1: Fotos da alga clorofícea (verde) Caulerpa (chlorophyta, Ulvohyceae), da alga feofícea 

(parda) Sargassum (Ochrophyta, Phaeophyceae) e da alga rodofíceas (vermelha) Plocamium 

(Rhodophyta). Retirado do site www.uff.br na data 14/06/13. 

 

    O que diferencia, principalmente, as classes das algas marinhas é a composição 

da sua parede celular. A celulose está presente em todas as classes. No entanto, 

pode estar associada à pectina da parede celular e à algina, dentre outras 

substâncias. Existem alguns componentes da parede celular das algas que são 

características específicas. Nas algas verdes tem-se basicamente ácido 

galacturônico, nas algas pardas a fucose e nas algas vermelhas a galactose, que 

são suas principais unidades de açúcar (Figura 2) (Boney,1996). 

 

 

                                             

  ÁCIDO GALACTURÔNICO                            FUCOSE                                   GALACTOSE  

 

Figura 2: Ilustrações dos três tipos dos principais polissacarídeos presentes nas classes das algas 

marinhas, a pectina, composto por um polímero de ácidos galacturônicos (algas verdes), a fucana 

(algas pardas) e a galactose (algas vermelhas). Retirado do site www.fcfar.unesp.br na data de 

14/06/13. 

 

http://www.uff.br/
http://www.fcfar.unesp.br/
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    As algas marinhas têm despertado grande interesse no ramo da Ciência por 

serem ricas em polissacarídeos sulfatados e esses possuírem várias atividades 

biológicas já descritas, como anticoagulante e antitrombótica (Souza, 2010). 

 

1.2 Polissacarídeos 

 

    Os polissacarídeos fazem parte de um dos quatro grandes grupos de 

macromoléculas e são amplamente distribuídos na natureza, podendo ser 

encontrados inclusive em algas marinhas (Yoon et al., 2002; Rocha et al., 2004). 

Eles são considerados macromoléculas com estrutura complexa, podendo 

apresentar heterogeneidade, muitos poliânions, o que possibilita a sua ligação a 

inúmeras proteínas em solução e às vezes ramificação (Arfors et al., 1993). São 

atribuídos a essas moléculas funções estruturais sendo os seus principais 

representantes a celulose e a quitina (Figura 3) (Lehninger; Nelson; Cox, 1995).  

 

 

CELULOSE 

 

QUITINA 

Figura 3: Ilustração da estrutura química de celulose e quitina. Retirado do site www.polymar.com.br 

na data 15/06/13. 

 

    Dentro do grupo dos polissacarídeos, têm-se os polissacarídeos sulfatados, que 

vem despertando um interesse dentre os pesquisadores por possuírem várias 

atividades farmacológicas (Boisson-Vidal et al., 1995; Mourão et al.,1996).  

   

http://www.polymar.com.br/


15 
 

 

 1.2.1 Polissacarídeos Sulfatados 

 

   Os polissacarídeos sulfatados podem ser encontrados em todos os filos de 

animais e acredita-se que eles estejam presentes também em todos os animais, pois 

exercem funções importantes nos organismos multicelulares (Medeiros et al., 2000).  

   As algas marinhas também apresentam polissacarídeos sulfatados em sua 

composição, como citado anteriormente.  Todavia, além de estarem presentes 

naturalmente, esses ainda podem ser sulfatados artificialmente, como o Spirulan, 

extraído da microalga Spirulina platensis (Dore, 2006).  

   Eles apresentam uma heterogeneidade estrutural devido à presença do 

grupamento sulfato, podendo este também variar em quantidade, assim como a sua 

posição. As principais famílias que constituem esta classe são as galactanas 

sulfatadas, fucanas sulfatadas e os glicosaminoglicanos (Haron-Bouhedja et al., 

2000). 

