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RESUMO   

Nos últimos anos, os polissacarídeos sulfatados de algas marinhas têm emergido 
como uma importante classe de biopolímeros naturais com potenciais aplicações 
farmacológicas. Dentre estas, os polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas 
tem sido extensivamente estudados, principalmente devido seu potencial 
anticoagulante, antitrombótico e antiinflamatório. Neste estudo, três frações de 
polissacarídeos sulfatados, denominadas F1,5v, F2,0v e F3,0v, foram extraídas da 
alga vermelha Gracilaria caudata, através de proteólise, seguida de fracionamento 
com acetona. Eletroforese em gel de agarose em Tampão PDA mostrou a 
presença de polissacarídeos sulfatados em todas as frações. As análises químicas 
demonstraram que todas as frações são compostas principalmente de galactose. 
Esses compostos foram testados para as atividades anticoagulante, antioxidante e 
antiproliferativa.  Na atividade anticoagulante avaliada através de kits comerciais 
de aPTT e PT, nenhuma das frações apresentou atividade nas concentrações 
testadas (0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL). A atividade antioxidante das frações 
polissacarídicas foi avaliada através de diversos ensaios in vitro: Capacidade 
antioxidante total, seqüestro de radical superóxido e hidroxila, quelação férrica e 
poder redutor. As frações apresentaram diferentes níveis de atividade antioxidante 
nos sistemas testados. A fração F1,5v apresentou a maior atividade antioxidante, 
principalmente no ensaio de quelação férrica, com cerca de 70,00% de inibição na 
concentração de 1,0 mg/mL. Finalmente, todas as frações apresentaram atividade 
antiproliferativa dose-dependente frente a linhagem celular tumoral HeLa. As 
frações F1,5v e F2,0v apresentaram as maiores atividades antiproliferativa na 
concentração de 2,0 mg/mL, com  42,70% e 37,00% de inibição da proliferação 
celular em relação ao controle. Nossos resultados sugerem que os 
polissacarídeos sulfatados de G. caudata são promissores fármacos na terapia 
antioxidante e/ou antiproliferativa.  

Palavras chave: Gracilaria caudata; Atividade anticoagulante; Atividade 
antioxidante; Atividade antiproliferativa; Radicais livres;



 
ABSTRACT  

In recent years, sulfated polysaccharides (SP) from marine algae have emerged as 
an important class of natural biopolymers with potential pharmacology applications. 
Among these, SP isolated from the cell walls of red algae have been study due to 
their anticoagulant, antithrombotic and anti-inflammatory activities. In the present 
study, three sulfated polysaccharides fractions denominated F1.5v, F2.0v and 
F3.0v were obtained from seaweed G. caudate by proteolysis followed to acetone 
fractionation. Gel electrophoresis using 0.05 M 1,3-diaminopropane-acetate buffer, 
pH 9,0, stained with 0.1% toluidine blue, showed the presence of SP in all 
fractions. The chemical analysis demonstrated that all the fractions are composed 
mainly of galactose. These compounds were evaluated in anticoagulant, 
antioxidant and antiproliferative activities. In anticoagulant activity evaluated 
through aPTT and PT tests, no one fractions presented anticoagulant activity at 
tested concentrations (0.1 mg/mL; 1.0 mg/mL; 2.0 mg/mL).The antioxidant 
activities of the three fractions were evaluated by the following in vitro systems: 
Total antioxidant capacity, superoxide and hydroxyl radical scavenging, ferrous 
chelating activity and reducing power. The fractions were found to have different 
levels of antioxidant activity in the systems tested. F1.5v shows the highest activity, 
especially in the ferrous chelating system, with 70% of ferrous inhibiting at 1.0 
mg.mL-1. Finally, all the fractions showed dose-dependent antiproliferative activity 
against HeLa cells. The fractions F1.5v and F2.0v presented the highest 
antiproliferative activity at 2.0 mg/mL with 42.7% and 37.0% of inhibition, 
respectively. Ours results suggests that the sulfated polysaccharides from 
seaweed G. caudata are promising compounds in antioxidant  and/or antitumor 
therapy.  

Keywords: Gracilaria caudata; Red Algae; Anticoagulant; Antioxidant; 
Antiproliferative; Free radicals. 
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1- Algas marinhas 

As macroalgas marinhas são um grupo de seres vivos aquáticos e autotróficos 

que apresentam a clorofila a como principal pigmento fotossintético, além da 

presença de outros pigmentos acessórios, que são características importantes na 

classificação desse grupo. Muitos autores, devido a algumas características 

morfofisiológicas, classificam as algas marinhas não mais como vegetais, mas como 

protistas. Elas são divididas em três grupos: Phaeophyceaes ou algas marrons, que 

apresentam o pigmento fucoxantina em sua constituição, que é responsável pela 

sua coloração característica; Rodhophyceaes ou algas vermelhas, que contêm 

ficoeritrina e Chlorophyceas ou algas verdes que se mostram constituídos 

principalmente por clorofilas a e b. A tabela I sumariza os critérios de classificação 

utilizados e suas características.    

Ordem 
Tipo de 

clorofila 
Outros pigmentos 

Substâncias de 

reservas 

Constituição da 

parede celular 

Chlorophyta

 

a, b Carotenos Amido 
Celulose, 

pectinas 

Phaeophyta

 

a, c Luteina e fucoxantina 
Laminarina e 

manitol 

Celulose, 

alginato 

Rhodophyta

 

a, d 
Carotenos, xantofilas, 

ficocianina e ficoeritrina 
Amido das florideas

 

Celulose, 

pectinas 

      

As algas marinhas apresentam um alto valor nutritivo, sendo ricas em 

carotenóides, proteínas, fibras dietéticas, ácidos graxos essenciais, vitaminas e 

minerais. São utilizadas como fonte de alimentos principalmente nos países 

Tabela I: Principais características utilizadas para classificação das 
macroalgas 

Fonte: Adaptado de ORIANS et al., 1999 
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asiáticos, chegando a constituir cerca de 25% da dieta humana em países como 

Japão, China e Coréia do Sul (MCHUGH, 2003).  

Além de sua utilização no setor alimentício, as algas produzem uma gama de 

substâncias utilizadas comercialmente como: alginatos, que são polímeros 

constituídos de monossacarídeos ácidos (ácido gulurônico e ácido manurônico), de 

caráter viscoso, produzidos por certas espécies de algas pardas. Eles são utilizados 

na fabricação de papel e como estabilizadores de creme dental e sorvete 

(KOBAYASHI, 1986; MINHAS et al., 2002); agar e carragenanas, que são 

polissacarídeos sulfatados ricos em galactose, encontradas em algumas espécies de 

algas vermelhas e usadas em diversas finalidades como na fabricação de 

cosméticos, gelatina e meios de cultura (RASMUSSEN; MORRISSEY, 2007; TRIUS; 

SEBRANEK, 1996).   

1.2- Polissacarídeos sulfatados de algas marinhas.   

Dentre os diferentes compostos bioativos extraídos das algas, destacam-se 

os polissacarídeos sulfatados. Eles se localizam na matriz mucilagenosa das algas e 

sua função biológica parece estar relacionada com a proteção contra desidratação 

solar em períodos de baixa maré, além de oferecer uma maior flexibilidade à alga, 

permitindo assim, o seu crescimento em ambiente aquático, e uma rigidez suficiente 

para permanecer estendida e assim captar a luz e os nutrientes com mais eficácia 

(PERCIVAL; DOWELL, 1967).   

1.2.1- Polissacarídeos sulfatados de algas marrons.   

As Phaeophyceas possuem na sua constituição apenas um único grupo de 

polissacarídeos sulfatados: As fucanas (QUILLET, 1961). Esses polímeros têm como 

característica principal à presença da L-fucose sulfatada na sua estrutura (LEITE et 

al., 1998) e podem ser encontrados na forma de homo ou heteropolissacarídeos 

(KLOAREG; QUATRANO, 1988). É atribuído as fucanas uma gama de atividades 

farmacológicas, como mostra a tabela II.    
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Tabela II. Algumas das atividades farmacológicas atribuídas as fucanas 

Atividade Alga Referências 
Angiogênica Fucus vesiculosus  (MATSUBARA et al., 

2005; SOEDA et al., 
2000) 

Anti complemento Laminaria cichorioide, L. 
japonica, Fucus evanescens 
Ascophyllum nodosum  

(BLONDIN et al., 1994; 
BOISSON-VIDAL et al., 
2007; ZVYAGINTSEVA et 
al., 2000) 

Anti migratória Fucus vesiculosus, 
Ascophyllum nodosum. 

(GIRAUX et al., 1998; 
SOEDA, et al., 2000) 

Antiadesiva Ascophyllum nodosum, 
Laminaria brasiliensis, S. 
schröederi,  
Sargassum stenophyllum 

(LIU; HAROUN-
BOUHEDJA; BOISSON-
VIDAL, 2000; ROCHA et 
al., 2001) 

Anticoagulante Ascophyllum nodosum, 
Ecklonia kurome,Eisenia 
bicyclis, Dictyota menstrualis, 
Padina gmynospora 

(ALBUQUERQUE et al., 
2004; HAROUN-
BOUHEDJA et al., 2000; 
NISHINO et al., 1991a; 
SILVA et al., 2005) 

Antioxidante Fucus vesiculosus, Laminaria 
japonica 

(RUPEREZ; AHRAZEM; 
LEAL, 2002; WANG et al., 
2008) 

Antiproliferativa Ascophyllum nodosum (ELLOUALI et al., 1993; 
ELLOUALI; BOISSON-
VIDAL; JOZEFONVISCZ, 
1994) 

Antitrombótico Ascophyllum nodosum, 
Spatoglossum schröederi 

(BARROSO et al., 2008; 
MAURAY et al., 1998; 
ROCHA et al., 2005b) 

Antitumoral  A. nodosum, Sargassum 
thumbergii, Eisenia bicyclis  

(QUEIROZ et al., 2006; 
RIOU et al., 1996; USUI; 
ASARI; MIZUNO, 1980; 
ZHUANG et al., 1995) 

Anti-úlcera Cladosiphon okamuranus  (NAGAOKA et al., 2000; 
SHIBATA et al., 2000; 
SHIBATA et al., 2001) 

