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RESUMO 
 
 

Galactanas são polissacarídeos sulfatados presentes na parede celular de 
algas vermelhas. Carragenanas são galactanas bem conhecidas na indústria 
de alimentos como polissacarídeos gelificantes e para induzir o processo 
inflamatório em roedores como modelo animal. A extração de polissacarídeos 
de A. multifida foi realizada por proteólise e precipitação em diferentes volumes 
de acetona, que produziu três frações (F1, F2, e FT). Análises físicas e 
químicas revelaram que essas frações são predominantemente galactanas 
sulfatados. Resultados dos ensaios de atividade antioxidante mostraram que 
todas essas frações apresentam atividade antioxidante e que esteve associada 
ao teor de sulfato na análise da redução da potência e capacidade antioxidante 
total. No entanto, estas frações não foram eficazes contra a peroxidação 
lipídica. A fração FT apresentou maior atividade no teste de APTT a 200 mg (> 
240 s). A avaliação da atividade hemolítica mostrou que a fração FT tem a 
melhor atividade, aumentando a lise pelo sistema complemento para 42,3% (50 
mg) (p< 0,001). A fração FT apresentou o melhor rendimento, atividade 
anticoagulante e hemolítica entre as três frações e por isso foi escolhido para 
os estudos in vivo. A avaliação da inflamação com a fração FT (50 mg / kg MB) 
mostrou que a migração celular e a produção de IL-6 aumentaram 670,1% (p< 
0,001) e 531,8% (p< 0,001), respectivamente. Estes resultados confirmam a 
sua utilização como indutor de inflamação em modelo animal. Resultados do 
teste de citotoxicidade mostraram que todas as frações têm efeitos tóxicos nas 
células 3T3 e HeLa após a exposição de 48 horas, exceto quando 100 mg para 
os F1 e FT foram utilizados. Estes resultados levantam a discussão se estes 
polissacarídeos devem ser usados como aditivo em alimentos, cosméticos e 
medicamentos. 
 

Palavras-chave: Alga marinha, Amansia multifida, carragenana, inflamação, 
coagulação, radicais livres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 

 

Galactans are polysaccharides sulfated present in the cell wall of red algae. 
Carrageenans are galactans well known in the food industry as gelling 
polysaccharides and for induce inflammatory process in rodents as animal 
model. The extraction of polysaccharides from  A. multifida has been carried out 
by proteolysis and precipitation in different volumes of acetone, which produced 
three fractions (F1, F2, and FT). Chemical and physical analyses revealed that 
these fractions are sulfated galactan predominantly. Results of the antioxidant 
activity assays showed that all of these fractions have antioxidant activity and 
that was associated with sulfate content of the analysis of reducing power and 
total antioxidant capacity. However, these fractions were not effective against 
lipid peroxidation. The fraction FT presented higher activity on the APTT test at 
200 µg (> 240 s). The assessment of the hemolytic activity showed that the FT 
fraction has the best activity, increasing lyses by the complement system to 
42.3% (50 µg) (p< 0,001). The fraction FT showed the best yield, anticoagulant 
and hemolytic activity between the three fractions and therefore it was choose 
for the in vivo studies. The Inflammation assessment using the FT fraction (50 
mg / kg MB) showed that the cellular migration and the IL-6 production 
increased 670.1% (p< 0,001) and 531.8% (p< 0,001), respectively. These 
results confirmed its use as an inflammation inducer in animal model. 
Cytotoxicity assay results showed that all fractions have toxic effects on 3T3 
and HeLa cells after exposition of 48 hours, except when 100 µg for both F1 
and FT were used. These results arise the discussion whether these 
polysaccharides it should be used as additive in foods, cosmetics and 
medicines. 
 
Key-words: Seaweed, Amansia multifida, carrageenan, inflammation, 
coagulation, free radicals. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Algas 

               As algas marinhas são organismos considerados geralmente como 

vegetais inferiores, principalmente, por apresentarem uma menor diferenciação 

celular em relação aos vegetais terrestres, considerados superiores. As algas 

ducícolas, apresentam estruturas mais elaboradas, devido a viverem em ambiente 

aquático e com ele interagirem estreitamente, não estando expostas parcialmente ao 

ar e ao solo, como as plantas terrestres (SILVA, 1999). 

          As algas não apresentam sistema vascular, entretanto, suas células podem 

formar aglomerações, na forma de fios ou de lâminas finas (MATIAS, 1999; PÁDUA, 

FONTOURA, MATHIAS, 2004). Encontram-se distribuídas por diferentes habitats: 

oceanos, corpos de água doce, solos, rochas, sobre a neve e superfície de vegetais; 

desde que disponham de luz e umidade suficientes (VIDOTTI & ROLLEMBERG, 

2004).  

 
Figura 1. Estrutura comum às clorofilas a, b e d. Fonte: disponível em, 
http://pt.wikipedia.org/wiki/Clorofila acessado em 26 de julho de 2010. 
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   As algas estão classificadas em quatro grupos principais: Clorofíceas ou 

algas verdes, Feofíceas ou algas pardas, Cianofíceas ou algas azuis (costumam 

caracterizar-se por serem algas unicelulares) e por último as Rodofíceas ou algas 

vermelhas. Seus pigmentos correspondem: clorofilas, “a” e “b” encontradas nos 

plastídeos associadas com proteínas (figura 1). Existem outros pigmentos, tais 

como: ficobilinas, ficocianinas, fucoxantinas e ficoetrinas (algas vermelhas) e 

carotenos. 

As algas marinhas são de extrema importância para nosso ecossistema, pois 

são responsáveis por quase todo oxigênio produzido em nosso planeta. Elas podem 

apresentar diversas utilidades em nosso dia a dia, como na alimentação, indústria 

agricultura, microbiologia e cosméticos. Há cerca de cinco décadas, o mundo 

ocidental desconhecia praticamente tudo sobre as algas. Atualmente, muito se 

conhece sobre seus constituintes, como, por exemplo, que são ricos em mucilagens, 

carboidratos, vitaminas, fósforo, iodo, potássio, cloro, entre outros. Alguns desses 

elementos presentes nas algas não são encontrados com freqüência em outros 

organismos, por isso, até em quantidades diminutas elas têm grande importância 

(NOSEDA, 1994). Os polissacarídeos de algas, além de conterem em sua estrutura 

açúcares bastante comuns, como a glicose, manose,  xilose e galactose (figura 2), 

possuem açúcares bastante específicos e incomuns, diferentes dos encontrados em 

animais e vegetais terrestres como é o caso da fucose e da 3,6-anidrogalactose 

(figura 2) (ZHANG et al., 2003).  

             As rodofíceas são um dos três principais grupos de organismos 

fotossintéticos primários. Representam os principais constituintes das comunidades 

de macroalgas desde os pólos até os trópicos, e importantes produtores primários 

nos ecossistemas marinhos costeiros. Apesar de uma diversidade enorme de formas 

de vida e estratégias reprodutivas, as algas vermelhas não apresentam 

diferenciação tissular verdadeira, o que leva a alguns autores proporem que elas 

representam os eucariotos mais primitivos (REITH, 1995; STILLER, HALL, 1997).        
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Figura 2. Estrutura química das unidades monossacarídicas comuns e específicos presentes em 
polissacarídeos de algas marinhas. Fonte: LEHNINGER, 2005. 
 

1.2. Polissacarídeos sulfatados de algas vermelhas 

          Polissacarídeos sulfatados estão muito difundidos na natureza, nas algas 

marinhas e em grande variedade de outros organismos. Nas algas marinhas, eles 

estão presentes como fucose sulfatadas e como galactanas sulfatadas (agaranas e 

carragenanas). No geral, a atividade biológica de polissacarídeos sulfatados de 

algas marinhas é relatada por sua estrutura molecular, tipo de açúcar e conteúdo de 

sulfato (SHANMUGAN & MODY, 2000). A tabela 1 mostra os polissacarídeos 

comercialmente mais importantes, tanto de origem animal como vegetal.  

A agarana é constituída de dois componentes, a agarose e agaropectina que 

ocorrem em proporções variadas. A agarose contém unidades alternadas de D- e L- 

galactose. A estrutura da agarose no sistema aquoso é de uma dupla hélice. A 

agarose quando processada quimicamente a fim de se eliminar os seus 

grupamentos acídicos, dá lugar a Sepharose, muito empregada em cromatografia de 

exclusão molecular. A agarana é quase universalmente utilizada em cultura de 

microorganismos. Sua estabilidade em altas temperaturas permite a esterilização 

sem perda da força do gel.(RESS, 1969).  
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Tabela 01. Fontes usuais de alguns polissacarídeos. Fonte: CUNHA, PAULA, FEITOSA,2009. 

Origem Polissacarídeo Fonte 
Algas Alginato algas pardas  
 Agaranas algas vermelhas  
 Carragenanas algas vermelhas  
Exsudato de Plantas Goma Arábica Acacia spp 

Tragacante Astragalus spp 
Sementes Guar Cyamopis tetragonolobus 

Alfarroba Ceratonia siliqua 
Tamarindo T. indica 

Frutas Pectinas maçãs e laranjas 
Tubérculo, cereais Amido milho, trigo, batatas 

Inulina chicória, Jerusalem artichokes 
Animais Ácido Hialurônico humor vítreo de bovinos, cristas de 

galináceos 
Heparina pulmão de bovinos e intestinos de 

porcinos 
Quitina carapaças de crustáceos  
Quitosana carapaças de crustáceos 

Fungos Glucanas P. ostreatus, Agaricus blazei 
Bactérias Xantana Xanthomonas ssp 

Dextrana Leuconostoc spp 
Gelana Sphingmonas elodea 

          

              As carragenanas são constituídas basicamente de monômeros sulfatados 

de D-galactose ligadas alternadamente com α-(1�4) e β-(1�3), formando 

repetições dissacarídicas. Além da galactose e sulfato, outros resíduos de 

carboidratos como xilose, glicose, ácidos urônicos (figura 2) podem estar presentes 

em baixas quantidades em preparações da carragenanas (VAN DE VALDE et. al., 

2004). As carragenanas são classificadas de acordo com a presença de 3,6-

anidrogalactose, posição e número de grupos sulfato (figura 3) (RESS, 1969; 

MCCANDLESS & CRAIGIE, 1979). 