 

 

1.2.1.1 Polissacarídeos Sulfatados de Algas 

 

    Os polissacarídeos sulfatados encontrados nas algas marinhas estão presentes 

na sua matriz e promovem a sua proteção contra a desidratação por ter um caráter 

higroscópico (Farias et al., 2008). 

    Os polissacarídeos sulfatados majoritários das algas pardas são chamados de 

fucanas. Esses polissacarídeos possuem mais de 90% de α- L-fucose sulfatada na 

sua constituição (homofucanas) (Figura 4) (Berteau et al., 2003). Apesar de estarem 

sempre presentes nas algas pardas, as estruturas desses polissacarídeos 

comumente variam de acordo com a espécie de onde são extraídas. Portanto, a 

cada extração e purificação de fucanas existe uma alta possibilidade de 

encontrarmos um composto estruturalmente único fazendo com que este também 

tenha uma atividade farmacológica única (Dietrich et al., 1995). Essas fucanas 

também podem possuir monossacarídeos como D-xylose, D-galactose e ácido D-

glucurônico sendo, portanto heterogêneas (heterofucanas ou fucoidan), com um 

padrão de sulfatação irregular (Duarte et al., 2001; Bilan et. al., 2004). As fucanas 
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são caracterizadas na literatura por possuírem diversas atividades farmacológicas, 

como antivirais, antitumoral, antitrombóticas (Almeida-Lima et al., 2010) e 

antioxidante (Li et al., 2008). No entanto, a atividade anticoagulante é a mais 

estudada, visto que a heparina é o anticoagulante de primeira escolha na clínica 

médica e alternativas ao seu tratamento são bem-vindas devido aos inúmeros 

efeitos colaterais que sua administração provoca. (Rocha et al., 2005; Barroso et al., 

2008). 

     

 

 

Figura 4: Estrutura de fucanas sulfatadas. Retirado de Pereira et al., 2002 

 

    As algas vermelhas apresentam como monossacarídeo principal a galactose, 

sendo classificadas como galactanas. Estes polissacarídeos sulfatados são 

primariamente classificados como agaranas e carragenanas, baseados em sua 

estereoquímica (Percival et al.,1967). Elas são compostas por unidades alternadas 

de (1→3) β-D-galactose e (1→4) α-D-galactose, apresentando diferentes graus e 

posições de sulfatação (Lahaye,  2001) (Figura 5). Entretanto, podem ocorrer 

variações estruturais nas galactanas, Por exemplo, essas podem apresentar 

unidades 3,6-anidro-α-L-galactose, além de diferentes graus e posições de 

sulfatação. Com todas essas variações, esses polissacarídeos permitem a formação 

de 42 unidades dissacarídicas hipotéticas, sendo que 15 já foram identificadas 

nessa classe de alga (Stortz et al., 1991). 

 

 

Figura 5: Estrutura química da galactana da alga G.crinale. Retirado de Pereira, 2005.  
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    Já as algas verdes possuem um grupo de polissacarídeos sulfatados bastante 

heterogêneo, pois os mesmos podem possuir galactose, xilose, manose, rafinose, 

glicose e arabinose (Siddhanta et al., 1999). Mas as unidades mais encontradas são 

as de D-manose e galactose (Ramana et al., 1991). A importância desses 

polissacarídeos de algas verdes tem sido evidenciada através das atividades 

biológicas já descritas (Farias et al., 2008). 

 

 

1.3 Atividade Anticoagulante 

     A incidência de doenças cardiovasculares vem aumentando consideravelmente 

nos últimos anos tornando a busca por novos fármacos anticoagulantes cada vez 

maior. Na tentativa de encontrar um substituto à heparina tem-se testado a atividade 

anticoagulante e antitrombótica dos polissacarídeos sulfatados de algas marinhas, já 

que estes possuem uma grande variabilidade estrutural, podendo apresentar 

mecanismos de ação diferentes do da heparina (Rocha, 2005; Mourão et al., 2000). 