Antiviral Sargassum horneri, 
Cystoseira indica 

(HAYASHI, 2008; 
HOSHINO et al., 1998; 
MANDAL et al., 2007) 

Antimetastático Fucus vesiculosus  (COOMBE et al., 1987) 
Bloqueio de ligação 
célula-célula via 
selectina 

Fucus vesiculosus (TEIXEIRA; ROSSI; 
HELLEWELL, 1996) 

Bloqueio de ligação 
espermatozoide-
epitélio do oviducto 

Fucus vesiculosus (SUAREZ et al., 1998) 
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Estímulo de síntese 
de heparan 
antitrombótico   

Spatoglossum schröeder  (BARROSO, et al., 2008; 
ROCHA et al., 2005a) 

Fibrinolítica E. kurome, F.  vesiculosus  (DOCTOR; HILL; 
JACKSON, 1995; 
NISHINO et al., 2000) 

Impedir a rolagem 
de leucócitos 

Fucus vesiculosus  (SHIMAOKA et al., 1996) 

Modificação da 
síntese de FN e 
trombospodina 

Fucus vesiculosus  (VISCHER; BUDDECKE, 
1991) 

        

Adaptado de ROCHA et al., 2006  

1.2.2- Polissacarídeos sulfatados de algas verdes  

Os polissacarídeos sulfatados de algas verdes são de longe os menos 

estudados quanto as suas atividades biológicas. Esses apresentam mais 

heterogeneneicidade do que aqueles encontrados nas outras algas o que dificulta o 

entendimento da relação do polissacarídeo com sua atividade biológica. 

Os polissacarídeos sulfatados de algas verdes são ricos em galactose, 

manose, xilose, arabinose e/ou ácidos urônicos (JURD et al., 1995a), porém já foram 

descritos homopolissacarídeos como arabinanas (HAYAKAWA et al., 2000; 

SIDDHANTA et al., 1999) e galactanas (FARIAS et al., 2008; MATSUBARA et al., 

2001).  

A importância farmacológica destes polissacarídeos sulfatados de algas 

verdes foi evidenciada por se ter verificado as atividades antiviral, anticoagulante e 

antitumoral, entretanto, o número de trabalhos realizados com estes polissacarídeos 

ainda é pequeno quando comparado com as fucanas (Ver Tabela III). Ultimamente, 

vários trabalhos têm relatado a estrutura molecular de polissacarídeos de algas 

verdes, o que poderá facilitar a elucidação dos mecanismos de ação destes 

compostos, bem como a relação atividade/estrutura (BILAN et al., 2007; FARIAS et 

al., 2008; LAHAYE; ROBIC, 2007).     
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Tabela III. Atividades farmacológicas atribuídas aos polissacarídeos sulfatados 

de algas verdes   

1.2.3- Polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas  

As Rodhophycea ou algas vermelhas apresentam as galactanas como 

polissacarídeos sulfatados característicos encontrados em sua composição. Porém, 

outros tipos de polissacarídeos sulfatados podem ser encontrados nas algas 

vermelhas como xilomananas sulfatadas (CARDOSO et al., 2007; KOLENDER et al., 

1997)  

Galactanas de algas vermelhas são polissacarídeos lineares com unidades 

alternantes de (1 3) -D-galactopiranose (Unidade A) e (1 4) 3,6-

anidrogalactopiranose ou a-galactopiranose (Unidade B), apresentando diferentes 

graus e posições de sulfatação. De acordo com a estereoquímica da unidade B, as 

galactanas podem ser classificadas como: agaranas, onde esta unidade pertence à 

série L (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005); e carragenanas quando pertence 

à série D (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004; NAIK et al., 1980).  

Atividade Alga Referências 

Anticoagulante Codium fragile; C. vermilara 
C. isthmocladum 

(CIANCIA et al., 2007; 
FARIAS, 2006) 

Antiviral Caulerpa recemosa; Ulva 
lactuta; Codium latum 

(GHOSH et al., 2004; 
LEE et al., 2004) 

Antitumoral Ulva lactuta (KAEFFER et al., 1999) 

hiperlipidemia. Ulva pertusa (PENGZHAN et al., 2003)

 

Anti-angiogênico Codium cillindricum (MATSUBARA et al., 
2003) 

Anti-hepatotóxico Ulva reticulata (BALAJI 
RAGHAVENDRA RAO; 
SATHIVEL; DEVAKI, 
2004) 
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Existem vários relatos na literatura sobre atividades farmacológicas/biológicas 

atribuídas a galactanas de algas vermelhas. Uma das mais estudadas é a antivíral. 

Representantes dessa classe de polissacarídeos obtidos de Gigartina skottsbergii e 

Porphyridium sp. apresentaram atividade frente ao HSV-1 e HSV-2 (CARLUCCI; 

SCOLARO; DAMONTE, 1999; HUHEIHEL et al., 2002). A atividade anti-HIV também 

vem sendo relatada para diversas algas, como por exemplo: Schizymenia pacifica, 

Eucheuma cottoni (WITVROUW; DE CLERCQ, 1997) e Nothogenia fastigiata 

(DAMONTE et al., 1994; WITVROUW; DE CLERCQ, 1997). Em um estudo mais 

detalhado foi demonstrado que a atividade antiviral de galactanas de Chondrus 

ocellatus estava relacionada com as suas massas moleculares, aquelas de menor 

tamanho apresentavam maior atividade (ZHOU et al., 2004). Contudo, estudos 

semelhantes com polissacarídeos de outras algas se fazem necessário para que se 

possa afirmar que a menor massa molecular é importante para que uma galactana 

desempenhe essa atividade de forma considerável. 

Recentemente, atividade antiparasitária foi atribuída a carragenanas: atividade 

antimalárica. Essa atividade foi relatada para três carragenanas com diferentes 

padrões de sulfatação, que inibiram “in vitro” o crescimento de Plasmodium 

falciparum, assim como, a adesão dessas a glicoproteína humana CD36 (ADAMS et 

al., 2005). 

A medicina veterinária também busca nos polissacarídeos sulfatados um 

fármaco potencial e entre estes temos carragenanas que mostraram entre 89-100% 

de atividade inibitória de ligação entre Escherichia coli e fibrinas de colágeno de 

tecidos bovinos (MEDINA, 2001). 

Entre outras atividades relacionadas aos polissacarídeos sulfatados de algas 

vermelhas temos: Atividade de inibição do sistema complemento por uma -

carragenana de Chondrus armatus (ZVYAGINTSEVA et al., 2000) e efeito inibitório 

da ligação de fator de crescimento de fibroblastos básico (HOFFMAN, 1993).  

1.3- Atividade anticoagulante de polissacarídeos sulfatados de algas marinhas.  

O aumento da incidência de doenças cardiovasculares vem impondo uma 

maior demanda por fármacos anticoagulantes. Contudo, mesmo a heparina, principal 

fármaco anticoagulante, apresenta diversas restrições de uso. Além disso, existe 

risco de contaminação por partículas virais, como príons causadores da 
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encefalopatia espongiforme humana, já que a heparina é extraída principalmente de 

intestino de suínos e bovinos (NADER et al., 2004; NADER et al., 2001). Por outro 

lado, problemas tromboembólicos se apresentam em diferentes condições clinicas 

que variam para cada paciente, e a tendência atual do mercado farmacológico é 

buscar um fármaco especifico para cada terapia.  

Os polissacarídeos sulfatados de algas marinhas apresentam-se como um 

dos principais grupos de compostos com potencial anticoagulante/antitrombótico. 

Eles apresentam-se como promissores fármacos para a substituição da heparina, 

devido principalmente, a grande diversidade estrutural, o que fornece a possibilidade 

deles apresentarem mecanismo de ação diferente da heparina, e também devido ao 

fato de se eliminar a possibilidade de contaminação por partículas virais (ROCHA et 

al., 2006). 

A atividade anticoagulante associada com polissacarídeos de algas 

vermelhas vem sendo estudada desde sua primeira descrição por Chargaff 

(CHARGAFF; BANCROFT; STANLEY-BROWN, 1936).    

Esses polissacarídeos têm propensão a formar complexos solúveis com 

proteínas plasmáticas, tal como o fibrinogênio e o seu mecanismo de ação se dá 

principalmente por via de inibição da trombina (SHANMUGAM; MODY; SIDDHANTA, 

2001).  

Três galactanas foram purificadas da alga Botryocladia occidentalis e 

denominadas F1, F2 e F3 de acordo com suas eluições em NaCl de uma coluna de 

gel filtração. Somente as frações F2 e F3 mostraram potente ação anticoagulante 

em testes de aPTT. Suas estruturas são formadas por unidades dissacarídicas 

repetidas de (1 4)-a-D-Gal-1 3-ß-D-Gal com variáveis padrões de sulfatação, 

sendo que um terço das a-Gal são 2-3-dissulfatadas  e os demais 1/3 são 2-O-

sulfatadas. Nos testes de APTT, as frações F2 e F3 apresentaram respectivamente 

150 UI/mg e 130 UI/mg e ambas potencializaram a inibição de trombina e fator Xa 

por AT (Antitrombina) e/ou HCII (Cofator II da heparina) (FARIAS et al., 2000).  

Em trabalho posterior foi purificada uma galactana da alga Gelidium crinale 

composta de uma a-gal e D-gal ligados na posição 1 3, com 15% das unidades a 

sendo 2-3-dissulfatadas e outros 55% sendo 2-sulfatadas. Quando desafiada ao 

teste de aPTT, a galactana apresentou 60 UI/mg, sendo sua ação dada pela 

potencialização da inibição da trombina pela AT e do fator Xa pelo HCII (PEREIRA et 

al., 2005).  
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Os polissacarídeos de algas marrons são de longe os mais estudados quanto 

ao potencial anticoagulante desde 1941, quando foi descoberto tal potencial em 

extratos de algas do gênero Laminaria (KIMURA, 1941). Como destaques têm-se as 

algas Fucus vesiculosus e Ascophyllum nodosum (CHEVOLOT et al., 2000; 

HAROUN-BOUHEDJA, et al., 2000; NISHINO et al., 1991b). A ação inibitória destes 

compostos sobre a formação do coágulo de fibrina é principalmente através da 

potencialização de anticoagulantes naturais: antitrombina e cofator II da heparina 

(MINIX; DOCTOR, 1997; NISHINO; AIZU; NAGUMO, 1991). Contudo, inibição do 

fator Xa, uma proteína participante da cascata da coagulação, também pode ocorrer 

em menor escala (DROZD et al., 2006; NISHINO et al., 1999).  