             Estes polissacarídeos são tradicionalmente divididos em seis formas 

básicas: carragenana Iota (ι), Kappa (κ), Lambda (λ), Mu (µ), Nu (ν) e Theta (θ). Esta 

nomenclatura é relevante tanto para a sua classificação química e para a produção 

comercial (CAMPO, 2009). A figura 3 mostra as duas famílias de Kappa (κ) e 

Lambda (λ) carragenanas, e suas subfamílias, com seus respectivos substituições 

de radicais.  
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Figura 3. Estrutura de carragenanas da família Kappa e Lambda com as suas respectivas 

substituições de radicais. Fonte: SOUZA, 2007. 
 

           “Carragenana” é um nome genérico para uma família de polissacarídeos, 

obtido por extração a partir de determinadas espécies de algas vermelhas 

(Rhodophyta) (VAN DE VELDE et al.,  2002). A extração aquosa de algas vermelhas 

para obter esses colóides hidrofílicos é conhecida em Portugal desde 1810 

(STANLEY, 1987).  

           As carragenanas são utilizados em diversos produtos não alimentares, tais 

como produtos farmacêuticos e cosméticos (IMESON, 2000). Estes polissacarídeos 

estabilizam preparações de dentifrícios, absorve fluidos corporais quando formulada 

em curativos de ferida e interage com carotenos humanos para produzir uma pele 

macia, loções para as mãos e xampoo para os cabelos. 

 

1.2.1. Propriedades biológicas das carragenanas 

           Carragenanas são utilizados como agentes para a indução experimental da 

inflamação e dor (MORRIS CHRISTOPHER, 2003). Quando injetadas 

subcutaneamente na superfície plantar de uma pata de rato, provocam uma 
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inflamação característica, que pode ser usada para quantificar o poder de ação de 

drogas antiinflamatórias (HENRIQUES et al., 1987; SALVEMINI et al., 1996; 

CUZZOCREA et al., 1998; SAMMONS et al., 2000). Elas também têm mostrado 

vários feitos biológicos incluindo propriedades antitumoral, imunomoduladoras 

(ZHOU et al., 2004), antiperlipidêmica (PANLASIGUI et al., 2003), antioxidante 

(SOUZA et al., 2007)  e atividades anticoagulante (CACERES, et al., 2000). Alguns 

estudos in vitro sugerem que carragenanas também podem ter propriedades 

antivirais, inibindo a replicação do vírus do herpes e hepatite A (GONZALEZ, 

ALARCON, & CARRASCO, 1987; GIROND et al.,  1991; MARCHETTI et al., 1995; 

CARLUCCI, SCOLARO, & DAMONTE, 1999). 

            O interesse em empregar antioxidantes de fontes naturais para aumentar a 

vida útil dos alimentos é consideravelmente reforçada pela preferência dos 

consumidores por ingredientes naturais e preocupações sobre os efeitos tóxicos dos 

antioxidantes sintéticos (FARAG et al., 2003). Nos últimos anos, muitos recursos 

marinhos têm atraído a atenção na busca de compostos bioativos para desenvolver 

novos medicamentos e alimentos naturais. Algas comestíveis são uma fonte rica de 

fibra alimentar, minerais e proteínas (KUDA et al., 2002;). As algas marinhas vem 

sendo considerado como uma fonte rica em antioxidantes (NAGAI & YUKIMOTO, 

2003). 

 
1.3. Espécies reativas do oxigênio 

         Cada átomo contém um núcleo, que é cercado por um ou mais pares de 

elétrons. Um único elétron em uma órbita é chamado de um elétron 

desemparelhado. Um elétron desemparelhado em torno do núcleo constitui uma 

radical (KAUL et al., 1993). Os radicais livres são altamente reativos com radicais e 

derivados não-radicais.  Na verdade, radical livre não é o termo ideal para designar 

os agentes reativos patogênicos, pois alguns deles não apresentam elétrons 

desemparelhados em sua última camada. Como em sua maioria são derivados do 

metabolismo do oxigênio, no decorrer deste texto utilizaremos o termo “espécies 

reativas do oxigênio” (ERO) para referirmos a eles. ERO’s, subprodutos altamente 

tóxicos do metabolismo aeróbico, reagem desfavoravelmente com macromoléculas 

circundante, resultando em danos graves a células dos tecidos. O oxigênio 

molecular é uma das principais fontes de formação ERO’s em ambientes 

intracelulares e extracelulares (KUMAR & JUGDUTT, 2003).  Estas espécies 
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reativas são encontradas em todos os sistemas biológicos. Em condições 

fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução tetravalente, com 

aceitação de quatro elétrons, resultando na formação de H2O. 

 
Figura 4. Fontes intracelulares de EROs e principais mecanismos de defesa antioxidante. Fonte: 

ANAZETTI & MELO, 2007. 
 

                Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre agentes óxidos-

redutores e o sistema de defesa antioxidante. Esses agentes são gerados 

endogenamente como conseqüência direta do metabolismo do O2 e também em 

situações não-fisiológicas, como a exposição da célula a xenobióticos que provocam 

a redução incompleta de O2 (ROSS & MOLDEUS, 1991). A figura 4 mostra as 

maiores fontes produtora de ERO’s, incluindo a mitocôndria, retículo 

endoplasmático, membrana plasmática e citosol. A mitocôndria gera o radical 

superóxido (O2
·-) durante a respiração, que é convertido a H2O2 pela Mn-Superóxido 

desmutase (SOD). No citosol, O2
·- é convertido a H2O2 pelo Cu, Zn- SOD. As duas 

maiores defesas contra H2O2 são o ciclo redox da glutationa presente em ambos, 

citosol e mitocôndria, e catalase presente na fração peroxissomal. Outras fontes de 

O2
·- incluem as enzimas xantina oxidase no citosol, NADPH oxidase na membrana 
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plasmática e citocromo P450 no retículo endoplasmático. Bcl-2, que esta relacionado 

com o ciclo celular e apoptose podem funcionar como antioxidante em alguns 

sistemas apoptóticos induzindo a relocalização de glutationa no núcleo. O oxido 

nítrico (NO) pode ser produzido no citosol ou na mitocôndria por espécies reativas 

do nitrogênio (ERN). Adicionalmente, o fator de necrose tumoral (TNF) pode 

aumentar a produção das ERN através do aumento de óxido nítrico sintetase (NOS) 

e produção de NO. O óxido nítrico pode reagir com lipídeos de membrana e podem 

causar mutações no DNA. Além disso, ONOO- pode induzir peroxidação lipídica 

(ANAZETTI & MELO, 2007) (Figura 4). 

            O desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na 

indução de danos celulares pelos ERO’s tem sido chamado de estresse oxidativo 

(SIES, 1993). A ocorrência de um estresse oxidativo moderado, freqüentemente é 

acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enzimática, mas a produção 

de uma grande quantidade de ERO’s pode causar danos e morte celular 

(ANDERSON, 1996). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos têm sido 

relacionados com a etiologia de várias doenças, incluindo doenças degenerativas 

tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares (AMES et al., 

1993; WITZUM, 1994; ROY & KULKARNI, 1996; STAHL & SIES, 1997) e outras 

(Tabela  2). Os danos no DNA causados pelas ERO’s também desempenham um 

papel importante nos processos de mutagênese e carcinogênese (POULSEN et al., 

1998). 

           O consumo de compostos antioxidantes na dieta ou mesmo sintéticos é um 

dos mecanismos de defesa contra esses agentes reativos que podem ser 

empregados nas indústrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na 

medicina (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL et al., 1995; WEIJL et al., 1997). 
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Tabela 2. Eventos relacionados a espécies reativas de O2. * Adaptado de COHEN, 1989; HALLIWELL 
& GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992;. 

Eventos relacionados a espécies reativas de O2* 

Envelhecimento 
Mutações 
Câncer 
Aterosclerose 
Lesão por toxicidade de O2 em pulmão e retina 
Lesão pós-isquemia e reperfusão de cérebro, coração, pele, intestino, 
pâncreas, fígado, músculo, rins e pulmões 
Lesão pós-concussão cerebral e pós-hipertensão intracraniana 
Síndrome demencial 
Disfunção renal pós-transplante 
Artrite reumatóide 
Hemocromatose transfusiomal 
Doenças auto-imunes 

 

1.3.1. Peroxidação lipídica 

 

             As membranas das células e organelas contêm grandes quantidades de 

ácidos graxos poliinsaturados. A fluidez da membrana relaciona-se à presença de 

cadeias insaturadas dos fosfolipídios e do colesterol e danos desta camada lipídica 

tendem a diminuir a fluidez da membrana  

              Basicamente, a peroxidação lipídica (PL) consiste na incorporação de 

oxigênio molecular a um ácido graxo poliinsaturado (AGPI) para produzir um 

hidroperóxido lipídico (LOOH) como produto primário inicial. Nos sistemas biológicos 

a PL pode ocorrer, principalmente, por duas vias: (i) uma via enzimática envolvendo 

as ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenação dos AGPI e (ii) a peroxidação não 

enzimática, que envolve a participação de espécies reativas do oxigênio e 

nitrogênio, metais de transição e outros radicais livres (AL MEHDI et al., 1993; 

PORTER et al., 1995). 