    O modelo fisiológico da cascata de coagulação sanguínea ocorre pela a ativação 

de cada fator da coagulação, que promove a ativação de outros fatores, tendo como 

consequência a produção de trombina e por fim a formação do coágulo de fibrina. 

Neste modelo, a coagulação envolve duas vias: intrínseca e extrínseca, sendo que 

ambas levam à ativação do fator II (Vine, 2009). Para que todas estas reações 

sejam desencadeadas deve ocorrer a lesão do vaso e assim uma exposição de 

colágeno e das células que expressam fator tissular. No final dessa cascata de 

ativações de fatores, o fator Xa ativa a protrombina (fator II) em trombina, e essa 

converte o fibrinogênio em fibrina formando um coágulo (Figura 6) (Jay et al., 2006). 
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Figura 6: Cascata de coagulação sanguínea. Retirado de Farias et al., 2006. 

 

     A heparina é um polissacarídeo linear, altamente sulfatada, com unidades 

alternadas de -D-glucosamina e ácido urônico e com ligações do tipo 14. O 

mecanismo de ação pelo qual a heparina exerce seu efeito anticoagulante ocorre 

através da antitrombina e do cofator II de heparina. Ela aumenta a afinidade de 

ambos pela trombina. O sítio de ligação da heparina à antitrombina consiste em uma 

sequência pentassacarídica (Figura 7) bastante específica, que contém uma unidade 

responsável por essa ligação, a glucosamina 3-O-sulfatada (Lindahl  et al., 1979). 

 

           

 

Figura 7: Sequência pentassacarídica específica de ligação da heparina a antitrombina. Retirado de 

Gracher, 2010 . 
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    A heparina é administrada por via intravenosa, apresentando um efeito imediato, 

ou pela via subcutânea onde o efeito ocorre de forma mais lenta e a sua duração é 

dependente da dose administrada. Devido aos efeitos adversos da heparina nativa, 

foi desenvolvida a de baixo peso molecular, na tentativa de reduzi-los. Porém, foi 

visto que a mesma, em altas doses, ainda pode gerar riscos ao paciente. 

(Doutremepuich et al., 1996; Merli, 2005).   

    Apesar de ser o anticoagulante mais utilizado na clínica médica, a heparina tem 

vários efeitos colaterais, como o desenvolvimento de trombocitopenia, efeito 

hemorrágico, ineficácia em deficiências de antitrombina congênitas ou adquiridas, 

alteração no metabolismo lipídico, dentre outros, por isso torna-se importante o 

estudo de moléculas que possam a vir substituí-la (Trento  et al., 2001). Uma 

característica importante dos polissacarídeos sulfatados é que a sua atividade 

anticoagulante não esta necessariamente ligada ao padrão de sulfatação (Haroun-

Bouhedja et al., 2000).  

    Já existem polissacarídeos provenientes de algas descritos na literatura com 

atividade anticoagulante. Um exemplo é a D-galactana sulfatada (Figura 8), extraída 

da alga vermelha Botryocladia occidentalis. Seu mecanismo é descrito por 

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

cofator II da heparina (Farias et al., 2000). Por esse trabalho também foi 

demonstrado que galactanas dessulfatadas perderam a sua atividade. Portanto o 

grau de sulfatação destas moléculas é importante. Porém, também foi visto que os 

polissacarídeos muito sulfatados apresentaram atividade anticoagulante menor que 

a galactana da B.ocidentalis. Com isso pode-se concluir que a sulfatação não é uma 

única exigência para o desempenho dessa função. Além disso, a posição em que o 

sulfato se encontra possui papel fundamental para obtenção da sua atividade 

biológica. 
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Figura 8: Estrutura da galactana sulfatada da alga vermelha B.occidentalis. Retirado de Melo et al., 