Muitas fucanas podem agir também de forma indireta na alteração do 

processo de coagulação, como promovendo a liberação do TFPI (inibidor do fator 

tecidual) ou de heparan sulfato, um glicosaminoglicano sulfatado produzido pelas 

células endoteliais que apresenta ação antitrombótica (GIRAUX et al., 1998; ROCHA 

et al., 2005a). Nesse último caso, foram extraídas da alga Spatoglossum schröederi 

três fucanas denominadas A, B e C que quando submetidas a testes anticoagulantes 

“in vitro” (Tempo de tromboplastina parcialmente ativada- aPTT; Tempo de 

protrombina- PT; Tempo de trombina- TT) não apresentaram nenhuma atividade 

considerável (LEITE, et al., 1998; ROCHA, et al., 2005a). Contudo, as fucanas A e B 

apresentaram atividade antitrombótica “in vivo” e foi atribuído essa atividade ao fato 

dessas fucanas estimularem a síntese do heparan sulfato antitrombótico 

(BARROSO, et al., 2008; ROCHA, et al., 2005a).  

Os polissacarídeos de algas verdes são os menos explorados, e dentre essas 

o gênero Codium é o que mais vem sendo estudado. O primeiro relato de 

polissacarídeos anticoagulantes de Codium foi feito por Deacon-Smith (DEACON-

SMITH; LEE--POTTER; ROGERS, 1985). Esses autores trabalharam com quarenta 

e cinco espécies de Codium e verificaram que os polissacarídeos dessas algas, na 

maioria galactanas, apresentaram atividade anticoagulante nos testes de APTT, PT 

e TT (DEACON-SMITH; LEE-POTER; ROGERS, 1985). Posteriormente, foi extraído 

e purificado da Codium fragile um anticoagulante composto de xilose, arabinose e 

galactose que teve sua ação na potencialização do Cofator II da Heparina (HC II) e 

Antitrombina (AT) (JURD et al., 1995b). Um homopolissacarídeo sulfatado 

constituído de arabinose foi extraído de Codium dwarkense e mostrou potencial 

anticoagulante para o teste de TT (tempo de trombina) similar ao da heparina (140,3 
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UI/mg), além de dobrar o tempo de coagulação em relação ao tempo controle para 

os testes de PT e aPTT a partir das concentrações de 100 µg/mL e 20  µg/mL, 

respectivamente (SIDDHANTA, et al., 1999).   

1.4- Atividade antioxidante de polissacarídeos sulfatados de algas marinhas.   

Em anos recentes, estudos com polissacarídeos sulfatados de algas marinhas 

têm demonstrado que esses polímeros também apresentam um papel importante no 

seqüestro de radicais livres. Radicais livres são definidos como átomos ou moléculas 

que apresentas elétrons despareados (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Estes são 

responsáveis por uma gama de desordens, entre elas doenças cardiovasculares, 

isquemia, mal de Alzheimer, além de estarem diretamente envolvidos com 

inflamação, envelhecimento e a formação de câncer (Figura 01) (CUZZOCREA et 

al., 2001; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).               

Figura 01. Disfunções associadas aos radicais livres. 

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997
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Estudos recentes mostraram que fucanas apresentam um potencial 

antioxidante mediado principalmente através da inibição de radicais superóxido e 

seqüestro de peróxido de hidrogênio (HEO et al., 2005; WANG, et al., 2008; ZHANG 

et al., 2003) 

Em acordo com este dado, extratos polissacarídicos de sete algas marrons 

apresentaram atividade antioxidante, principalmente através do ensaio de seqüestro 

de radical superóxido, inclusive com resultados superiores aqueles vistos para 

antioxidantes comerciais (HEO, et al., 2005). Já F3, uma fucana purificada da alga 

Laminaria japonica, apresentou excelente atividade antioxidante para o ensaio de 

seqüestro de radical superóxido, e de forma interessante inibiu cerca de 80% dos 

radicais hidroxila formados, sendo o primeiro polissacarídeo sulfatado demonstrado 

por apresentar atividade antioxidante através deste mecanismo (WANG, et al., 

2008).  

Diferente desses resultados, uma fucana da alga Fucus vesiculosus mostrou 

atividade antioxidante através do ensaio de poder antioxidante pela redução do íon 

férrico (RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002).  

Poucos estudos têm sido realizados com atividade antioxidante de 

polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas e algas verdes. Contudo, a literatura 

mostra que as espécies desses grupos são fontes de potenciais compostos 

utilizados em terapias antioxidantes. Três polissacarídeos sulfatados da alga 

vermelha Phorphyra haitensis apresentaram atividade antioxidante através da 

inibição dos radicais superóxidos, além de inibir de forma significativa a peroxidação 

lipídica, e inibir parcialmente a hemólise de eritrócitos de ratos induzidas por 

peróxido de hidrogênio (ZHANG, et al., 2003).  

Ulvana, um polissacarídeo sulfatado extraído da alga verde Ulva lactuta, 

apresentou baixo poder antioxidante, entretanto, quando modificada pela adição de 

grupamentos benzoil e acetil passou a mostrar excelente atividade antioxidante, 

principalmente para o ensaio de radicais superóxido, que inclusive foi superior 

aquela vista para a vitamina C (QI et al., 2006).     
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1.5- Atividade antiproliferativa de polissacarídeos sulfatados de algas 

marinhas.  

Estudos recentes revelados pelo Ministério da Saúde em parceria com o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA) estimam que surjam cerca de 500.000 novos 

casos de câncer no Brasil somente em 2008 (Estimativas 2008: Incidência de 

Câncer no Brasil, 2007). Esta realidade, que se reflete em todo o mundo, 

especialmente em países desenvolvidos, tem aumentado a busca por compostos 

com potencial anticancerígeno.   

Nesse sentido, diversos trabalhos foram realizados com polissacarídeos 

sulfatados de algas marinhas. Existem vários trabalhos na literatura que mostram 

polissacarídeos sulfatados de algas marinhas com atividades antitumorais, 

entretanto, poucos estudos têm avaliado o potencial terapêutico dos polissacarídeos 

sulfatados de algas vermelhas. 

Galactanas extraídas das algas vermelhas Bostrychia montagnei e Porphyra 

columbina promoveram atividade antiproliferativa frente à linhagem celular tumoral 

de cólon uterino HeLa. Na concentração máxima de 0.08 µg/mL estes 

polissacarídeos sulfatados promoveram mitoses atípicas com presença de núcleos 

atípicos (STEVAN et al., 2001). 

Recentemente, uma galactana da alga Chondrus ocellatus foi degradada 

através de hidrolise ácida em cinco produtos oligossacarídicos com pesos 

moleculares distintos, variando de 9.3 a 650 kDa, e foram posteriormente testadas 

quanto a capacidade antitumoral “in vivo” frente as linhagens de sarcoma S-180 e 

hepatoma H-22. Na dose de 200 mg/Kg/dia, os produtos com pesos moleculares de 

9.3 e 15 kDa apresentaram as maiores taxas de inibição tumorais com 66.1% e 

68.9%, respectivamente. Nesse mesmo trabalho foi demonstrada uma correlação 

positiva entre a inibição tumoral e o aumento da atividade de células NK (Natural 

Killer) e proliferação de linfócitos (ZHOU, et al., 2004). Ulteriormente, galactanas 

degradadas de C. ocellatus potencializou o potencial antitumoral do quimioterápico 

5-Fu (Fluorouracil) frente à linhagem celular H-22 (ZHOU et al., 2006).    

Para as fucanas, o bloqueio do ciclo celular impedindo a proliferação das 

células tumorais (JI; GAO; ZHANG, 2004; RIOU, et al., 1996) e a ativação de 

diferentes vias de apoptose, especialmente via das caspases (AISA et al., 2005; 

TERUYA et al., 2007) parecem ser os principais mecanismos antitumorais. 
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Entretanto, alguns trabalhos mostram fucanas agindo através de mecanismos 

diferentes, em especial pela potencialização de células NK e aumento da produção 

de IFN- (interferon gama) em células T (MARUYAMA et al., 2006) ou impedindo a 

adesão celular à matriz extracelular (ROCHA, et al., 2001).  

No estado do Rio Grande do Norte há registro de mais de cem diferentes 

espécies de algas marinhas, entretanto, poucas algas tiveram seus polissacarídeos 

avaliados no que diz respeito à descoberta de polímeros com atividades biológicas, 

o que não se justifica, pois cada alga apresenta pelo menos um polissacarídeo 

sulfatado inerente a sua espécie, não encontrado em outras espécies, e, portanto, 

possui atividades farmacológicas diferentes e/ou mais potentes do que outros 

compostos. Então, o isolamento de um novo polissacarídeo sulfatado algal traz 

sempre novas perspectivas de descoberta de um novo fármaco, bem como um 

maior desenvolvimento econômico para aquelas comunidades que já cultivam algas, 

por inserir uma maior diversidade de produtos, e por inserir, possivelmente, um 

produto de maior valor agregado. Baseado nisso, este presente estudo tem como 

objetivos: 

Extrair polissacarídeos sulfatados da macroalga marinha Gracilaria caudata, 

utilizando uma metodologia já estabelecida em nosso laboratório; 

Determinar a composição química dos polissacarídeos extraídos; 

Analisar a atividade anticoagulante desses compostos, utilizando kits 

comerciais de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de 

protrombina (PT); 

Analisar o potencial antioxidante desses polissacarídeos através de diferentes 

ensaios in vitro (capacidade antioxidante total; seqüestro de radical hidroxila; 

seqüestro de radical superóxido; quelação férrica; poder redutor). 