            O processo da peroxidação lipídica pode ser dividido em três etapas: 

iniciação, propagação e terminação (Figura 5). A fase de iniciação representa o 

início da peroxidação, em que o AGPI sofre ataque de uma espécie que é 

suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio a partir de um grupo 

metileno (-CH2-), formando um novo radical de carbono. Este radical é estabilizado 

por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou seja, duas duplas 

ligações intercaladas por uma ligação simples (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999). 

O processo de propagação ocorre reações em cadeia com aumento do número de 
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moléculas reativas. A terminação ocorre com a formação de uma molécula neutra. 

(Figura 5) 

 

 
Figura 5. Esquema das principais reações ocorridas durante o processo de peroxidação lipídica. 
Fonte: LIMA & ADBALA, 2001. 
 
 
            A peroxidação lipídica pode ser inibida por antioxidantes que interrompem a 

cadeia de peroxidação reagindo com os radicais peroxila ou alcoxila e desta forma, 

gerando um hidroperóxido e um radical livre formado a partir do antioxidante. Entre 

estes antioxidantes está o α-tocoferol, que interage com o oxigênio singlete e 

fornece átomos de hidrogênio para o radical peroxila dos ácidos graxos, impedindo 

desta forma a reação em cadeia que se propaga nas membranas lipídicas (TIIDUS 

et al., 1993). 

 
1.3.2. Radical superóxido 

 

        Pode ser escrito como O2
-• ou O2

- e é formado após a primeira redução do 

O2. O radical superóxido ocorre em quase todas as células aeróbicas e é produzido 

durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986). Apesar de ser considerado pouco reativo em 

soluções aquosas, tem sido observada lesão biológica secundária a sistemas 

geradores de O2
-. (seja enzimático, fagocítico ou químico) (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1990).  
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            O superóxido ao receber mais um elétron e dois íons hidrogênio forma 

peróxido de hidrogênio (H2O2), através do processo chamado dismutação (PAL YU, 

1994). Essa reação é catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD) que é 

encontrada em quantidades elevadas nas células de mamíferos e que acelera a 

reação a 104 vezes a freqüência para dismutação espontânea num pH fisiológico 

(reação abaixo). 

 

O2
•- + 2H+ � H2O2 

 

 

1.3.3. Peróxido de Hidrogênio 
 
           O peróxido de hidrogênio não é um radical livre; no entanto, representa um 

metabólito de oxigênio parcialmente reduzido. Outras espécies reativas de interesse 

são os oxigênios singletes, que são formas de oxigênio spin-alteradas. Esses 

metabólitos derivados do oxigênio, considerados em conjunto, são denominados 

espécies reativas de oxigênio (ERO), em função da sua aumentada reatividade para 

as biomoléculas (FISCHER, 1987), e em geral alteram o tamanho e a forma dos 

compostos com os quais eles interagem. Quando o H2O2 recebe mais um elétron e 

um íon hidrogênio, é formado o radical hidroxil (HO•) (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 

2004) 

 

1.3.4. Radical hidroxila 
 

             O radical hidroxila (HO•) é o mais reativo das moléculas de radicais livres 

(DROGE, 2002). A combinação extremamente rápida do HO• com metais ou outros 

radicais no próprio sítio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o 

HO• for produzido próximo ao DNA e a este DNA estiver fixado um metal, poderão 

ocorrer modificações de bases purínicas e pirimidínicas, levando à inativação ou 

mutação do DNA. Além disso, o HO• pode inativar várias proteínas (enzimas e 

membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). 

Também pode iniciar a oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das membranas 

celulares (lipoperoxidação) (HALLIWELL & GUTTERIDGE , 1986). 
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O radical hidroxila pode ser formado quando o H2O2 reage com íons ferro ou cobre. 

A reação é conhecida como Reação de Fenton. 

 

Reação de Fenton : Fe2+/Cu+ + H2O2 � 2HO• + Fe3+/Cu2+ 

 

             Os íons de metais de transição podem também catalisar a reação entre 

H2O2 e superóxido, conduzindo à produção de HO•, a chamada Reação de Haber-

Weiss. 
                              Fe/Cu 

Reação de Haber-Weiss: H2O2 + O2
•- � HO• + OH- + O2 

 
             O ferro e o cobre são transportados, utilizados e estocados ligados a 

proteínas específicas (transferrina, ferritina e ceruloplasmina), as quais previnem ou 

minimizam as reações de oxidação catalisadas por estes minerais. Os íons ferro e 

cobre são muito ativos em reações de óxidoredução. (WELCH, 2002) 

 

1.4. Inflamação – Aspectos gerais 

  

               A inflamação constitui um processo homeostático desencadeado pelo 

organismo após lesão tecidual ou infecção local, e como conseqüência pode 

ocasionar reparo da lesão, ou o isolamento ou ainda a destruição do agente 

agressor, levando a ativação dos mecanismos de reparo necessários para garantir o 

restabelecimento das suas funções normais (LEVY, 1996). 

               Esta resposta inflamatória aguda consiste em dois componentes: uma 

reação inata, e uma adquirida e específica (TLASKALOVA-HOGENOVA  et al., 

2005). A reação inata envolve os eventos que ocorrem localmente no interior dos 

tecidos e podem ser divididos em vasculares e celulares. Os eventos vasculares 

compreendem a vasodilatação, com conseqüente aumento do fluxo sangüíneo local, 

o aumento da permeabilidade vascular e a exsudação plasmática. Tais eventos são 

importantes na medida em que promovem um aumento local da concentração de 

mediadores de origem plasmática, entre eles os componentes do sistema 

complemento, da coagulação, do sistema fibrinolítico e das cininas. 

Concomitantemente, são desencadeados os eventos celulares, onde há a saída de 

leucócitos circulantes da luz do vaso sanguíneos e a sua migração para o sítio da 
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inflamação. Esse fenômeno segue algumas fases como captura, rolamento dos 

leucócitos pelo endotélio, adesão firme e transmigração (MUNRO, 1993; 

SPRINGER, 1994; WAHL et al., 1996)  (figura 6). 

  A resposta inflamatória tem como finalidade dominar, minimizar, enclausurar, 

neutralizar, destruir e eliminar a causa da agressão e induzir a reparação, a qual 

implica em reposição de células e tecidos mortos por células sadias, oriundas do 

epitélio adjacente. Os principais efeitos desta resposta são um aumento no 

suprimento sanguíneo, um aumento na permeabilidade vascular para moléculas 

séricas de alta massa molecular e o favorecimento da migração dos leucócitos. Se 

não existisse o processo inflamatório, os microorganismos estariam livres para 

penetrar nas mucosas e feridas, proliferar, disseminar e finalmente comprometer de 

tal forma o organismo hospedeiro que fatalmente o mataria. Por outro lado, se não 

existisse a inflamação, não existiria a cicatrização de feridas, e por conseqüência o 

tratamento e a reparação das lesões. Em geral, estas reações constituem um 

mecanismo defensivo contra inúmeras agressões, em muitos casos, a reação 

inflamatória possa causar danos ao organismo, existindo ocasiões em que o 

processo inflamatório pode interferir na função do órgão acometido, com a perda do 

controle da resposta. Nesta circunstancia, a inflamação passa a ter um papel 

maléfico conforme observado em doenças como cirrose hepática, artrites 

reumatóides, ceratites, entre outras (STEVENS, 1998; ROITT et al., 1999). 

A resposta inflamatória aguda é um tipo de resposta relativamente 

inespecífica e suas funções mais importantes estão relacionadas com a eliminação 

dos tecidos mortos, proteção contra infecções locais, assim como, permitir o acesso 

do sistema imune à área danificada. Havendo persistência do agente lesivo, inicia-se 

a inflamação crônica, neste processo há destruição contínua dos tecidos e tentativas 

de cicatrizações por reparo fibroso, além de respostas imunes concomitantes 

(STEVENS, 1998) 

A reação inflamatória, geralmente, é produzida por agentes inflamatórios 

simples que vão agir em órgãos onde é fácil a avaliação qualitativa e quantitativa 

dos diferentes fenômenos ou momentos da inflamação. Diversos modelos utilizados 

no estudo do processo inflamatório são citados por PEREIRA e BOGLIOLO (1998). 

              Estudos mostram uma relação do processo inflamatório com as ERO’s. 

SCHÄPPI e colaboradores (2008) relataram efeitos anti-inflamatórios do sistema 

NADPH e ROS. Um estudo recente em camundongos com defeito para a geração 
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de ROS sugerem fortemente os efeitos anti-inflamatórios de espécies de oxigênio 

(ROMANI et al.,2008). Em consonância com isso, pacientes com doença 

granulomatosa crônica (DGC) com defeitos no sistema NADPH e consequentemente 

deficiência na geração de EROs (HOLMES, PAGE, GOOD, 1967) apresentavam um 

fenótipo inflamatório caracterizado por granulomas e doença de Crohn 

(WINKELSTEIN et al., 2000). 

 

1.4.1. Migração celular 

 

              Para realizar a função de defesa, as células do sistema imune devem 

migrar através dos tecidos. As células T, por exemplo, que circulam continuamente 

através dos tecidos, sangue e linfa à procura de antígenos invasores, atravessam 

repetidamente barreiras endoteliais e ao menos brevemente, entram em contato 

com matriz extracelular. Da mesma forma, os macrófagos normalmente migram 

através dos tecidos removendo células apoptóticas ou necróticas e proteínas 

desnaturadas. Todas as células do sistema imune podem migrar rapidamente junto 

a algum sítio inflamatório ou infeccioso. Então, uma das características principais do 

sistema imune é a migração de células, um processo que exige eventos de adesão 

transitórios, reguláveis e reversíveis (BROWN, 1997). 