2004. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A heparina é um polissacarídeo sulfatado extraído principalmente de intestino de 

porco e pulmão bovino que possui em sua estrutura um pentassacarídeo com 

padrão de sulfatação específico responsável pelo seu mecanismo de ação. Por ser 

extraída de animais há um perigo constante quanto a contaminação dos lotes de 

heparina caso estes animais estejam enfermos, em especial com patologias que 

poderiam afetar os homens. Com isso, juntamente com o fato da mesma obter 

muitos efeitos adversos, como hemorragia e trombocitopenia, uma das estratégias 

na busca de alternativas tem sido a avaliação do potencial anticoagulante de outros 

polissacarídeos sulfatados, os quais podem ser naturais ou quimicamente 

modificados (Melo et al., 2004). Neste contexto os polissacarídeos sulfatados de 

origem marinha se destacam por terem uma menor probabilidade de contaminação 

por xenobióticos quando comparado aos animais, além do fato das algas serem 

passivas de cultivo. A alga P.capitatus ainda não teve seu potencial biológico 

prospectado e não se tem nada na literatura sobre a mesma, com isso houve o 

interesse desse estudo, podendo a mesma vir a ser detentora de um polissacarídeo 

sulfatado biologicamente ativo.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

Este trabalho tem por objetivo o isolamento e a avaliação da atividade 

anticoagulante de polissacarídeos sulfatados da macroalga marinha Penicillus 

capitatus. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a-) Extrair os polissacarídeos sulfatados da macroalga P. capitatus,  

b-) Purificar seus polissacarídeos sulfatados e 

c-) Avaliar a sua atividade anticoagulante em ensaios in vitro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

          4.1 Extração dos Polissacarídeos Sulfatados (PS) 

   Inicialmente a alga P. capitaus foi coletada na Praia de Cumuruxatiba (BA) e 

gentilmente cedida pela mestranda Thalia Sampaio e pela Profa. Angelica Ribeiro 

Soares da UFRJ - Campus Macaé ao Laboratório Integrado de Prospecção de 

Produtos Bioativos chefiado pelo Prof. Dr. Leonardo Paes Cinelli e assim 

acondicionados em sacos plásticos e estocados à -20˚C. Posteriormente, o material 

foi pesado e triturado para assim ser levado a delipidação em acetona P.A por 24 

horas, sem agitação a temperatura ambiente. Então foi retirado o sobrenadante e a 

alga foi levada a estufa a 60ºC até que o material ficasse totalmente seco. Em 

seguida o tecido seco foi suspenso em tampão digestão (acetato de sódio 0,1 M 

AcNa, EDTA 5 mM, cisteína 5 mM, pH 5,0) com 10% do seu peso seco em papaína, 

necessária para a ativação ótima da enzima, por 24 horas em banho-maria a 60˚C. 

Este passo foi realizado até a completa digestão da alga, avaliada através da 

metacromasia em azul dimetil metileno (DMB). Essa análise foi feita através da 

mudança de coloração da solução na presença de polissacarídeos sulfatados, que 

passa da cor azul para a cor rosa devido a complexação do sulfato com o mesmo. 

No término de cada extração, retirava-se uma alíquota do sobrenadante e 

adicionava-se 1 mL de DMB. Quando não mais se observou a alteração da cor a 

extração foi encerrada (Farias et al., 2000). 

 

 

         4.2 Precipitação em etanol dos PS  

    Os sobrenadantes de cada extração, contendo polissacarídeos totais obtidos 

através da completa digestão proteolítica, foram reservados e submetidos a 

precipitações crescentes de etanol P.A. nas seguintes concentrações finais: 10%, 

30%, 80%, 150% e 300%. A cada processo de precipitação, o precipitado foi 

reservado e ao sobrenadante foi adicionado etanol P.A. suficiente para alcançar a 

concentração final necessária para o próximo passo de precipitação até que se 
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alcançasse 300% de concentração final de etanol. Logo após, cada precipitado 

correspondente as frações das precipitações (F10, F30, F80, F150 e F300) era 

levado a centrifuga clínica por 20 min a temperatura ambiente para a separação total 

do precipitado. Todos os precipitados, separadamente, foram liofilizados. Após a 

liofilização o seu peso seco foi anotado e solubilizado em água destilada para 

posteriores analises (Fernandez et al., 2000) 