Verificar a existência de atividade antiproliferativa dos polissacarídeos 

sulfatados frente a linhagem celular tumoral de cólon uterino, HeLa.
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2 – MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1– MATERIAL BIOLÓGICO 

Alga marinha vermelha Gracilaria caudata 

            Filo: Rodhophyta  

Classe: Florideophyceae   

Ordem: Gracilariales    

Família: Gracilariaceae      

Gênero: Gracilaria      

Espécie: Gracilaria caudata               

A 

alga utilizada neste trabalho foi coletada na praia de Maracajaú no litoral norte do 

Rio Grande do Norte em marés baixas (entre 0.0 e 0.2 metros), em diferentes 

Figura 02. Alga marinha vermelha Gracilaria caudata objeto de estudo 

neste trabalho. 
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períodos durante os anos de 2006 a 2008. Após ser coletada, a alga foi levada ao 

laboratório (BIOPOL – Laboratório de Biotecnologia de Polímeros Naturais), onde foi 

lavada e retiradas as epífitas e inclusões calcárias. Em seguida ela foi seca em 

estufa a 45ºC, triturada e guardada em recipientes apropriados. A alga foi 

identificada pela Profa. Dra. Eliane Marinho (Departamento de Oceanografia e 

Limnologia). 

2.2 – OUTROS MATERIAIS 

2.2.1 – Reagentes 

 

Acetona, metanol, etanol, da Qeel (São Paulo – SP).    

Ácido acético, Cloreto de sódio, da VETEC (Rio de Janeiro – RJ).    

Álcool 96º, da Sertanejo (Dix Sept Rosado – RN).    

Agarose, adquirida da Bio Agency (São Paulo – SP). 

 

Ácido sulfúrico, ácido clorídrico, da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

 

   Azul de toluidina, vermelho de cresol, coomasie blue R 250, oriundos da Sigma 

Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). 

 

Estreptomicina/Penicilina, Gibco Invitrogen (California, Estados Unidos). 

 

Maxatase (protease alcalina P 126), da BIOCON do Brasil industrial Ltda. (Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil). 

 

Meio DMEM Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EUA). 

 

1,3 diamino propano acetato, da Aldrich Chemical Co. Inc. (Milwake, WI, EUA). 

Todos os demais reagentes utilizados foram da melhor qualidade disponível. 

2.2.2 – Padrões  

 

L-fucose, D-xilose, D-galactose, D-manose, D-glucose, D-arabinose, D-ramnose,  

ácido D-glucurônico, ácido D-galacturônico, foram adquiridos da Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, EUA ). 

2.2.3 – Aparelhos  

 

Agitador orbital modelo 255-B da FANEM Ltda. (São Paulo, SP, Brasil). 

 

Banhos e estufas de temperatura constante da FANEM Ltda. (São Paulo, SP, 

Brasil). 

 

Bombas peristálticas Microperpex S modelo 2232 da LKB (Bromma, Suécia) e 

Econo  

 

Câmara para eletroforese em gel de agarose (Técnica Permatron Ltda., São 

Paulo, SP, Brasil). 
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Centrífuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltd. (Tóquio, Japão); 

 
Espectrofotômetros Femto 700 plus da Femto Ind. Com. Instrumentos LTDA (São 

Paulo, SP- Brasil). 

 
Fluxo laminar vertical. VECO (Campinas, SP-Brasil). 

 
Fontes de corrente contínua regulável desenvolvidas pelo Dr. H. Rzeppa, 

Técnica. 

 

Incubadora de CO2 Thermoforma (São Paulo, SP-Brasil). 

 

Medidor de pH Orion Research, modelo 701 A/digital lonalyzer (Cambridge, MA, 

EUA). 

 

Microscópio Invertido NIKON Eclipse TE300. 

2.2.4 – Plasma humano 

O sangue humano foi coletado sobre citrato de sódio (concentração final 

0,82%), sob agitação leve, em frasco de polietileno esterilizado. O plasma foi 

separado por centrifugação e alíquotas de 10 mL foram estocadas a -20°C em 

frascos de vidro esterilizados.  

2.2.5. Células tumorais  

HeLa, uma linhagem celular tumoral de cólon uterino, foi gentilmente doada 

pelo Departamento de Genética da UFRN. Células HeLa foram cultivadas em meio 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino. Ao meio DMEM foram adicionados Estreptomicina (5000 g/mL)/Penicilina 

(5000 UI). As células foram mantidas em ambiente estéril com 5% de CO2. 

2.3 – OBTENÇÃO DO “PÓ CETÔNICO” 

A alga utilizada neste trabalho foi submetida à despigmentação e delipidação, 

com a adição de dois volumes de acetona PA. Esta solução ficou à temperatura 

ambiente durante o período de 24 horas. Posteriormente, a mistura foi decantada e 

o resíduo colocado para secar. Esse resíduo, denominado de “Pó Cetônico”, foi 

utilizado em seguida na proteólise. 

2.4 – OBTENÇÃO DO EXTRATO POLISSACARÍDICO (PROTEÓLISE)  

Para a realização desta etapa, foram adicionados dois volumes de NaCl 0,25 

M ao “Pó cetônico” (100 g) tendo, essa solução, seu pH ajustado para as condições 

ideais da enzima maxatase (pH 8.0). O recipiente com esse material foi colocado em 

banho-maria a 60ºC durante um período de 16 horas. Depois, este foi filtrado e o 

sobrenadante submetido a uma centrifugação (10.000 g, durante 10 minutos à 4ºC). 
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Após a centrifugação, uma alíquota do sobrenadante, que contém todos os 

polissacarídeos solúveis, foi retirada e a ela foram adicionado dois volumes de 

metanol para precipitação dos polissacarídeos existentes neste extrato. Esta 

solução foi deixada à temperatura ambiente durante 24 horas. Após esse período, o 

material foi centrifugado (10.000 g, durante 10 minutos a 4ºC). O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado seco à pressão reduzida, triturado, pesado e 

devidamente guardado para posterior análise através da eletroforese em gel de 

agarose. Este material foi denominado extrato bruto. O restante do sobrenadante 

obtido teve seu volume devidamente medido e foi utilizado na etapa posterior.   

2.5 – FRACIONAMENTO COM CONCENTRAÇÕES CRESCENTES DE ACETONA 

À solução rica em polissacarídeos foram adicionados volumes crescentes de 

acetona. As frações obtidas foram mantidas por 18 horas a 4ºC. Posteriormente 

foram centrifugadas (10.000 g, durante 10 minutos a 4ºC) e secas à pressão 

reduzida. Dessa maneira foram obtidas seqüencialmente as seguintes frações: F 

1.5v; F 2.0v e F 3.0v. Esse processo de fracionamento pode ser melhor visualizado 

na Figura 03. Após secas, as frações polissacarídicas foram pesadas, e 

posteriormente foi determinada a contribuição percentual de cada fração com 

relação à soma do peso seco total das frações polissacarídicas.            

Figura 03. Metodologia de extração dos polissacarídeos sulfatados da alga 
Gracilaria caudata. 
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2.6 – ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

O gel de agarose foi preparado na concentração 0,6% no tampão 1,3 diamino 

propano acetato (PDA) e colocado sobre lâminas de vidro (7,5 X 7,5 cm X 1,5 mm, 

ou 5,0 X 7,5 cm X 1,5 mm). Cinco microlitros de cada fração polissacarídica na 

concentração de 10 mg/mL foram aplicadas em canaletas no gel e submetidos à 

eletroforese em cuba resfriada a 4 C. Nas eletroforeses realizadas, foram utilizados 

como padrões glicosaminoglicanos sulfatados (HS – heparam sulfato; CS – 

condroitim sulfato; DS – dermatam sulfato). Após a corrida eletroforética (a 100 

Volts), os compostos foram precipitados com CETAVLON 0,1% por no mínimo 2 

horas, a temperatura ambiente. Depois, o gel foi submetido a uma corrente de ar 

quente para ser secado e corado com azul de toluidina 0,6%. O excesso de corante 

foi removido por uma solução de ácido acético 1% em etanol 50% (solução 

descorante). Após remoção do corante em excesso, a lâmina revelada foi seca à 

temperatura ambiente e analisada.  

2.7 – ANÁLISES QUÍMICAS 

2.7.1 – Dosagem de açúcares totais  

Açúcares totais foram determinados pelo método do fenol/ácido sulfúrico, 

utilizando-se como padrão galactose, sendo as leituras realizadas a 490 nm (Dubois 

et al., 1956). 

2.7.2 – Dosagem de sulfato  

O teor de sulfato total foi quantificado, após uma hidrólise ácida com 4N de 

HCl por 6 horas à temperatura de 100°C de cada fração polissacarídica, por 

turbidimetria pelo método da gelatina-bário, tendo-se como padrão o sulfato de sódio 

(DODGSON; PRICE, 1962). 

2.7.3 – Dosagem de proteínas  

O teor de proteína correspondente de cada fração foi determinado com o 

reagente de comassie blue R 250 e a leitura realizada a 595 nm (SPECTOR, 1978). 

2.7.4 – Cromatografia em papel (sistema descendente)  

As frações polissacarídicas obtidas nos processos de fracionamento com 

acetona (F1,5v; F2,0v; F3,0v) foram hidrolisadas com 2N de HCl por 2 horas a 

temperatura de 100ºC. Após hidrolise, as frações foram secas (3 vezes) a pressão 

reduzida na presença de pastilhas de NaOH. Por fim o hidrolisado foi ressuspenso, e 
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100 µg de cada amostra foi aplicada em papel Whatman nº 01 e submetido ao 

sistema de solventes Acetato de etila: piridina: água (8:2:1) v/v. 10 µg de cada 

padrão monossacarídico foi aplicado juntamente com as amostras (Galactose, 

xilose, glicose, rafinose, ácido glucurônico e arabinose). 

Os compostos com poder redutor foram visualizados através de revelação 

com prata em meio alcalino (TREVELYAN; PROCTER; HARRISON, 1950). 