 
Figura 6. Interação entre leucócitos e a célula endotelial durante alteração vascular. Fonte: Adaptado 
de KAKKAR & LEFER, 2004. 
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              A seqüência de eventos que resulta na passagem dos leucócitos do vaso 

para os tecidos, chamado extravasamento, inclui três passos, (1) no vaso: 

marginação, rolagem e adesão; (2) transmigração através do endotélio (diapedese); 

(3) migração nos tecidos em direção a estímulos quimiotáticos. A marginação é 

causada por mudanças nas condições hemodinâmicas da circulação sangüínea e os 

leucócitos assumem uma posição periférica ao longo da superfície endotelial. Em 

seguida, os leucócitos aderem transitoriamente ao longo do endotélio (rolagem) e 

finalmente alguns pontos se aderem firmemente (adesão). Depois, os leucócitos 

inserem pseudópodos entre as junções das células endoteliais assumindo uma 

posição entre estas células e a membrana basal. Eventualmente, os leucócitos 

atravessam parede dos vasos e passam para o espaço extravascular (TRAVIS, 

1993) (figura  6). 

 

 

1.4.2. Citocinas 

 

              Citocinas, incluindo IL-6, TNF-α, fatores de crescimento e diferenciação 

fatores são secretados ou às proteínas da membrana pequena moléculas que 

regulam diversos processos fisiológicos, tais como crescimento, desenvolvimento, 

diferenciação, cicatrização e resposta imune (LU, OUYANG & HUANG, 2006; MIKI 

et al., 2007). Apesar da natureza complexa da sua função, as citocinas podem ser 

amplamente classificadas como inflamatórias (por exemplo, IL-6 e IL-17) e anti-

inflamatórios (por exemplo, IL-10). Algumas citocinas têm sido relatados por 

desempenharem um papel na inflamação associada a carcinogênese  (LIN & 

KARIN, 2007) 

             Tradicionalmente, as citocinas são classificadas de acordo com estes três 

critérios: i) propriedades biológicas (pró- ou anti-inflamatórias); ii) das moléculas 

receptoras que são utilizadas; e iii) estrutura tridimensional. Apesar da carência de 

identidade na sequência de aminoácidos, em 1990, Bazan fez uma primeira 

classificação das citocinas, e, nessa classificação, ficaram agrupadas como de uma 

mesma família aquelas que possuíam uma estrutura em cadeia de α-hélice. 

Posteriormente, esta família foi dividida em citocinas α-hélice de cadeia curta e de 

cadeia longa. A estas últimas pertence à família atualmente conhecida como Família 

Interleucina-6. É geralmente aceito que a interleucina-6 (IL-6) participa desta família, 
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que é composta de IL-6, IL-11, IL- 12, fator inibidor da leucemia (LIF), oncostatina M 

(OSM), eritropoietina (Epo), hormônio do crescimento (GH), pro-lactina (PRL), fator 

estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF), fator de crescimento neurotrófico 

(CNTF), cardiotrofina 1 (CT-1), uma citocina tipo cardiotrofina (CLC) e a leptina. A 

comparação da IL-6 de ratos com a dos seres humanos revela uma identidade de 

sequência de DNA de aproximadamente 65% e de 42% em termo de conteúdo 

protéico. A região N-terminal entre ambas as citocinas não apresenta identidade, 

mas há quatro resíduos de cisteína que são preservados nas porções centrais de 

ambas as proteínas. Originariamente, considerou-se que esta zona pudesse ser 

muito importante para o desenvolvimento da atividade da IL-6, embora esta se 

mantivesse completamente funcional ao se gerar uma IL-6 recombinante que não 

apresentava estes resíduos (CHAHADE, 2009). Um sumário das ações pleomórficas 

de IL-6 pode ser visto na figura 7. 

 
 

Figura 7. Ação pleomórfica da IL-6 no organismo. Fonte: SCHEINBERG, 2009. 
 

1.4.3. Sistema complemento 

 

            Designa-se sistema complemento (SC) a um complexo protéico polimolecular 

constituído por várias substâncias que se encontram no plasma sanguíneo, nas 

membranas celulares e desempenham um papel importante em diferentes tipos de 

reações imunoinflamatórias (ADELSBERG, 1987).  

          O entendimento crescente sobre a biologia do sistema complemento e 

hemostasia tem indicado várias interações interessantes que existem entre estas 
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duas entidades. À luz das recentes investigações, ambos os sistemas podem ser 

vistos como parceiros em uma inflamação que visa à estabilização de um sistema 

vivo que encontrou diversas perturbações à sua homeostasia. A cascata do 

complemento é ativada pelos mesmos estímulos da inflamação: por exemplo, 

quando o perigo de infecção é detectado ou o tecido do hospedeiro está danificado 

(NATHAN, 2002). Estas situações são geralmente também associadas a um 

aumento da propensão para a coagulação sanguínea (ESMON, 2004). Em 

contrapartida, trauma que causa prejuízo à vascularização e subseqüente 

sangramento, normalmente ativam a coagulação do sangue, e também está 

associada a um risco de infecção e a ativação de uma reação inflamatória (KEEL & 

TRENTZ, 2005). 

         Portanto, na maioria das situações fisiopatológicas, parece que a 

ativação de ambos, sistema complemento e cascatas de coagulação, ocorre 

simultaneamente. Essa ativação simultânea de hemostasia e inflamação é protetor, 

e em muitas circunstâncias clínicas, é benéfico para o hospedeiro por uma eficiente 

resposta a patógenos ou a estímulos do início do sangramento. Por exemplo, é 

evidente que o sistema de coagulação tem um importante papel na interação 

patógeno-hospedeiro e a capacidade de resposta do hospedeiro a infecção. A 

formação local de trombos (coágulos de sangue no lúmen dos vasos sanguíneos 

intatos) na microvasculatura de drenagem no local da invasão microbiana 

competente fornece uma barreira que impede a propagação de bactérias para a 

circulação (SUN, 2006). De fato, várias cepas de bactérias desenvolveram 

estratégias que envolvem a produção e secreção de vários fatores fibrinolíticos que 

permitem aos organismos superar essas limitações (SCHROEDER, 1999). É 

importante notar que o sistema complemento e a cascata de coagulação destinam-

se a agir localmente - isto é, o complemento é ativado no local de infecção e 

coagulação no local da hemorragia. No entanto, quando estas cascatas são ativadas 

sistemicamente como o resultado de uma falha dos mecanismos de controle 

relevantes, os efeitos desta reação generalizada ameaçam seriamente o hospedeiro 

(MACIEJ, 2007). 

            Para que o SC exerça as suas funções, deve ser ativado, originando assim 

uma série de fragmentos com diferentes características e funções especificas. As 

duas fases do sistema complemento podem ser alcançadas através de 3 vias 

diferentes, a via clássica, a via alternativa (figura 8) e a via das lectinas (GADJEVA; 
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THIEL; JENSENIUS, 2000). A via clássica é ativada principalmente por complexos 

antígeno-anticorpo e imunoglobulinas agregadas (FRANK, 1987). As 

imunoglobulinas humanas que iniciam a ativação do complemento pela via clássica 

pertencem às classes IgM e às subclasses IgG1, IgG2, IgG (LAW, 1988; FRANK, 

1987). A presença de certos agentes como determinados fungos e bactérias, alguns 

tipos de vírus e helmintos com determinadas características, especialmente a 

ausência de ácido siálico na membrana, são suficientes para ativar a via alternativa, 

através da ligação de uma ou mais moléculas de C3b na sua superfície (SILVA, 

1984; GÖTZE, 1988). A membrana da hemácia de coelho possui também esta 

propriedade (PLATTS-MILLS & ISHIZAKA, 1974). 

             O emprego de proteínas regulatórias e peptídios inibitórios, entre outras 

drogas, vêm auxiliando no tratamento de desordens e doenças relacionadas ao 

complemento possibilitando, às vezes a cura, com também uma melhor 

compreensão das inter-relações existentes entre os componentes do complemento e 

outros sistemas orgânicos. (MARKIDES, 1998) 

.  

 
Figura 8.  Via clássica e alternativa do sistema complemento. Fonte: disponível em 
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Complement_pathway.png, acessado em 26 de dezembro de 2009 
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    Lipopolissacarídeos (LPS) presentes em membranas de bactérias podem 

estimular o sistema complemento, sendo que a resposta a esses compostos é 

altamente variável, e resulta da variabilidade genética entre os indivíduos de 

expressar o principal receptor para LPS denominado TLR-4 (MICHEL et al., 2003). O 

LPS é um estimulador potente da ativação de monócitos e macrófagos, induzindo a 

adesão e espalhamento dessas células. Recentes evidências indicam que o LPS 

induz a reorganização de filamentos de actina, bem como a fosforilação de algumas 

proteínas acessórias tais como PyK2 (tirosina quinase rica em prolina) e a paxilina, 

em monócitos e macrófagos (WILLIAMS, 2000). 

 
1.5. Coagulação sanguínea 

            

          Após a lesão vascular, as plaquetas aderem às macromoléculas em tecidos 

subendoteliais e agregados para formar um tampão plaquetário. As plaquetas 

estimulam a ativação local dos fatores de coagulação do plasma, levando à geração 

de um coágulo de fibrina que reforça o agregado de plaquetas. Idéias atuais sobre o 

(s) mecanismo (s) de coagulação do sangue que se baseia em no modelo de 

cascata foi introduzida no início da década de 60 (DAVIE & RATNOFF, 1964; 

MACFARLANE, 1964). Tradicionalmente, a coagulação foi dividida em uma via 

intrínseca, uma extrínseca, e uma via comum. O via intrínseca foi pensado para ser 

iniciada pela ativação dos fatores de contato e envolve a ativação subseqüente de 

calicreína, fator (F)XII, FXI e FIX, levando a ativação do fator X. A via intrínseca é 

iniciada por um fator tecidual (FT) sobre a expressão de lesão tecidual e posterior 

formação complexo de FT com FVII, que também resulta em ativação de FX. Na via 

comum, FX ativado ativa protrombina finalmente levando à formação de fibrina. 