 

 

        4.3 Dosagem dos polissacarídeos sulfatados 

   Os polissacarídeos sulfatados foram quantificados utilizando uma curva padrão 

construída com condroitim sulfato na presença do corante azul de dimetil metileno 

(DMB). Este corante possui coloração azul e na presença de polissacarídeos 

sulfatados sua coloração se altera para um tom lilás/róseo. Para a curva padrão foi 

utilizado condroitin sulfato na concentração de 1 g/l e essas soluções foram 

monitoradas utilizando espectrofotômetro (A525nm). Os valores de absorbância foram 

anotados e desta forma uma curva foi construída. Somente curvas com R >0,99 

foram aceitas. 

                          

       4.4 Eletroforese em gel de agarose 

    As frações de polissacarídeos sulfatados foram analisadas por eletroforese em gel 

de agarose, como descrito (Dietrich e Dietrich, 1976). O volume ideal a ser utilizado 

em cada poço do gel de agarose foi estimado misturando-se volumes crescentes da 

solução da amostra a 1 mL de DMB até que a solução adquirisse tom róseo. As 

amostras foram aplicadas num gel de agarose 0,5 %, preparado em tampão 1,3 

diaminopropano acetato 0,05 M (pH 9,0). O gel foi submetido a 100 V por 1 h. Os 

polissacarídeos sulfatados no gel foram fixados por 12 h com Cetavlon 0,1 % em 

água destilada. 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). 

 

 

     4.5 Teste de tempo de tromboplastina parcialmente ativada (aPTT) 

   O aPTT é um ensaio de coagulação que utiliza plasma humano normal 

proveniente do banco de sangue do Hospital universitário do Fundão – Rio de 
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Janeiro. O plasma humano foi coletado em uma solução de citrato de sódio 3,8% na 

proporção de 9:1 e analisado pelo tempo de tromboplastina parcialmente ativada 

(aPTT). Para as análises de aPTT foi utilizado como controle positivo, heparina (193 

UI/mg). Neste ensaio, 90 uL de plasma foram incubados com 10 uL de soluções com 

diferentes concentrações de polissacarídeos sulfatados ou heparina e NaCl 0,9%. 

Logo após, 100 L de cefalina ativada (Reagent Celite, 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 Cromatografia de troca iônica  

   Os polissacarídeos sulfatados liofilizados foram solubilizados em tampão de 

equilíbrio (Tris-HCl 20 mM, EDTA 50 mM em pH 7,4) e foram submetidos à 

cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE celulose equilibrada e percolada 

com o mesmo tampão equilíbrio. Após essa etapa, os polissacarídeos sulfatados 

não retidos foram lavados até a sua completa remoção. Posteriormente, os 

polissacarídeos sulfatados ligados à matriz cromatográfica foram eluídos com o 

mesmo tampão na presença de NaCl em diferentes concentrações (0,3; 0,5; 1,0; 

1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 M) em gradiente de “step-wise” ou em degraus. As frações 

recolhidas foram monitoradas através da propriedade metacromática usando o azul 

de dimetil metileno (DMB) a A525nm.  

   As frações de PS obtidas foram dialisadas exaustivamente contra a água 

destilada, concentradas por liofilização e armazenadas até a realização dos ensaios 

(Farndale et al., 1986). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

    Os polissacarídeos sulfatados extraídos por digestão proteolítica foram 

precipitados em concentrações crescentes de etanol, com o intuito de separá-los. 