2.7.5 – Fenólicos Totais  

O teor de fenólicos totais foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteau 

(TAGA; MILLER; PRATT, 1984) A 6,0 mL de água destilada foram adicionados 0,1 

mL de amostra, para uma concentração final de 2,0 mg/mL, e 0,5 mL de reagente de 

Folin-Ciocalteau, seguido da adição de 1,5 mL de Na2CO3 (20%). O volume final foi 

ajustado para 10,0 mL. Após incubação de 30 minutos a 25 ° a absorbância foi 

medida em 760 nm e o conteúdo de fenólicos totais foi calculado com a utilização de 

ácido gálico como padrão fenólico.   

2.8 – ATIVIDADE ANTICOAGULANTE  

Os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de 

protrombina (PT) foram realizados seguindo o protocolo fornecido pelos “kits” 

comerciais adquiridos (Labtest, Minas Gerais/Brasil). O “pool” de plasma citratado 

utilizado nestes ensaios foi obtido após a centrifugação de sangue humano retirado 

de indivíduos adultos, sadios e de ambos os sexos. Foi verificada, através desses 

ensaios, a massa de cada fração polissacarídica, necessária para prolongar em 

duas vezes o tempo normal de coagulação. Foram utilizadas como meio de 

comparação da atividade anticoagulante, a heparina e clexane (heparina de baixo 

peso molecular), polissacarídeos sulfatados de origem animal utilizados 

comercialmente como ferramenta anticoagulante. O tempo de coagulação foi 

determinado utilizando-se um coagulômetro automático da marca Drake (São Paulo, 

Brasil).  

2.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

2.9.1. Atividade antioxidante total  

O ensaio é baseado na redução de Molibdênio+6 para Molibdênio+5 pelo 

polissacarídeo sulfatado e subseqüente formação de um complexo esverdeado 

Fosfato/ Molibdênio+5 em pH ácido (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Os tubos 
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contendo polissacarídeos sulfatados e reagentes (0.6 M ácido sulfurico, 28 mM 

fosfato de sódio e 4 mM molibdato de amônia) foram incubados à 95º C por 90 min. 

Posteriormente, a absorbância de cada solução foi medida a 695 nm contra um 

branco. A capacidade antioxidante total é expressa em equivalentes de acido 

ascórbico, um composto com atividade antioxidante conhecida. 

2.9.2. Sequestro de radicais hidroxilas  

A atividade seqüestradora dos radicais hidroxilas pelos polissacarídeos 

sulfatados foi investigada usando a reação de Fenton (Fe2+ + H2O 

 

Fe3+ + OH- + 

OH.). Esses resultados são expressos como porcentagem de inibição. Radicais 

hidroxila serão gerados usando o método de previamente descrito (SMIRNOFF; 

CUMBES, 1989) com pequenas modificações. Em 3 mL de tampão fostato (150 mM, 

pH 7,4), foi adicionado 10 mM FeSO4. 7H2O, 10 mM EDTA, 2 mM salicilato de 

sódio, 30% H2O2 (200 µL) e variadas concentrações de frações polissacarídicas 

(10, 50, 100, 500 e 1000 µg/mL). No controle, tampão fosfato substitui H2O2. As 

soluções foram incubadas a 37º C por 1h, e a presença dos radicais hidroxilas foi 

monitorada a 510 nm. 

2.9.3. Sequestro de radicais superóxido 

O ensaio é baseado na capacidade dos polissacarídeos sulfatados em inibir a 

redução fotoquímica do nitroblue tetrazolium (NBT) no sistema riboflavina-luz-NBT 

(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971; DASGUPTAA; DE, 2007). Cada 3 mL da reação 

contém 50 nM de tampão fosfato (pH 7.8), 13 mM de metionina, 2 µM riboflavina, 

100 µM EDTA, NBT (75 µM), e 1 mL de solução contendo as frações 

polissacarídicas (1, 5, 10, 25 e 50 µg/mL). A produção do azul de formazan foi 

monitorada pelo aumento da absorbância a 560 nm após iluminação com lâmpada 

fluorescente por 10 min. A reação foi realizada em câmara dissipadora de luz. Tubos 

idênticos com os reagentes foram colocados no escuro e utilizados como branco. 

2.9.4. Quelação férrica  

A habilidade quelante de íons ferrosos pelos polissacarídeos sulfatados foi 

investigada de acordo método descrito anteriormente (DECKER; WELCH, 1990) e 

com posteriores modificações (WANG et al., 2008). A reação contendo FeCl2 (0.05 

mL, 2 mM), e ferrozina (0.2 mL, 5 mM),  foi agitada e incubada por 10 min à 

temperatura ambiente. A absorbância da reação é medida a 562 nm contra um 

branco. 

2.9.5. Poder redutor 
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O poder redutor das amostras foi quantificado de acordo com metodologia 

previamente descrita (ATHUKORALA; KIM; JEON, 2006; WANG, et al., 2008). 4 mL 

da reação contendo diferentes concentrações dos polissacarídeos sulfatados em 

tampão fosfato (0.2 M, pH 6.6) e ferricianeto de potássio (1%) foram incubados por 

20 min. à 50ºC.  A reação foi terminada pela adição da solução de Ácido 

Tricloroacético  (TCA) a 10%, e posteriormente misturada com água destilada e 

cloreto de ferro (0,1%). A absorbância foi medida a 700 nm.  

2.10. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA  

A viabilidade celular da linhagem celular tumoral HeLa foram tratadas com as 

diferentes concentrações das frações polissacarídicas da alga G. caudata e 

avaliadas pelo método colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenil 

tetrazolium bromide) (MOSMANN., 1983). Este método é baseado na redução do 

MTT a formazan pelas células vivas. 5 X 103 células foram colocadas em placas de 

Elisa estéril  de 96 poços para um volume final de 100 µL de meio DMEM 10% de 

soro fetal bovino. Posteriormente, as células foram incubadas com diferentes 

concentrações dos polissacarídeos sulfatados (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 5,0 mg/mL). Após 

72 horas, MTT (5 mg/mL) foi adicionado ás células, e incubados por mais 4 horas. 

Após este período, o meio foi aspirado, e adicionou-se 100 µL de HCl 0,04N em 

álcool isopropílico para dissolver os cristais de formazan formados e precipitados. A 

quantificação da absorbância foi feita em leitor de Elisa em comprimento de onda de 

562 nm.  O ensaio foi realizado em quintuplicata. O cálculo de inibição da 

proliferação celular foi realizado em comparação com o controle contendo células 

não tratadas com os polissacarídeos sulfatados.   

2.11. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Todos os dados dos experimentos realizados são expressos como média ± 

desvio padrão. Para testar diferenças entre frações, bem como diferentes 

tratamentos da mesma fração, foi utilizado o teste de análise paramétrica de análise 

de variância (ANOVA; SPSS 10.0 para Windows; SPSS Inc., Chicago, IL). O teste de 

Student–Newman–Keuls (Nível de significância de p<0,01) foi aplicado para se 

comprovar algumas similaridades encontradas pela ANOVA. 



RESULTADOS 

 

Costa,L. S..                                                                Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

 
38 

3 – RESULTADOS   

3.1. Fracionamento dos polissacarídeos sulfatados da alga Gracilaria caudata.  

A alga G. caudata foi coletada na praia de Maracajaú-RN de acordo com o 

descrito em Materiais e Métodos. Após o processo de proteólise, o extrato 

polissacarídico foi submetido ao fracionamento diferencial com volumes crescentes 

de acetona obtendo-se assim três frações polissacarídicas denominadas F1,5v; 

F2,0v e F3,0v.   

Após secas, as frações polissacarídicas foram pesadas e o rendimento 

percentual individual de cada fração foi obtido. A fração 1,5v apresentou o maior 

rendimento representando 82% do total da soma do peso de todas as frações. A 

contribuição percentual das frações 2,0v e 3,0v representaram 12% e 6%, 

respectivamente, como mostra a figura 04.                 

3.2. Eletroforese em gel de agarose dos polissacarídeos sulfatados da alga G. 

caudata.  

Para visualizar a presença de polissacarídeos sulfatados, as frações obtidas 

através do fracionamento com acetona foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose com Tampão PDA. O perfil eletroforético dos polissacarídeos sulfatados da 

alga G. caudata foi analisado após a coloração da lâmina com azul de toluidina, o 

Figura 04. Rendimento percentual das frações obtidas por precipitação 
com acetona, da alga marinha G. caudata.
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qual interage com compostos sulfatados e passa a apresentar coloração violácea. 

Dessa forma, verificou-se a presença de duas populações de polissacarídeos 

sulfatados (Figura 05). As frações F1,5v e F2,0v apresentaram bandas 

eletroforéticas com migração semelhante enquanto a fração F3,0v apresentou uma 

única banda em sua composição, porém com migração eletroforética distinta 

daquela vista nas outras frações da alga G. caudata.                  

3.3. Análises químicas dos polissacarídeos sulfatados da alga G. caudata.   

Para se determinar à quantidade de polissacarídeos e sulfato existentes nas 

frações obtidas das algas, assim como o grau de contaminação dessas por 

proteínas e compostos fenólicos foram feitas dosagens químicas de açucares totais, 

sulfato, proteínas e fenólicos totais em todas as frações polissacarídicas. A Tabela III 

sumariza os resultados obtidos.  

A fração F1,5 apresentou percentual de açucares totais cerca de duas vezes 

maior que ao encontrado para F2,0v e F3,0v. O percentual de açúcares totais obtido 

para as frações F1,5v, F2,0v e F3,0v foi 32,8%, 16,7% e 17,2%, respectivamente.  

Figura 05.

 

Perfil eletroforético das frações 
polissacarídicas da alga Gracilaria caudata. 
Alíquotas de 5 l (50 g) das frações provenientes 
do fracionamento com acetona foram aplicados em 
lâminas de agarose em tampão PDA 0,05 M, pH 
9,0. Ori - Origem 
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Como já era esperado, todas as frações apresentaram sulfato em sua composição, 

sendo F2,0v, a fração com o maior teor de sulfato (6,0%).   

O teor de contaminação protéica foi baixo para todas as frações 

polissacarídicas, atingindo o máximo de 2,0% na fração F3,0v e o mínimo de 0,7% 

na fração 2,0v. Já para a contaminação fenólica, foram encontrados resultados 

ainda mais baixos, com as frações F2,0v e F30v apresentando um percentual de 

0,1% de fenólicos totais, enquanto F1,5v apresentou contaminação fenólica de 

apenas 0,05% (Tabela IV).         