Embora o conceito destingua a via intrínseca e extrínseca, serviu por muitos anos 

como um modelo útil para a coagulação, as vias não são, de fato, redundante, mas 

estão interligadas. Para exemplo, altos níveis de FT no complexo com FVIIa 

diretamente ativa o FX, enquanto que em baixas concentrações de FT, a ativação 

FX envolve não somente FVIIa mas também FIXa da via intrínseca (OSTERUD & 

RAPAPORT, 1977; MARLAR, KLEISS, GRIFFIN, 1982). A hipótese atual sobre o 

início de coagulação do sangue é, portanto, que após a lesão vascular, FT é exposta 

ao sangue e forma um complexo com FVII. Posteriormente, o complexo FT/FVII 

ativa FX diretamente (via extrínsica) ou indiretamente através da ativação do FIX (via 
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intrínsica), resultando em clivagem da protrombina em trombina, mediada pela FXa. 

A trombina cliva fibrinogênio em fibrina (monômeros de fibrina forma polímeros) e 

um coágulo de fibrina é formada. Além disso, a trombina ativa o FXI, FVIII e FV, 

resultando em aumento da produção de FIXa e FXa, aumentando assim a produção 

de trombina (GAILANI & BROZE, 1991; NAITO & FUJIKAWA, 1991). Para evitar 

complicações trombóticas devido ao excessivo ou formação de fibrina 

extemporânea, vários mecanismos de regulação existem, envolvendo proteínas 

anticoagulantes. Dentre as proteínas anticoagulantes endógenas, existe a proteína 

S, o qual atua como um co-fator para ação anticoaguante da proteína C, onde esta 

detém essa função por inativação dos fatores Va e VIIIa. 

          No entanto, a separação da cascata de coagulação em intrínseco e 

extrínseco, é atualmente entendida como inadequada do ponto de vista de fisiologia 

da coagulação, tendo em vista que a divisão não ocorre in vivo (FRANCO, 2001). 

           Atualmente, se aceita que mecanismos hemostáticos, fisiologicamente 

relevantes estejam associados com três complexos enzimáticos procoagulantes, os 

quais envolvem serinoproteases dependentes de vitamina K (fatores II, VII, IX e X) 

associadas a cofatores (V e VIII), todos localizados em uma superfície de membrana 

contendo fosfolipídeos (COLMAN et al. 2001; JENNY NS & MANN, 1998). Os 

complexos encontram-se esquematizados na figura 10. O início da coagulação se 

faz mediante ligação do fator VIIa ao fator tecidual (FT), com subseqüente ativação 

dos fatores IX e X. O complexo fator IXa/fator VIIIa ativa o fator X com eficiência 

ainda maior, e o fator Xa forma complexo com o fator Va, convertendo o fator II 

(protrombina) em fator IIa (trombina). A superfície de membrana celular em que as 

reações ocorrem também encontra-se representada (Figura 9). As diversas enzimas 

da coagulação convertem seus substratos procofatores em cofatores, os quais 

localizam as proteases sobre as superfícies celulares, contendo fosfolipídeos (em 

especial das plaquetas), em que essas reações acontecem (FRANCO, 2001). 
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 Figura 9. Representação esquemática dos complexos procoagulantes. Fonte: Coagulação 
sanguínea. Fonte: disponível em www.cardivascularweb.com, acessado em 01 de agosto de 2010 
 
          Os elementos biológicos que contribuem para o componente de fosfolipídeos 

da coagulação incluem tecidos vasculares lesados, células inflamatórias e plaquetas 

ativadas. O principal contribuinte, em termos de números de sítios, são as 

membranas de plaquetas, que, quando ativadas, expressam sítios de ligação para 

os complexos fator IXa/fator VIIIa (complexo “tenase”) e fator Xa/fator Va (complexo 

“protrombinase”) (figura 9). Adicionalmente, íons de cálcio são necessários em 

diversos passos das reações da coagulação. A iniciação do processo de coagulação 

depende da exposição do sangue a componentes que, normalmente, não estão 

presentes no interior dos vasos, em decorrência de lesões estruturais (injúria 

vascular) ou alterações bioquímicas (por ex., liberação de citocinas). Qualquer que 
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seja o evento desencadeante, a iniciação da coagulação do sangue se faz mediante 

expressão do seu componente crítico, o fator tecidual (FT), e sua exposição ao 

espaço intravascular (FRANCO, 2001). 

 
 

1.5.1. Agentes anticoagulantes 

 

          Desde a sua descoberta por McLean em 1915 (MCLEAN, 1959), heparina 

tornou-se um anticoagulante utilizado para o tratamento e prevenção de doenças 

trombóticas e manter a fluidez do sangue em dispositivos extracorpórea (JOHNELL 

et al., 2002). O efeito anticoagulante da heparina é mediada principalmente por sua 

ligação a antitrombina (AT), acelerando assim a inibição do fator Xa (FXa) e 

trombina no plasma (BISACCHI, 2003). Após a lesão vascular, são ativadas enzimas 

(fatores plasmáticos) que iniciam a ‘cascata’ de coagulação, até a ativação do fator 

X e do fator II (protrombina), responsáveis pela ativação da trombina, enzima que 

induzirá a transformação de fibrinogênio em fibrina (proteína filamentosa que forma 

os coágulos, interrompendo a perda de sangue).   O co-fator II da heparina e a 

antitrombina inibem a ação da trombina e têm sua atuação acelerada pela heparina 

(POMIN & MOURÃO, 2006). 

               A figura 10 mostra a representação molecular da ação anticoagulante dos 

polissacarídeos sulfatados. A trombina (em azul) é inibida pela ação da antitrombina 

(em verde) e do co-fator II da heparina (em laranja). Em ambos os casos, o 

polissacarídeo sulfatado (em cinza) aproxima o inibidor e a trombina, através da 

interação de suas cargas negativas com as cargas positivas dessas moléculas (na 

trombina, a interação ocorre no sítio denominado EXO II). Em seguida, o grupo 

hidroxila (-OH) do aminoácido serina (S), presente na trombina, liga-se a 

aminoácidos situados na extremidade ‘C’ dos inibidores – a arginina (R), na 

antitrombina, e a lisina (L), no co-fator II de heparina. No entanto, o polissacarídeo 

sulfatado altera o mecanismo anticoagulante do co-fator II da heparina, induzindo 

nesse inibidor uma modificação estrutural que permite a interação de sua 

extremidade ‘N’ com o sítio EXO I da trombina (POMIN & MOURÃO, 2006). 
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Figura 10. Representação molecular da ação anticoagulante dos polissacarídeos sulfatados. Fonte: 
POMIN & MOURÃO, 2006. 
 
           Infelizmente, a principal complicação com a terapia de heparina é o risco de 

sangramento além, de provocar também outros problemas, incluindo 

trombocitopenia, e sua pobre biodisponibilidade (BLAISDELL, 1996; GREINACHER 

& WARKENTIN, 2006). Justifica-se a necessidade clínica para o surgimento de 

novos anticoagulantes  eficazes e seguros quando utilizadas em conjunto com os 

agentes à terapia antiplaquetária fibrinolítica ou em pacientes com doenças 

cardiovasculares (HIRSH, 2001; STONE & SHORE-LESSERSON, 2006). 

Polissacarídeos com atividade anticoagulante foram encontrados não só em 

mamíferos (BISACCHI, 2003; BEMILLER, 2008), mas em algas marinhas 

(PEREIRA, MULLOY, & MOURÃO, 1999; FARIAS,VALENTE, PEREIRA & 

MOURÃO, 2000; MAYER & HAMANN, 2002, 2004, 2005, 2007).  

Estudos sobre organismos marinhos na busca de substâncias bioativas de 

origem natural vêm despertando interesses da comunidade científica e vários 

trabalhos têm sido publicados confirmando atividades farmacológicas apresentadas 

por estes compostos. Estas informações demonstram a importância da pesquisa 

científica na identificação da atividade farmacológica e mecanismos de ação de 

extratos de algas marinhas, para descobertas de novos compostos bioativos 

A alga marinha vermelha Amansia multifida, objeto desse estudo, está 

amplamente distribuída no litoral do Nordeste brasileiro (PABLO RIUL, 2009), no 

entanto, não existe nenhum trabalho relacionado com as funções biológicas de seus 

polissacarídeos sulfatados. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

       Caracterizar fiisico e químicamente e estudar os efeitos biológicos das frações 

polissacarídicas da alga marinha vermelha Amansia multifida. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Caracterizar fisicamente as frações polissacarídicas da alga vermelha A. 

multifida; 

• Caracterizar quimicamente as frações polissacarídicas da alga vermelha A. 

multifida; 

• Avaliar a atividade antioxidante destas frações. 

• Verificar ação das frações na coagulação sanguínea, in vitro; 

• Analisar a ação inflamatória das frações de A. multifida, in vitro e in vivo; 

• Mensurar o efeito citotóxico das frações polissacarídicas, sobre células 

normais e tumorais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

 

3.1.1. Alga 

 

          A alga marinha utilizada neste estudo, Amansia multifida, foi coletada na praia 

de Búzios (RN) durante a maré baixa, sendo posteriormente catalogada pela Dra. 

Heliane Marinho Soriano do Departamento de Oceanografia e Limnologia da UFRN 

(Figura 11). Logo após a coleta, as algas foram limpas e secas em estufa a 45ºC. 