    Estas foram dosadas através de uma curva utilizando condroitim sulfato como 

padrão (Tabela 1), e em seguida submetidas à eletroforese em gel de agarose 

(Figura 9). De acordo com a dosagem, pode se observar que a fração F80 é a mais 

rica em polissacarídeos sulfatados, seguidas da F150, F30, F300 e F10. Também 

pode-se criar uma relação entre a quantidade de polissacarídeo sulfatado extraído 

entre as frações. Com isso, pode-se observar que a F80 representou 31,4 % dos 

polissacarídeos extraídos da macroalga P.capitatus, sendo que o peso inicial 

utilizado da alga de 40g. Através da eletroforese em gel de agarose observou-se que 

as frações F150 e F300 têm um padrão de migração similar, assim como as frações 

F30 e F80, sendo que a F30 apresenta uma banda polidispersa, podendo indicar 

polissacarídeos diferentes sendo extraídos na mesma fração. A F10 apresentou um 

padrão de migração diferente dos demais, o que indica fortemente uma fração 

contendo polissacarídeos sulfatados altamente heterogêneos. 

 

 

Tabela 1: Dosagem dos polissacarídeos sulfatados da alga marinha P. capitatus das frações 

extraídas por precipitação em concentrações crescentes de etanol. 

Frações 
precipitadas com 

etanol

Polissacarídeo sulfatado 
na fração/ polissacarídeo 

sulfatado total (%)

Polissacarídeo 
sulfatado (mg)

F10 2      31,3

F30 21,3 329,1

F80 31,4 486,4

F150 28,1 435,6

F300 17,2 265,2
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 Figura 9: Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo sulfatado do extrato 

precipitado em concentrações crescentes de etanol da alga marinha Penicillus capitatus. Eletroforese 

em gel de agarose das frações provenientes de precipitações crescentes de etanol (F10, F30, F80, 

F150 e F300) comparado aos padrões (heparina e condroitin sulfato). As frações foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 0,5% por 1h a 110V em 1,3- diaminopropano/benzina (pH 9.0). Os PS 

foram fixados com solução brometo de cetil trimetil amônio 0.1%. Após 12h, o gel foi lavado e corado 

utilizando-se azul de toluidina 0.1% e posteriormente foi lavado com solução ácido 

acético/etanol/H2O (0.1:5:5,v/v). Legenda: CS, condroitin sulfato ; HEP, heparina ; F10, fração 10% ; 

F30, fração 30%; F80, fração 80%; F150, fração 150%; F300, fração 300%.  

 

    Após realizar a dosagem e o gel de eletroforese de cada fração precipitada foi 

realizado o teste de aPTT para avaliar sua atividade anticoagulante (Figura 10). 

Pode-se observar que as frações que obtiveram maior atividade anticoagulante 

foram as frações F30 e F80. 
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Figura 10: Atividade anticoagulante das frações polissacarídicas  F10 (círculos abertos), F30 (círculos 

fechados), F80 (triângulos fechados), F150 (quadrados abertos) e F300 (triângulos abertos), obtidas 

por precipitação com concentrações crescentes de etanol da alga P.capitatus, realizados segundo o 

teste de aPTT, utilizando como padrão a heparina (quadrados fechados) 

 

    As frações F30 e F80 alcançaram o tempo máximo mensurado nesse teste (300 

seg) em baixas concentrações de polissacarídeo sulfatado comparado as demais 

frações e principalmente pelo fato dessas frações não estarem purificadas. Isso é 

um forte indicativo que após o processo de purificação dessas duas frações (F30 e 

F80) poderíamos atingir uma atividade específica maior. Por isso inicialmente 

submeteu-se a fração F30 a uma cromatografia de troca iônica (figura 11). 
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 Figura 11: Cromatograma dos polissacarídeos da F30 extraídos da alga marinha Penicillus capitatus 

em cromatografia de troca iônica (DEAE – celulose). A coluna foi equilibrada e lavada com tampão 

EDTA 50 mM e Tris-HCl 20 mM. Os polissacarídeos sulfatados foram eluídos com o mesmo tampão 

contendo NaCl em diferentes concentrações (0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 3,0 e 4,0 M). Os polissacarídeos 

sulfatados foram monitorados (A525nm) por meio da propriedade metacromáticas com azul de 

dimetilmetileno. 