3.4. Cromatografia em papel descendente dos polissacarídeos sulfatados da 

alga G. caudata.   

Depois de confirmada a presença de polissacarídeos sulfatados nas 

diferentes frações da alga G. caudata, estas foram submetidas à cromatografia em 

papel descendente no sistema de Acetato de etila:Piridina:Água (8:2:1). Esta técnica 

permite de forma qualitativa verificar a composição monossacarídica existente. 

Como se pode observar na Figura 06, todas as frações apresentaram a mesma 

constituição monossacarídica: galactose; glicose; manose e xilose. Entretanto a 

distribuição quantitativa destes monossacarídeos não foi uniforme nas diferentes 

frações polissacarídicas. A galactose aparece como o principal monossacarídeo das 

frações polissacarídicas, principalmente para as frações F1,5v e F2,0v, já que se 

Frações Açucares  

totais (%) 

Sulfato (%) SO3/aç Proteínas 

(%) 

Fenólicos  

totais (%) 

F1,5v 32,80 4,50 0,13 1,20 0,05 

F2,0v 16,70 6,00 0,35 0,70 0,10 

F3,0v 17,20 3,00 0,17 2,00 0,10 

Tabela IV. Composição química das frações polissacarídicas obtidas da 
alga G. caudata
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pode observar a presença de bandas de galactose mais densas que aquelas 

observadas para os demais monossacarídeos.                          

     F1,5v  F2,0v   F3,0v          

A análise quantitativa dos monossacarídeos observados na Figura 06 foi 

realizada por densitometria, o que permitiu verificar a relação molar de cada 

monossacarídeo para as diferentes frações polissacarídicas (Tabela V). Todas as 

Figura 06. Cromatografia descendente em papel dos hidrolisados das 

frações polissacarídicas da alga G. caudata. Alíquotas de cada fração 

cetônica hidrolisada foram aplicadas nas origens correspondentes, 

juntamente com os padrões de monossacarídeos e submetidos a 

cromatografia em solvente Acetato de etila: piridina: água (8:2:1). Or, origem; 

XIL, xilose: ARA, arabinose; GAL, galactose; MAN, manose; GLI, glicose; 

GLU, ácido glucurônico; RAF, rafinose.
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frações apresentaram galactose como principal monossacarídeo, motivo pelo qual a 

galactose foi utilizada como referência para a relação molar com os demais 

monossacarídeos. A fração F1,5v foi a que apresentou maior proporção de 

galactose em relação aos demais monossacarídeos, enquanto F3,0v apresentou 

uma relação quase equimolar entre seus monossacarídeos, o que significa uma 

menor participação de galactose. 

A relação molar galactose/sulfato também foi determinada. Dentre todas as 

frações, F2,0v apresentou a maior relação molar Galactose:sulfato (1.0:2,0) seguida 

da F3,0v e F1,5v com relação molar de 1,0:1,8 e 1,0:1,0, respectivamente.      

1 relação molar de açúcar, tendo a galactose como referência 
2 Para relação molar, foi utilizado o percentual de sulfato da tabela IV para cada 100 µg de fração.   

3.5. Atividade anticoagulante dos polissacarídeos sulfatados extraídos da alga 

G. caudata.    

Os polissacarídeos sulfatados da alga G. caudata após análises químicas, 

foram submetidas a testes de atividade anticoagulante como descrito em Materiais e 

Métodos, utilizando-se de “kits” comerciais de aPTT (via intrínseca da coagulação) e 

de PT (via extrínseca da coagulação). Em todas as concentrações testadas (0,1; 0,5; 

2 mg/mL), nenhuma das três frações alterou o tempo de coagulação em comparação 

Frações Galactose Glicose Manose Xilose Sulfato2

 

F1,5v 1,0 0,2 0,3 0,2 1,0 

F2,0v 1,0 0,5 0,6 0,4 2,0 

F3,0v 1,0 0,9 0,8 0,6 1,8 

Tabela V. Relação molar dos constituintes químicos das frações 
polissacarídicas da alga G. caudata1.
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ao controle salino tanto para o teste de aPTT quanto para o teste de PT (Tabela VI). 

Esse resultado mostra a ausência de potencial anticoagulante dos polissacarídeos 

sulfatados da alga G. caudata.       

Frações Concentração 

(mg/mL) 

Ensaios 

aPTT (s) PT (s) 

Controle  25,9 ± 2,2 11,2 ± 1,9 

 

F1,5v 

0,1 mg/mL 27,3 ± 3,2 11,4 ± 0,7 

1,0 mg/mL 26,9 ± 0,4 10,4 ± 1,0 

2,0 mg/mL 27,1 ± 3,8 10,8 ± 1,5 

 

F2,0v 

0,1 mg/mL 28,4 ±1,7 11,8 ± 0,9 

1,0 mg/mL 26,3 ± 2,5 12,1± 2,7 

2,0 mg/mL 26,1 ± 2,1 11,4 ± 2,3 

 

F3,0v 

0,1 mg/mL 28,9± 4,8 11,0 ± 3,0 

1,0 mg/mL 27,0± 3,4 10,3 ± 4,1 

2,0 mg/mL 25,4 ± 2,7 10,7 ± 1,9 

Heparina não fracionada 0,001 mg/mL >240 >120 

Clexane 0,001 mg/mL 66,2 ± 1,8 31,4 ± 0,7 

   

Tabela VI. Tempo de coagulação das frações polissacarídicas da alga G. 
caudata. 
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3.6. Atividade antioxidante dos polissacarídeos sulfatados extraídos da alga G. 
caudata.    

3.6.1. Ensaio de Capacidade antioxidante total (CAT).    

Como as frações não apresentaram atividade anticoagulante, resolveu-se 

avaliar as frações polissacarídicas frente a outros testes de avaliação de atividades 

biológicas. Assim as frações foram avaliadas com relação as suas atividades 

antioxidantes.  

O primeiro ensaio avaliou a capacidade antioxidante total das frações, 

mostrada na Figura 07. A fração F1,5v apresentou a maior atividade antioxidante 

para o ensaio de CAT com atividade equivalente de 63,9 mg de ácido ascórbico/g de 

fração. Este valor foi significantemente superior (P<0,01) ao encontrado para F2,0v e 

F3,0v que apresentaram atividade equivalente de 25,4 e 53,0 mg de ácido 

ascórbico/g de fração, respectivamente.                               
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Figura 07. Capacidade antioxidante total das frações polissacarídicas de G. caudata. Os 

resultados são expressos como equivalentes de ácido ascórbico. a,b,c Letras distintas são 

significativamente diferentes para P<0,01. 

 



RESULTADOS 

 

Costa,L. S..                                                                Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

 
45 

3.6.2. Ensaio de seqüestro de radicais superóxido.   

No ensaio de seqüestro de radicais superóxido, todas as frações 

polissacarídicas da alga G. caudata apresentaram atividade moderada em baixas 

concentrações, atingindo um platô de atividade com apenas 10 µg/mL (Figura 08). 

F2,0v mostrou a melhor atividade seqüestradora atingindo 52% de inibição dos 

radicais superóxido, enquanto  F1,5v e F3,0v atingiram apenas 19,5% e 27,0% de 

inibição, respectivamente.                                       

Figura 08. Atividade seqüestradora de radicais superóxido das frações 

polissacarídicas de G. caudata. Dados são expressos como média ± desvio padrão. a,b,c,  

Letras distintas indicam diferença significativa (p < 0.01) entre variadas concentrações de 

uma fração polissacarídica individual.  x,y,z Letras distintas indicam diferença significativa (p < 

0.01) entre concentrações semelhantes de diferentes frações polissacarídicas da alga G. 

caudata. 
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3.6.3. Ensaio de seqüestro de radicais hidroxilas.   

A capacidade dos polissacarídeos sulfatados da alga G. caudata em 

seqüestrar os radicais hidroxilas foi avaliada como descrito em Materiais e Métodos.  

A Figura 09 sumariza os resultados obtidos. F3,0v não apresentou atividade de 

seqüestro de radicais hidroxila até a concentração testada de 1 mg/mL. Já F2,0v 

mostrou moderado efeito inibitório com cerca de 30% de seqüestro de radicais. 

F1,5v apresentou apenas 8% de inibição dos radicais hidroxila na concentração de 

100 µg/mL.              

Figura 09. Atividade sequestradora de radicais hidroxila das frações polissacarídicas 

de G. caudata. Dados são expressos como média ± desvio padrão. a,b,c,  Letras distintas 

indicam diferença significativa (p < 0.01) entre variadas concentrações de uma fração 

polissacarídica individual.  x,y,z Letras distintas indicam diferença significativa (p < 0.01) entre 

concentrações semelhantes de diferentes frações polissacarídicas da alga G. caudata. 
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3.6.4. Ensaio de Quelação férrica.   

Dentre os metais de transição, o ferro é conhecido como o mais importante 

pró-oxidante participando principalmente da reação que forma os radicais hidroxila. 

A ferrozina, reagente utilizado neste ensaio, interage com o cloreto de ferro 

oxidando-o. Os polissacarídeos sulfatados da alga G. caudata foram avaliados 

quanto a capacidade de quelar o cloreto de ferro (Figura 10).   

Apenas F3,0v não apresentou atividade quelante de ferro nas concentrações 

testadas. Por outro lado, F1,5v mostrou excelente atividade com cerca de 70% de 

quelação férrica na concentração de 1,0 mg/mL. Por fim, F2,0v, com a mesma 

concentração citada acima,  apresentou quelação férrica de 38%, o equivalente a 

uma atividade 1,8 vezes mais baixa do que aquela vista para F1,5v.      

Figura 10. Atividade de Quelação férrica das frações polissacarídicas de G. caudata. 

Dados são expressos como média ± desvio padrão. a,b,c,d  Letras distintas indicam diferença 

significativa (p < 0.01) entre variadas concentrações de uma fração polissacarídica individual.  
x,y,z Letras distintas indicam diferença significativa (p < 0.01) entre concentrações 

semelhantes de diferentes frações polissacarídicas da alga G. caudata. 
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3.6.5. Ensaio de Poder redutor.   