 

         Divisão: Rhodophyta  

                      Classe: Florideae  

                                    Ordem: Ceramiales  

                                              Família: Rhodomelaceae 

                                                            Gênero: Amansia  

                                                                       Espécie: Amansia multifida  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    Figura 11. Alga marinha Amansia multifida 
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3.1.2. Animais 

 

         O efeito na inflamação dos polissacarídeos da alga A. multifida foi avaliado no 

modelo de peritonite aguda utilizando-se camundongos Swiss com dois meses de 

idade, pesando entre 25–30 g, obtidos do biotério do Departamento de Bioquímica - 

UFRN. Todos os animais utilizados experimentalmente foram mantidos em gaiolas 

individuais, submetidos à água e dieta ad libitum em condições controladas de 

iluminação (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura constante a 25ºC. Os animais 

foram acondicionados no laboratório, por no mínimo, 2 h antes dos testes e 

utilizados uma única vez para os experimentos. Os ensaios foram desenvolvidos de 

acordo com as normas vigentes, tendo sido aprovado pelo comitê da UFRN, com 

número de protocolo 048/2009 (documento em anexo). 

 

3.1.3. Outros materiais 

 

• Ácido acético, acetona, metanol, etanol, cloreto de sódio da Reagen 

Quimibrás Indústrias Químicas S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). 

• Ácido sulfúrico, ácido clorídrico, ácido fosfórico da Merck (Darmstadt, 

Alemanha). 

• Agarose (Standart Low-Mr) da BioRad Laboratories (Richmond, CA, EUA) 

• Azul de toluidina, vermelho de cresol, coomasie brilliant blue R 250 

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

• Kits comerciais para a avaliação dos tempos de PT ( Soluplastin, Wierner 

lab. Argentina) e APTT (DiaMed- Lationo América, AS. Lab Brasil) 

• NADH, 1,2-diaminoetano, 1,3-diaminopropano, antrona, carbazol, 

brometo de cetiltrimetilamônio (CETAVLON), ácido isobutírico, piridina, N-N-metil 

bisacrilamida, e tolueno da Aldrich Chemical Co. Inc. (Millwaukee, WI, EUA). 

• Papéis Whatman n.º 1 e 3 MM foram obtidos da W & R Balston Ltd. 

(Maidstone, Inglaterra). 

• Solução salina 0.9 % ( estéril e apirogênica) 

• EDTA (ácido etileno-diamino-tetra-acético) (Reage) 

• EGTA (SIGMA) 

• Tampão veronal GVB-EDTA (SIGMA) 
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• Tampão venoral GVB (SIGMA) 

• DMSO (Merck) 

• NADH (SIGMA) 

• Fenazina (SIGMA) 

• Ácido tiobarbitúrico (Merck) 

• Ácido tricloroacético 

• Ácido gálico (SIGMA) 

• Alfa tocoferol (SIGMA) 

• BHT (Farmafórmula, Natal, Brasil) 

• Kappa - carragenana 1% (Sigma) 

• Maxatase (Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil) 

• Dextranas de diferentes tamanhos (Pharmacia) 

• Citrato de sódio, Ferrocianeto de potássio, Cloreto de cálcio, Cloreto de 

magnésio, Cloreto de ferro e demais reagentes empregados foram de 

grau analítico. 

 

 

3.1.4. Equipamentos 

 

Além dos aparelhos usuais de laboratório podemos destacar: 

• Agitador orbital mod. 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 mod. 2232 da LKB (Bromma, Suécia) 

e Econo Pump mod. EP-1 da Bio Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA). 

• Câmara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por 

Jaques e col. (1968) (Técnica Permatron Ltda., São Paulo, SP,  Brasil). 

• Centrífuga refrigerada RC 2-B da Ivan Sorvall Inc. (Norwalk, CO,  EUA). 

• Centrífuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltd. (Tóquio, Japão). 

• Espectrofotômetros Varian - Series 634 da Varian Techtron PPTY Ltd. 

(Springvale, Vico, Austrália) e Hitachi U-2000 (Tóquio, Japão). 

• Espectrômetro de infravermelho modelo FT1 6PC da Perkin Elmer (EUA). 

• TG-DTA 60 da SHIMADZU, cadinho de platina. 
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• Evaporador rotatório Evapo-Mix da Buchler Instruments (Fort Lee, NJ, 

EUA). 

• Coagulômetro (DRAKE, mod. Quick times SP. Brasil) 

• Medidor de pH, Orion Research model 701 A/ digital lonalyzer 

(Cambridge, MA, EUA) 

• Balança Analitica Eletrônica, 210 g (0,1 mg). Mod. Fa 2104n -

BIOPRECISA 

• Coluna Sephadex G-100 
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3.2. Métodos 

 

3.2.1. Organograma geral 

 

        O estudo detalhado da estrutura e atividade de biomoléculas requer o seu 

isolamento. A partir da obtenção da alga marinha vermelha Amansia multifida, foi 

realizada a primeira etapa desse processo (extração). O composto polissacarídico 

resultante do processo de extração foi usado para a realização das atividades 

biológicas e caracterizações químicas como descrito na figura 12. 

 

 

 

Figura 12: Organograma geral das metodologias empregadas neste trabalho. ATT: Atividade 
antioxidante total, APTT: Tempo parcial de tromboplastina ativada, PT: Tempo de protrombina, SC: 
Sistema complemento. IL-6: interleucina-6. 
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3.2.2. Extração e fracionamento dos polissacarídeos ácidos da alga Amansia 

multifida. 

3.2.2.1. Coleta e obtenção do pó cetônico 

 

               A alga utilizada neste estudo foi coletada na praia de Búzios (RN) durante 

a maré baixa (entre 0,0 e 0,2m), e a uma temperatura entre 30-38 ºC. Por ser de 

águas profundas, foi recolhida quando já havia se desprendido do substrato. Em 

seguida as algas foram catalogadas pela Dra. Heliane Marinho Soriano do 

Departamento de Oceanografia e Limnologia da UFRN. As algas foram levadas ao 

laboratório, onde foram limpas e secas em estufa a 45ºC, depois trituradas e 

estocadas em frascos de polietileno. Convencionou-se chamar esse triturado seco 

de pó de algas. Esse pó foi submetido a três delipidações com três volumes de 

acetona (P.A.) durante 6 h, para retirada de contaminantes lipídicos e polifenólicos. 

Após este procedimento a acetona foi decantada, e a alga seca a temperatura 

ambiente, obtendo o que chamamos de pó cetônico (Figura 13). 

 

3.2.2.2. Proteólise e fracionamento 

 

            Cerca de 30 g de algas em pó delipidada foi suspenso com 2 volumes de 

NaCl 0,25 M e o pH ajustado para 8,0 com NaOH. Vinte miligramas de Maxatase, 

uma protease alcalina de Esporobacillus (Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil), foram 

então adicionados à mistura para a digestão proteolítica. Após a incubação por 18 h  

a 60 °C, sob agitação e ajustes periódicos do pH, a mistura foi filtrada em malha de 

náilon, obtendo o que chamamos cru de polissacarídeos. A 75% desse cru foi 

adicionado 1,0 volume de acetona, em banho de gelo, sob suave agitação a 4ºC. A 

solução foi deixada em repouso na mesma temperatura por mais 24 h. O precipitado 

formado foi coletado por centrifugação a 10.000 g por 10 min, secas à vácuo, 

obtendo-se a fração F1. Acetona, 2,0 volumes, calculados a partir da solução inicial, 

foi adicionada ao sobrenadante e precipitada como descrito acima, obtendo a fração 

F2. Para obtenção da fração total (FT), separou-se 25% do cru d polissacarídeos 

para posterior precipitação com 6 volumes de acetona, para assim, haver a 

precipitação de todas populações polissacarídicas. Três frações foram obtidas e 

nomeadas de acordo com os volumes de acetona utilizada (F1, F2 e FT). (SILVA,   

et al., 2005) (Figura 13). 
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Figura 13. Esquema de obtenção das frações polissacarídicas de A. multifida. 
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3.2.3. CARACTERIZAÇÃO FÍSICA E QUÍMICA 

 

3.2.3.1. Eletroforese em gel de agarose 

 

          A agarose (0,6%) foi diluída em tampão 1,3 diaminopropano acetato (PDA) 

0,05 M, pH 9,0 foi colocado sobre lâminas de vidro medindo (7,5x 5,0x 0,2 cm) e 

(7,5x 10x 0,2 cm) até o resfriamento e formação do gel. Alíquotas de 5 µL (50 µg das 

amostras) foram aplicadas em canaletas no gel e submetidas à eletroforese (5 V/cm 

durante 1 h ), em uma cuba resfriada a 4ºC. A origem das aplicações corresponde 

ao polo negativo (DIETRICH & DIETRICH, 1977). Após o tempo previsto de 

migração eletroforética para o sistema de tampão PDA, os compostos foram 

precipitados no gel de agarose pela submersão da lâmina por um tempo mínimo de 

duas horas, a temperatura ambiente, em CETAVLON 0,1% (brometo de N-cetil-N-N-

N-trimetilamônio). Após a precipitação dos polissacarídeos, o gel foi seco sob uma 

corrente contínua de ar quente e corado com azul de toluidina 0,1 %, numa solução 

de ácido acético 1% e etanol 50%, onde o excesso de corante foi removido em 

solução descorante, uma solução preparada a partir de ácido acético 1% em etanol 

50%. A etapa de descoloração do gel de agarose foi então repetida até que o fundo 

da lâmina descora-se completamente. Em seguida, o gel foi então posto para secar 

a temperatura ambiente. 