 

 

    De acordo com a cromatografia pode-se observar que o material eluiu em 0,5M e 

1,0M de NaCl. Com isso os polissacarídeos precipitados na mesma porcentagem de 

etanol foram separados através da cromatografia, deixando o material mais puro, 

sendo que o polissacarídeo majoritário da fração eluiu na concentração de 1,0M. 

Também foi realizada uma eletroforese em gel de agarose das frações obtidas a 

partir dessa cromatografia, com o intuito de observar o seu padrão de migração das 

mesmas (Figura 12). 
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo sulfatado obtidos 

através da cromatografia de troca iônica da F30 da alga marinha Penicillus capitatus. Eletroforese em 

gel de agarose das frações provenientes da cromatografia de troca-iônica (0,5M e 1,0M) e do extrato 

bruto da F30 comparado aos padrões (heparina e condroitin sulfato). As frações foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 0,5% por 1h a 110V em 1,3- diaminopropano/benzina (pH 9.0). Os PS 

foram fixados com solução brometo de cetil trimetil amônio 0.1%. Após 12h, o gel foi lavado e corado 

utilizando-se azul de toluidina 0.1% e posteriormente foi lavado com solução ácido 

acético/etanol/H2O (0.1:5:5,v/v). Legenda: CS, condroitin sulfato ; HEP, heparina ; F30, fração 30% ; 

0,5 M, fração 0,5 Molar; 1,0 M, fração 1,0 Molar.  

 

 

    Através da eletroforese pode-se observar que os polissacarídeos que eluiram em 

0,5 e 1,0 M possuem mobilidade similar e migraram abaixo da heparina, o que 

sugere um grau de sulfatação parecido ou superior. 

    A fração F80 também obteve um resultado relevante no teste de aPTT com o 

extrato bruto, que foi realizado inicialmente, por isso esta também foi submetida a  

uma cromatografia de troca iônica (Figura 13). 
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Figura 13: Cromatograma dos polissacarídeos da F80 extraídos da alga marinha Penicillus capitatus 

em cromatografia de troca-iônica (DEAE – celulose). A coluna foi equilibrada e lavada com tampão 

EDTA 50 mM e Tris-HCl 20 mM. Os polissacarídeos sulfatados foram eluídos com o mesmo tampão 

contendo NaCl em diferentes concentrações (0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 3,0 e 4,0 M). Os polissacarídeos 

sulfatados foram monitorados (A525nm) por meio da propriedade metacromáticas com azul de 

dimetilmetileno.  

 

 

    Através da cromatografia da F80 observou-se que os polissacarídeos sulfatados 

eluíram em três molaridades distintas, 0,3, 0,5 e 1,0 M, sendo majoritariamente 

eluídos em 0,3 e 1,0M. Portanto, novamente, os polissacarídeos da mesma fração 

precipitada eluiram em concentrações diferentes, o que indica que o material foi 

purificado. Para caracterizá-los, os mesmos, foram aplicados em um gel de 

eletroforese (Figura 14). 
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose das frações ricas em polissacarídeo sulfatado obtidos 

através da cromatografia de troca iônica da F80 da alga marinha Penicillus capitatus. Eletroforese em 

gel de agarose das frações provenientes da cromatografia de troca-iônica (0,3M, 0,5M e 1,0M) e do 

extrato bruto da F80 comparado aos padrões (heparina e condroitin sulfato). As frações foram 

submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,5% por 1h a 110V em 1,3- diaminopropano/benzina 

(pH 9.0). Os PS foram fixados com solução brometo de cetil trimetil amônio 0.1%. Após 12h, o gel foi 

lavado e corado utilizando-se azul de toluidina 0.1% e posteriormente foi lavado com solução ácido 

acético/etanol/H2O (0.1:5:5,v/v). Legenda: CS, condroitin sulfato ; HEP, heparina ; F80, fração 80% ; 

0,3 M, fração 0,3 Molar; 0,5 M, fração 0,5 Molar; 1,0 M, fração 1,0 Molar.  