O ensaio de poder redutor dos polissacarídeos sulfatados de G. caudata foi 

avaliado através do monitoramento da formação do azul de prussian. Como pode-se 

visualizar na Figura 11 todas as frações apresentaram atividade dose-dependente. A 

absorbância de F1,5v, F2,0v e F3,0v, na concentração de 1 mg/mL, foi de 0,086, 

0,111 e 0,123, respectivamente.  

A vitamina C, usada como controle positivo neste experimento, apresentou 

excelente atividade redutora atingindo absorbância de 0,500 na concentração de 0,1 

mg/mL, aproximadamente 7,8 vezes maior do que F3,0v nessa mesma 

concentração. Entretanto, ao contrário dos polissacarídeos de G. caudata, a vitamina 

C apresenta uma queda de sua atividade em concentrações superiores, chegando a 

perdê-la totalmente a 1 mg/mL (Figura 12).                      
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Figura 11. Ensaio de Poder redutor. a) Frações polissacarídicas de G. caudata. b) Ácido 

ascórbico. Dados são expressos como média ± desvio padrão. a,b,c,d  Letras distintas indicam 

diferença significativa (p < 0.01) entre variadas concentrações de uma fração polissacarídica 

individual.  x,y,z Letras distintas indicam diferença significativa (p < 0.01) entre concentrações 

semelhantes de diferentes frações polissacarídicas da alga G. caudata. 
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3.7. Atividade antiproliferativa dos polissacarídeos sulfatados da alga G. 

caudata.  

Outra atividade biológica avaliada das frações polissacarídicas de G. caudata 

foi seu efeito frente a células tumorais HeLa. Os dados mostraram que todas as 

frações polissacarídicas da alga G. caudata apresentaram atividade antiproliferativa 

dose-dependente (Figura 13). As frações F1,5v e F2,0v apresentaram as atividades 

mais significantes, inibindo a proliferação de células HeLa em torno de 42,7% e 

37,0%, respectivamente, na concentração de 2,0 mg/mL. F3,0v apenas mostrou 

moderada atividade antiproliferativa nas concentrações testadas, com um máximo 

de inibição de 12% à 2 mg/mL. 

Figura 12. Atividade antiproliferativa dos polissacarídeos sulfatados da alga G. 

caudata. a,b,c,d  Letras distintas indicam diferença significativa (p < 0.01) entre variadas 

concentrações de uma fração polissacarídica individual de G. caudata.  x,y,z Letras distintas 

indicam diferença significativa (p < 0.01) entre concentrações semelhantes de diferentes 

frações polissacarídicas da alga G. caudata. 
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4 – DISCUSSÃO  

Neste trabalho, para a obtenção de polissacarídeos sulfatados da alga 

vermelha Gracilaria caudata utilizou-se uma metodologia de extração já estabelecida 

pelo nosso grupo de pesquisa (Figura 03). Essa metodologia permite a separação 

de diferentes populações de polissacarídeos sulfatados de acordo com a interação 

destes com solventes polares. Assim obteve-se três frações polissacarídicas 

denominadas de F1,5v; F2,0v e F3,0v, de acordo com o volume de acetona 

adicionado no processo de fracionamento.   

Para verificar a presença de polissacarídeos sulfatados, as frações 

polissacarídicas foram submetidas à técnica de eletroforese em gel de agarose em 

tampão PDA. Neste sistema, os polissacarídeos interagem com a diamina em 

função da conformação e distribuição dos grupamentos sulfatos, sendo que, aqueles 

polissacarídeos que mais interagem com a diamina, passam a apresentar uma 

menor mobilidade eletroforética, e aqueles que apresentam menor interação 

mostram maior mobilidade. A presença de bandas eletroforéticas em diferentes 

frações com migrações semelhantes é um indicativo de que estas bandas podem 

representar a mesma população de polissacarídeos, assim como, migrações 

eletroforéticas distintas representam populações polissacarídicas diferentes 

(DIETRICH; DIETRICH, 1976). 

Estudos que utilizaram a metodologia aplicada nesse trabalho têm 

demonstrado que cada espécie de alga marinha avaliada apresenta em sua 

constituição pelo menos duas populações de polissacarídeos sulfatados 

(ALBUQUERQUE et al., 2004; ALVES, 2000; BARROSO et al., 2008; FARIAS et al., 

2008; FARIAS, 2005; FARIAS, 2006; LEITE et al., 1998; MARQUES, 2008; 

QUEIROZ., 2003; ROCHA et al., 2005). A alga marrom Spatoglossum schröederi 

apresentou três populações polissacarídicas classificadas em fucana A, B e C de 

acordo com a mobilidade eletroforética (LEITE, et al., 1998). Portanto o fato de G. 

caudata apresentar pelo menos duas populações polissacarídicas: uma de menor 

outra de maior mobilidade eletroforética (Figura 05), não foi um resultado muito 

surpreendente. O polissacarídeo sulfatado de menor mobilidade foi encontrado nas 

frações F1,5v e F2,0v, enquanto o de maior mobilidade encontra-se na F3,0v.   

Com relação às análises químicas, a fração F1,5v apresentou em sua 

constituição aproximadamente o dobro do teor de açucares totais em comparação 
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com as demais frações. Já para o teor de sulfato, F2,0v apresentou o maior 

percentual com 6%, seguida de F1,5v e F3,0v com 4,5% e 3,0% de sulfato, 

respectivamente (Tabela IV). Esses dados revelam que todas as frações 

polissacarídicas de G. caudata possuem características estruturais levemente 

distintas, apesar da eletroforese em gel agarose mostrar que as frações F1,5v e 

F2,0v apresentam o mesmo perfil eletroforético. Um resultado semelhante foi 

encontrado para polissacarídeos sulfatados da alga Codium isthmocladum, 

denominadas SG1 e SG2, que mostraram estruturas distintas, apesar de 

apresentarem perfis eletroforéticos semelhantes (FARIAS, et al., 2008; FARIAS, 

2005; FARIAS, 2006).  

Os polissacarídeos extraídos de algas podem apresentar uma grande 

variação quando se diz respeito ao teor de contaminação protéica. Esta variação 

pode ocorrer devido a uma gama de fatores, dentre eles destaca-se a metodologia 

de extração utilizada, a espécie de alga e a sazonalidade. A contaminação protéica 

de G. caudata variou de 0,7% a 2,0% (Tabela IV) que foi considerada baixa. Valores 

baixos de contaminação protéica se mostraram uma constância quando se usa a 

metodologia de purificação de polissacarídeos usada neste trabalho, independente 

da espécie de alga, bem como, da classe, pois tanto algas marrons 

(ALBUQUERQUE, et al., 2004; QUEIROZ et al., 2006; SILVA et al., 2005) como 

algas verdes (FARIAS, et al., 2008; FARIAS, 2005; FARIAS, 2006) apresentaram 

baixa contaminação protéica. Esses dados indicam que a utilização de um passo 

que promova a desnaturação/degradação de proteínas nos passos iniciais de 

extração de polissacarídeos, como proteólise, são essenciais para se obter baixos 

índices de contaminação protéica.  

Após a cromatografia descendente em papel em tampão Acetato de 

etila:Piridina:Água pode-se observar a presença de quatro monossacarídeos 

distribuídos de maneira não-uniforme em todas as frações polissacarídicas: 

Galactose, manose, glicose e xilose (Figura 06; Tabela V). A presença de quatro 

monossacarídeos indica uma heterogeneidade muito grande para os polissacarídeos 

sulfatados de G. caudata, principalmente, quando se compara com a estrutura de 

várias homogalactanas sulfatadas que foram extraídas de outras algas vermelhas 

(FARIAS et al., 2000; KOLENDER et al., 1997; PEREIRA; MELO; MOURAO, 2002) 

Contudo, essa heterogeneidade não é uma exclusividade de G. caudata, 

polissacarídeos de outras algas vermelhas demonstraram composição semelhante 
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(CASES; STORTZ; CEREZO, 1994; ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2000), como 

por exemplo, as algas Kappaphycus alvarezii (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004) 

e Acanthophora spicifera (DUARTE et al., 2004) que apresentaram em sua 

constituição um polissacarídeo sulfatado composto de unidades centrais de a-L-

galactose e ß-D-galactose substituídas por unidades de ß-D-xilopiranose e D-

glucopiranose.    

A atividade anticoagulante é a atividade mais bem caracterizada para os 

polissacarídeos de algas marinhas (ALBUQUERQUE, et al., 2004; CHEVOLOT et 

al., 1999; NISHINO et al., 1991; SEN et al., 1994). É mensurada principalmente 

através da utilização de kits comercias de aPTT e PT que avaliam a via intrínseca e 

extrínseca da coagulação, respectivamente. Até a concentração de 2 mg/mL 

nenhuma das frações polissacarídicas de G. caudata apresentaram atividade 

anticoagulante para nenhum dos testes mencionados acima, indicando ausência de 

potencial anticoagulante (Tabela VI).  

Diversos trabalhos demonstram que a atividade anticoagulante não é 

meramente uma conseqüência de densidade de cargas, mas provavelmente, este 

efeito depende da presença de regiões com variáveis padrões de sulfatação nos 

polissacarídeos sulfatados (CHEVOLOT, et al., 1999; FARIAS, et al., 2000; 

PEREIRA et al., 2005; PEREIRA; MELO; MOURAO, 2002; ROCHA et al., 2006). 

Portanto, apesar dos polissacarídeos sulfatados de G. caudata apresentarem sulfato 

em sua constituição, eles, provavelmente, não apresentam uma estrutura favorável á 

interação destes com proteínas envolvidas no processo de coagulação e, portanto 

não apresentam atividade anticoagulante. Portanto, decidiu-se avaliar a atividade 

biológica dos polissacarídeos sulfatados de G. caudata para outro ensaio biológico, 

a atividade antioxidante.  