 

3.2.3.2. Análises Térmicas 

 

          As curvas termogravimetria (TG), derivada da TG (DrTG) e análise térmica 

diferencial (DTA) foram realizados utilizando um Shimadzu 50 H Analisador 

termogravimétrico (TGA) com um peso da amostra de 7,0±0,1 mg. Todos os 

experimentos foram realizados sob um fluxo de ar, que se manteve a um fluxo 

constante ou 50 mL.min-1, com a amostra sendo aquecida 10-900°C e taxa de 

aquecimento de 10°C/min. O titular da amostra foi uma platina Pan (DICKENS & 

FLYNN 1983).  Os graus de umidade das amostras foram determinados como as 

perdas de massa ocorridas enquanto estas eram aquecidas desde a temperatura 

ambiente até 180°C. Os correspondentes teores de cinzas foram calculados a partir 

dos valores de massa residual após aquecimento a 580°C. Uma k-carragenana 

comercial foi usada como padrão. 
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3.2.3.3. Dosagens químicas 

 

3.2.3.3.1. Açúcares totais 

 

           A quantificação dos açúcares totais foi realizada pelo método do fenol/ácido 

sulfúrico de acordo com DUBOIS e colaboradores (1956), empregando-se como 

padrão D-galactose como monossacarídeo padrão. As leituras foram realizadas a 

490 nm. 

 

3.2.3.3.2. Proteína 

 

            O conteúdo de proteína foi determinado com o reagente de Coomassie blue 

R segundo o método de SPECTOR (1978), e a leitura realizada a 595 nm, 

empregando-se como padrão albumina de soro bovino. 

 

3.2.3.3.3. Sulfato 

 

           O teor de sulfato total foi determinado após hidrólise ácida (HCl 8N, 6 h, 

100ºC) por turbidimetria pelo método da gelatina-bário (DODGSON, PRICE, 1962). 

O sulfato de sódio (1,0 mg/mL) foi utilizado como padrão sendo submetido às 

mesmas condições das amostras em estudo. 

 

3.2.3.3.4. Compostos fenólicos 

 

          Os compostos fenólicos foram determinados de acordo com um protocolo 

semelhante ao de Chandler & Dodds (1993). As frações polissacarídicas (0,2 mL) 

foram misturado com 0,2 mL  de etanol 95%, 1 mL de água destilada e 0,1 mL de 

reagente de Folin-Ciocalteu a 50%. A mistura foi incubada a temperatura ambiente 

por 5 min e 1 mL de Na2CO3 5% foi adicionada. Por fim, cada amostra foi misturada 

cuidadosamente e colocados no escuro por 1 h e absorbância foi medida a 725 nm 

com um espectrofotômetro UV-Vis. A curva padrão de ácido gálico foi obtida para o 

cálculo do teor de compostos fenólicos. 
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3.2.3.4. Análise de massa molecular 

 

           As frações de polissacarídeos foram submetidas à cromatografia exclusão 

molecular em Sephadex G-100 (140 × 1cm) com 0,2 M de ácido acético e 0,15 M 

NaCl como eluente. A eluição foi monitorada pela análise de açúcares totais 

(DUBOIS et al., 1956). Para estimar o peso molecular dos polissacarídeos, foram 

utilizados padrões dextranas de diferentes (Pharmacia). 

 

 

3.2.3.5. Composição monossacarídica - Cromatografia Descendente em Papel 

 

          A cromatografia dos produtos de hidrólise (HCl 4N, 2 h , 100ºC) dos extratos 

foi realizada de acordo como descrito por TREVELYAN (1950) no papel Whatman 

N°1 utilizando os sistemas de solvente: 

• Butanol: Piridina: Água (2:3:1,5) v/v; 

• Butanol: Ácido acético: Água (3:1:1) v/v. 

         Utilizou-se os padrões de monossacarídeos de galactose, xilose, glicose, 

fucose, ácido glicurônico e manose. 

 

3.2.3.6. Espectroscopia do infravermelho 

 

           A espectroscopia de infravermelho foi realizada em espectrofotômetro FT-IR 

ABB Bomem modelo MB 104, de 4000 a 600 cm-1. As frações polissacarídicas (5 

mg) foram analisadas após secagem sob a forma de pastilha de KBr. 

 

3.2.4. ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

3.2.4.1. Atividade anticoagulante das frações polissacarídicas de A. multifida 

 

        O tempo de Tromboplastina parcial ativado (APTT) e Protrombina (PT) para as 

frações polissacarídicas foram realizados através de kits comerciais. O sangue foi 

obtido de 10 voluntários sadios que negam o uso de alguma medicação durante 
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duas semanas antes da coleta, a ingestão de bebidas alcoólicas nos últimos três 

dias ou fossem fumantes.  

        Após a coleta, o sangue foi misturado cuidadosamente com citrato de sódio a 

3,2% na proporção de 9 partes de sangue para 1 parte de anticoagulante e em 

seguida centrifugado a 3000 g por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante 

foi aspirado e colocado em um tubo plástico siliconizado, obtendo desta forma o 

pool do plasma citratado. 

 

3.2.4.1.1. Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) 

 

            Para a determinação do tempo de Tromboplastina parcial ativada, um pool 

de plasma normal humano citratado (90 µL) foi misturado com 10 µL de uma solução 

de polissacarídeo  e incubado por 3 min a 37°C. Então 100 µL de reagente contendo 

cefalina líquida ativada com complexo de caolim (DiaMed-Latino América S.A., lab, 

Brasil) foi adicionado à mistura e incubado por 3 min a 37°C. Posteriormente 100 µL 

de CaCl2 0,02 M foi adicionado e o tempo necessário para a coagulação do plasma 

foi aferido em um coagulômetro (DRAKE, mod. Quick Times, SP, Brasil). Todos os 

pontos foram realizados em triplicata. 

 

3.2.4.1.2. Tempo de protrombina (PT) 
 
          Para a determinação do tempo de protrombina um pool de plasma normal 

humano citratado (90 µL) foi misturado com 10 µL de uma solução de polissacarídeo 

e incubado por 3 min a 37°C. Então 200 µL de reagente (Soluplastin, Wierner lab., 

Argentina) pré-aquecido a 37ºC foi adicionado e o tempo necessário para a 

coagulação do plasma foi aferido em um coagulômetro (DRAKE, mod. Quick Times, 

SP, Brasil). 

 

3.2.4.2. Atividade antioxidante das frações polissacarídicas de A. multifida 

3.2.4.2.1. Poder redutor 

 

          O poder redutor foi determinado como descrito por Yen e Chen (1995). 

Resumidamente, 0.2 mL de amostras em diferentes concentrações  

foram adicionadas em tampão fosfato (0,2 M, pH 6,6) e em seguida misturadas com 
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0.125 mL de ferricianeto de potássio (1%, w / v), e incubado a 50 °C por 20 min. 

Posteriormente, 0.125mL  de ácido tricloroacético (TCA)  (10%, p / v) foi adicionado 

à mistura para parar a reação. Então, a solução foi misturada com 1.5 mL de cloreto 

férrico (0,1%, p / v) e a absorbância foi medida a 700 nm. 

 

3.2.4.2.2.  Atividade antioxidante total 

 

            Alíquotas de 0,1 mL da solução da amostra (concentração variada de 

polissacarídeos) foi misturada em um tubo Eppendorf com 1,0 mL da solução 

reagente (0,6 M de ácido sulfúrico, 28 mM fosfato de sódio e molibdato de amônio 4 

mM). Os tubos foram fechados e incubados a 95 °C por 90 min. Após resfriamento, 

à temperatura ambiente, foi determinada a absorbância a 695 nm. Foi utilizado ácido 

ascórbico como padrão e a capacidade antioxidante total foram expressos em 

equivalentes de ácido ascórbico (PRIETO et al. 1999). 

 

3.2.4.2.3. Inibição do radical superóxido 

 

             Os radicais superóxidos (ZHOU & ZHENG, 1991) foram gerados em 3 mL 

de tris-HCl (16 mM, pH 8,0), que continham 78 µM de NADH (forma reduzida), 50 

µM de azul de nitrotetrazólio (NBT), 10 µM de Fenazina Metosulfato e concentrações 

variadas de polissacarídeos. A reação de cor dos radicais superóxidos com NBT foi 

detectada por monitoramento da absorbância a 560 nm. A capacidade de seqüestro 

dos polissacarídeos sulfatados do radical superóxido foi calculada pela seguinte 

equação: 

 

Tx. Inib.(%) = 1 – ( Aamostra 560nm – Abranco 560nm - / Acontrole 560 nm) X 100 
 
             A reação que ocorre nesse método está representada na figura 14. Esta 

reação tem início com a adição de NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo) à 

mistura de fenazina metassulfato e NBT, com formação do ânion radical superóxido. 

Em seguida, dois radicais superóxido são capazes de doar, cada um, um elétron 

para o NBT, que se reduz a formazana, então monitorada em um comprimento de 

onda de 560 nm, em espectrofotômetro UV-Vis. Quando algum antioxidante é 

adicionado no meio, ele é capaz de competir com o NBT pelo ânion radical 
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superóxido gerado, diminuindo, dessa forma, a redução do NBT e, 

consequentemente, a formação de formazana (OLIVEIRA et al., 2009). 

 
Figura 14. Representação esquemática da geração do ânion radical superóxido e ação de um 
antioxidante presente no meio. NBT = azul de nitrotetrazólio; PMS: fenazina metassulfato; NADH = 
nicotinamida adenina dinucleotídio. Fonte: OLIVEIRA et al., 2009. 
 