 

 

    Com a eletroforese em gel de agarose das frações cromatografadas da F80 

percebe-se que os padrões de migração dos três materiais aplicados no gel são 

distintos. A fração F80 0,3 M apresenta uma banda que migra entre o condroitin 

sulfato e a heparina. Enquanto que a banda da fração 0,5 M co-migra com a 

heparina e, por fim, a banda da fração 1,0 M apresenta um padrão de migração 

abaixo da heparina. Estes resultados sugerem que existem três polissacarídeos 

sulfatados distintos nessa mesma fração, por terem eluídos em concentrações 
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diferentes na cromatografia e por terem um padrão de migração também diferente 

na eletroforese. 

    Em seguida, realizou-se novamente o teste de aPTT das frações obtidas através 

da cromatografia de troca iônica (DEAE – Celulose) da F30 (Figura 15) e F80 (Figura 

16), com o objetivo de avaliar a atividade anticoagulante dessas frações purificadas 

separadamente.  
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Figura 15: Atividade anticoagulante das frações 0,5 M (círculos fechados) e 1,0 M (triângulos 

fechados) obtidas por cromatografia de troca iônica (DEAE - Celulose) da F30 da macroalga P. 

capitatus, realizados segundo o teste de aPTT, utilizando como padrão a heparina (quadrados 

fechados). 
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Figura 16: Atividade anticoagulante das frações 0,3 M(círculos fechados), 0,5 M (triângulos fechados) 

e 1,0 M (quadrados abertos) obtidas por cromatografia de troca iônica (DEAE  - Celulose) da F80 da 

macroalga P. capitatus, realizados segundo o teste de aPTT, utilizando como padrão a heparina 

(quadrados fechados). 

 

    Ao realizar o teste de aPTT com as frações da cromatografia pode-se observar 

que a atividade coagulante continuou relevante. No resultado obtido através das 

frações cromatografadas da F30 vê-se que a 0,5M possui uma atividade 

anticoagulante menor que a 1,0M. E nos resultados das frações cromatografadas da 

F80 observa-se que tanto a 0,5 M e 1,0M também apresentam atividade 

anticoagulante. Esses resultados de aPTT, F30/ F30 1,0M e F80/ F80 0,3, 0,5 e 

1,0M, foram realizados somente uma vez, portanto necessitam de repetição para a 

sua confirmação, visto que as frações cromatografadas obtiveram uma atividade 

menor do que os seus respectivos extratos brutos. Esse resultado pode sugerir um 

sinergismos dos polissacarídeos sulfatados presentes na mesma fração, pois após a 

cromatografia a sua atividade anticoagulante diminuiu. 
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6. CONCLUSÕES 

 

    Os polissacarídeos sulfatados isolados da alga marinha P. capitatus 

apresentaram atividade anticoagulante. Isso foi comprovado através das atividades 

de cada fração que foi testada. Pode-se observar que modificou-se acentuadamente 

a atividade anticoagulante entre a frações precipitadas em etanol, possivelmente em 

razão da diversidade estrutural dessas moléculas. Acredita-se que através dos 

mecanismos de ação envolvido na coagulação será possível esclarecer tal fato. Foi 

visto também que as frações 1,0M da F30 e 0,5M da F80 mantiveram a atividade 

anticoagulante porem em uma concentração maior quando comparado ao extrato 

bruto das mesmas. Isso será mais investigado para saber se à cooperação dos 

materiais que foram purificados com os reagentes no processo de coagulação 

sanguínea.  
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