Recentemente, vários polissacarídeos sulfatados de algas marinhas têm sido 

descritos como possuidores de atividade antioxidante (QI et al., 2005; RASMUSSEN; 

MORRISSEY, 2007; WANG et al., 2008; ZHANG et al., 2003a; ZHANG et al., 

2003b). Este potencial antioxidante pode ser explicado pelo fato das algas marinhas 

ocuparem em sua maioria habitats em região intertidal (LITTLER; MURRAY, 1974; 

LUBCHENCO, 1978). Logo, dependendo da época do ano, profundidade ou até 

mesmo turbidez da água, as algas marinhas são expostas a uma grande variedade 

de radiação, em especial UV-A (280-320 nm) e UV-B (320-400), que leva a danos 

em biomoléculas como proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, além da formação 
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exacerbada de radicais livres, podendo levar a destruição das células (CUZZOCREA 

et al., 2001; YUAN; WALSH, 2006). Conseqüentemente, esses organismos têm 

desenvolvido inúmeros mecanismos de defesa endógena para o combate dos 

efeitos deletérios da radiação ultravioleta, em especial a produção de moléculas que 

atuem como antioxidantes no seqüestro dos radicais livres formados (AGUILERA et 

al., 2002; HOYER et al., 2001; HOYER; KARSTEN; WIENCKE, 2002).    

O teste de Atividade antioxidante total (CAT) avalia o potencial antioxidante 

através da formação do complexo fosfato-molibidato observado pela mudança de 

coloração de amarelo para roxo-azulado (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). CAT 

é expressa como o número de equivalentes de ácido ascórbico (mg por cada grama 

de fração polissacarídica. A fração F1,5v apresentou atividade equivalente de 63,9 

mg de ácido ascórbico/g de fração, sendo a mais potente fração polissacarídica da 

alga G. caudata. Por outro lado, F2,0v apresentou atividade aproximadamente 2,5 

vezes menor (Figura 07). Este resultado mostra que os polissacarídeos sulfatados 

da alga G. caudata possui potencial antioxidante, o que levou a realização de outros 

ensaios antioxidantes que auxiliem na descoberta dos seus possíveis mecanismos 

antioxidantes.   

A fração F2,0v, apesar de ter mostrado a menor atividade antioxidante total, 

foi a única fração a apresentar considerável inibição no ensaio de seqüestro de 

radicais superóxido com 52% de na concentração de apenas 10 µg/mL (Figura 08). 

Por outro lado, as frações que apresentaram maior atividade antioxidante total 

(F1,5v e F3,0v) mostraram pouca eficiência no seqüestro de radicais superóxido, 

mostrando que provavelmente, estas frações desempenham atividade antioxidante 

através de outros mecanismos. Alguns trabalhos mostram que o seqüestro de 

radicais superóxido pelos polissacarídeos sulfatados de algas marinhas é 

dependente do teor de sulfato, ou seja, quanto mais sulfatado o polissacarídeo maior 

é a sua capacidade de seqüestro de radicais superóxido (DE SOUZA et al., 2007; 

WANG, et al., 2008; ZHANG, et al., 2003b). Esses dados corroboram com os nossos 

resultados, já que as frações polissacarídicas de G. caudata mostraram atividade em 

uma ordem descendente de F2,0v > F1,5v > F3,0v, a mesma ordem da razão 

sulfato/açucares totais (Tabela IV; Figura 08).  

Os polissacarídeos de G. caudata foram avaliados para a atividade 

seqüestradora de radical hidroxila, que é visto como o mais reativo dos radicais 

livres em condições biológicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A fração F2,0v 
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apresentou a atividade seqüestradora de radicais hidroxila mais potente, com 30% 

de inibição à 0,5 mg/mL. Adicionalmente, não foi encontrada atividade para F3,0v, 

além de baixíssima atividade para F1,5v (Figura 09). Os polissacarídeos sulfatados 

de algas marinhas provavelmente não apresentam atividade antioxidante através 

deste mecanismo, já que existe apenas um único relato de polissacarídeo sulfatado 

de alga marinha com atividade seqüestradora de radical hidroxila considerável, trata-

se de uma fucana extraída da alga Laminaria japonica, que necessitou de uma 

concentração de 2,5 mg/mL para inibir cerca de 90% dos radicais formados (WANG, 

et al., 2008). Por outro lado, o radical hidroxila necessita de poucos milissegundos 

para reagir com moléculas biológicas, o que torna quase inviável o combate deste 

após sua formação pelo organismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Portanto, tem 

sido dada muito mais atenção a compostos que impedem a formação do radical 

hidroxila do que aqueles que promovem o seu seqüestro, dentre estes se destaca o 

íon ferro, que reagindo com o peróxido de hidrogênio (H2O2), numa reação 

conhecida como reação de Fenton, é responsável pela maior parte do radical 

hidroxila nos sistemas biológicos (AUST; MILLER, 1991; HALLIWELL B; 

GUTTERIDGE, 1986).  

A fração F1,5v, Assim como no ensaio de capacidade antioxidante total, 

apresentou a melhor atividade quelante de íon ferro comparada com as demais 

frações, com 70% de inibição férrica na concentração de 1 mg/mL. A fração F2,0v 

apresentou atividade quelante de 40% enquanto F3,0v não mostrou nenhuma 

atividade. A atividade quelante de íons ferro de F1,5v é bastante superior aquelas 

atividades encontradas na literatura para polissacarídeos sulfatados naturais de 

algas marinhas (QI, et al., 2005; QI et al., 2006; WANG, et al., 2008). Esse achado é 

extremamente interessante, já que alguns trabalhos mostram que, para compostos 

que são utilizados na terapia antioxidante, dentre os vários mecanismos de ação 

considerados essenciais, destaca-se o mecanismo de quelação de traços de íons 

ferro que catalisam a reação de formação de radical hidroxila (CUZZOCREA, et al., 

2001; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Desta forma, F1,5v aparece como um 

promissor fármaco na terapia antioxidante, tanto para uso farmacológico, bem como 

para a utilização em industrias de cosméticos e alimentos.  

Para o ensaio do poder redutor (Figura 11), todas as frações polissacarídicas 

de G. caudata apresentaram atividade dose-dependente. Até o presente momento, 

nenhum trabalho mostrando o poder redutor de polissacarídeos sulfatados de algas 



DISCUSSÃO 

 

Costa, L.S. Programa de Pós-Graduação em Bioquímica/UFRN 

 
56 

vermelhas foi encontrado na literatura, contudo os dados aqui apresentados foram 

semelhantes aos encontrados para fucanas purificadas da alga Laminaria japonica 

(WANG, et al., 2008), porém, como ocorreu neste trabalho,  não foi encontrada 

nenhuma relação estrutural dos polissacarídeos sulfatados com este tipo ensaio.   

Os resultados aqui relatados foram bastante interessantes, pois indicam que 

G. caudata sintetiza polissacarídeos sulfatados com diferentes mecanismos 

antioxidante. Apesar de sua potência antioxidante não ter sido tão alta em alguns 

ensaios, deve ser a somação dos efeitos individuais desses polímeros que é 

utilizada como uma estratégia de defesa da alga. Esta proporcionaria uma defesa 

mais eficiente frente aos radicais livres em detrimento da síntese de polissacarídeos 

com alta atividade antioxidante, mas que agiram apenas via um mecanismo.  

Compostos antioxidantes também têm sido relatados como possuidores de 

atividade antiproliferativa frente a linhagens celulares tumorais (ATHUKORALA; KIM; 

JEON, 2006; SUN et al., 2002; YE et al., 2008). Frente a linhagem celular tumoral 

HeLa, as frações F1,5v e F2,0 de G. caudata apresentaram atividade antiproliferativa 

semelhante na concentração de 2 mg/mL. Por outro lado, F3,0v apresentou 

atividade de apenas 14,5% (Figura 09). Assim como nos demais trabalhos 

encontrados na literatura (CHU et al., 2002; LIU et al., 2002; MEYERS et al., 2003; 

SUN, et al., 2002; YE, et al., 2008; YUAN; WALSH, 2006), estes resultados também 

não mostram nenhuma correlação direta entre as atividades antioxidante e 

antiproliferativa. Portanto, estudos mais aprofundados que ajudem a identificar os 

possíveis mecanismos de ação antiproliferativa dos polissacarídeos sulfatados da 

alga G. caudata se fazem necessários, já que polissacarídeos sulfatados de algas 

marinhas podem apresentar atividade antitumoral através de diversos mecanismos, 

tais como, bloqueio do ciclo celular (JI; GAO; ZHANG, 2004; RIOU et al., 1996), 

ativação de diferentes vias de apoptose, especialmente via das caspases (AISA et 

al., 2005; TERUYA et al., 2007) e inibição da adesão celular à matriz extracelular 

(ROCHA et al., 2001). 

Por fim, estudos adicionais estão sendo realizados na tentativa de elucidar a 

relação entre a estrutura e atividade antioxidante dos polissacarídeos sulfatados da 

alga Gracilaria caudata, bem como a possível correlação entre as atividades 

antioxidante e antiproliferativa, os quais, certamente, ajudarão no desenvolvimento 

de um novo agente terapêutico.   
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5 – CONCLUSÕES 

Através do fracionamento com volumes crescentes de acetona foram obtidas 

três frações polissacarídicas da alga vermelha Gracilaria caudata: F1,5v, F2,0v e 

F3,0v; 

As frações polissacarídicas da alga G. caudata são constituídos de galactose, 

manose, xilose, glicose e sulfato, além de apresentarem baixa contaminação por 

proteínas e compostos fenólicos;  

Nenhuma fração polissacarídica apresentou atividade anticoagulante 

mensurável até a concentração de 2 mg/mL; 

As frações polissacarídicas de G. caudata apresentaram atividade para os 

diferentes ensaios antioxidantes; 

O seqüestro de radicais superóxido e a quelação férrica aparecem como os 

principais mecanismos antioxidante da fração F2,0v; 

A fração F3,0v apresentou atividade antioxidante para os ensaios de 

seqüestro de radicais superóxido e poder redutor;  

A fração F1,5v apresentou a maior atividade de quelação férrica já relatada 

para polissacarídeos sulfatados naturais, o que a torna um promissor fármaco na 

terapia antioxidante; 

Os polissacarídeos sulfatados da alga G. caudata, em especial, F1,5v e 

F2,0v, mostraram potencial antiproliferativo frente a linhagem celular tumoral de 

cólon uterino (HeLa).
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