3.2.4.2.4. Inibição do radical hidróxila 

 

             O efeito na inibição do radical hidroxila foi analisado usando método da 

deoxirribose, como descrito por Chung, Osawa, & Kawakishi (1997).  A reação de 

mistura continha 450 µL de tampão fosfato de sódio 0.2 M (pH 7.0). 150 µL de 2-

deoxirribose 10 mM, 50 µL de FeSO4–EDTA10 mM, 150 µL de H2O2 10 mM, 525 µL 

de H2O, e 75 µL da soluções polissacarídicas. A reação foi iniciada após adição do 

H2O2. Após incubação a 37 °C por 4 h, a reação foi parade por adição de 750 µL de 

TCA a 2.8% e 750 µL de TBA a 1% em NaOH 50 mM . A solução foi aquecida a 

100°C por 10 min. A absorbância da solução foi mensurada a 520 nm. A capacidade 

de seqüestro dos polissacarídeos sulfatados do radical hidroxila foi calculada pela 

seguinte equação: 

 

Tx. Inib.(%) = 1 – ( Aamostra 520nm – Abranco 520nm - / Acontrole 520 nm) X 100 
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            O teste utilizado se baseia na reação do ácido tiobarbitúrico (TBA) com 

produtos da degradação oxidativa da desoxirribose formando adutos coloridos, os 

quais são detectados espectrofotometricamente (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1981). Utiliza-se no ensaio um sistema gerador de ERO’s que induzem a ruptura do 

anel da desoxirribose, formando aldeídos reativos com o TBA. Neste ensaio, 

utilizamos um sistema pró-oxidante constituído por peróxido de hidrogênio e um 

complexo de ferro (III), conhecidamente capaz de induzir danos oxidativos típicos 

em sistemas biológicos (OGINO E OKADA, 1995). O teste da degradação oxidativa 

da desoxirribose tem sido amplamente utilizado para detectar tanto a formação de 

radicais hidroxila (GUTTERIDGE E HALLIWELL, 1988), como sequestradores 

destes radicais (LAUGHTON E COL., 1989; TADOLINI E CABRINI, 1988). 

 

3.2.4.2.5. Ação quelante de ferro 

 

          A atividade quelante de Fe2+ foi medida conforme relatado por Decker e Welch 

(1990). Os extratos foram adicionados a um solução de 2 mM FeCl2 (0,1 mL). A 

reação foi iniciada pela adição de Ferrozine 5 mM (0,2 mL). A mistura foi agitada 

vigorosamente a temperatura ambiente por 10 min. Após a mistura atinja o 

equilíbrio, a absorbância foi determinada em 562 nm, os resultados foram obtidos 

como inibição (GULÇIN et al., 2003). 

         A geração de HO• na reação do Fenton é devido à presença de íons de ferro. Alguns 

compostos inibem a formação de cor no ensaio  da desoxirribose, não reagindo com HO•, 

mas por quelação do íon ferro e dessa forma, prevenindo a formação da HO• (MORENO, 

2002). Ferrozina pode quantitativamente formar complexos com Fe2+. Na presença 

de agentes quelantes, a formação do complexo é interrompida, com o resultando no 

complexo reduzido de cor vermelha. Medição da redução de cor, portanto, permite 

estimar a atividade quelante da amostra (YAMAGUCHI et al., 2000; GULÇIN et al., 

2004). 

 

3.2.4.2.6. Ação na peroxidação lipídica 

 

                A inibição da peroxidação lipídica foi determinada pela quantificação do 

produto da decomposição de peróxidos lipídicos MDA baseado em reação ao ácido 
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tiobarbitúrico com gema de ovo como substrato oxidável, como descrito por ZHANG 

e colaboradores (1997). Resumidamente, 0,5 mL de homogeneizado de ovos (10% 

em PBS 0,2 M (pH7.4), v/v) e 0,5 mL de amostra foram misturados, em seguida, 

0,05 mL de FeSO4 (0,07 M) foi adicionado para iniciar a peroxidação lipídica. Após a 

incubação por 30 min., 1,5 mL de TCA a 20% (p/v) e 1,5 mL de ácido tiobarbitúrico a 

0,8% (p /v) foram adicionados para parar a reação, a mistura resultante foi agitada e 

aquecida a 100°C por 15 min, e então centrifugado a 3000 g por 10 min. A 

absorbância do sobrenadante foi medida em 532 nm (ZHANG et al., 1997). O α-

tocoferol foi utilizado como padrão. A inibição da peroxidação lipídica foi calculada 

da seguinte forma: 

 

Tx. Inib.(%) = 1 – ( Aamostra 532nm – Abranco 532nm - / Acontrole 532 nm) X 100 
 

             Esta técnica avalia a oxidação de lípides do ovo pela formação do 

malondialdeído (MDA). O MDA é um dialdeído formado como um produto 

secundário durante a oxidação de ácidos graxos poliinsaturados por cisão beta dos 

AGPI peroxidados, principalmente o ácido araquidônico. É volátil, possui baixo peso 

molecular (C3H4O2, P.M. = 72,07), tem uma cadeia curta 1,3-dicarbonil e é um ácido 

moderadamente fraco (pKa = 4,46). Em condições apropriadas de incubação 

(aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes nucleofílicos 

para produzir cromógenos com alta absortividade molar no espectro visível 

(JANERO, 1990; BENZIE, 1996). A sua condensação com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA) forma produtos, que podem ser determinados por absorção no visível (532 

nm) (Figura 15).  
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Figura 15. Via de formação do Malonilaldeido a partir do radical peroxil do ácido graxo triinsaturado.e 
formação do cromógeno TBA. FONTE: LAGUERRE, LECOMTE, E VILLENEUVE, 2007. 
 

 

 

3.2.4.3. Atividade inflamatória, via hemólise, das frações polissacarídicas de A. 

multifida 

 

3.2.4.3.1. Hemólise direta 

 

             Os ensaios de hemólise foram conduzidos de acordo com procedimento 

descrito por Belokoneva e colaboradores (2003). Resumidamente, 250 µL de 10% (v 

/ v) de suspensão de eritrócitos foram incubadas sob agitação à temperatura 

ambiente durante 1 h com 5 µL de amostras. As misturas foram centrifugadas em 

temperatura ambiente por 5 min a 10.000 × g e a absorbância do sobrenadante foi 

medida em 550nm com uma leitora de placa. As frações foram testadas em triplicata 

uma massa final de 50 µg. Triton X-100 1% (v / v) foi usado como um controle 

positivo (100% de lise dos eritrócitos) e PBS como controle negativo (0% de lise dos 

eritrócitos). A porcentagem de lise dos eritrócitos (H%) foi determinado da seguinte 

forma: H = [1- (OD550 nm amostra - OD550 nm PBS) / (OD550 nm Triton X-100 1% - OD550 

nm PBS)] x 100. Os resultados foram expressos como média ± SD. 
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3.2.4.3.2. Hemólise pela via alternativa do sistema complemento 

 

3.2.4.3.2.1. O Soro 

 

            Após a coleta, o sangue foi deixado em repouso durante 45 min em gelo 

para a retração do coágulo. Os soros foram separados por centrifugação a 2.500 

RPM por 15 min a temperatura ambiente. O sobrenadante de cada doador foi 

aspirado e colocado em tubos falcon separadamente e acondicionados a 0°C. 

Posteriormente, estes soros foram descongelados e volumes iguais de cada, foram 

misturados em tubos plásticos, em gelo, obtendo-se assim o pool qual foi estocado a 

0ºC. Para a utilização nos ensaios funcionais do sistema complemento as alíquotas 

de pool foram descongeladas imediatamente antes do experimento, sendo utilizada 

uma única vez com esse fim. 

 

3.2.4.3.2.2. Ativação da via alternativa 

 

         Para a verificação da via alternativa do complemento, foi usados eritrócitos de 

coelho que ativam a via independente de anticorpos específicos (PLATTS-MILLS & 

ISHIZAKA 1974). Os eritrócitos não sensibilizados foram diluídos em tampão salina 

fosfato pH 7.4 contendo 0,15 M de NaCl a uma concentração de 5 x 107 Células/ mL. 

A reação de ativação foi realizada de acordo com (ADACHI et al., 1990) com 

algumas modificações. Para o ensaio, amostras foram dissolvidas em salina (NaCl 

0,85%, NaHCO3 0,01 mM, pH 70,37 º C.). 50 µL de uma solução contendo 

polissacarídeos ou salina 0,9% (hemólise provocada pelas proteínas do soro – 

hemólise natural) foram misturados com 50 µL de tampão venoral (controle- 50% 

hemólise) e foram incubados com 150 µL de soro (pool) por 1 hora a 37 ºC. Após 

esse tempo, essa mistura foi diluída com 150 µL de tampão venoral acrescido de 

EGTA a 0.05 M e Mg2+ a 0,01M (EGTA-GVB- Mg2+). A solução (400 µL) foi 

misturada com 100 µL de eritrócitos de coelho a 5 x 107 células/mL e novamente 

incubada por 1 h a 37ºC. Passado esse período, 1 mL de tampão venoral- EDTA a 

temperatura de 0-4ºC foi adicionada para parar a reação. Logo após, os tubos foram 

centrifugados a 2500 g por 10 min, e a absorbância do sobrenadante foi mensurada 

a 414 nm. O controle 100% hemólise foi obtido com a adição de 1,35 mL de água 



63 

 

destilada a 100 µL de eritrócitos de coelho a 5 x 107 células/mL, sendo também 

centrifugado e a leitura do sobrenadante feita a 414 nm. Para o branco da reação foi 

usada solução salina 0,9%. 

 

3.2.4.4. Peritonite aguda em camundongos 

 

          A peritonite aguda foi induzida com uma injeção intraperitoneal (i.p) das 

amostras em um volume de 0,5 mL em camundongos swiss, pesando entre 25-30 g. 

Após 3 h os animais foram eutanasiados, de acordo com o método de eutanásia 

descrito abaixo, e as cavidades peritoneais foram lavadas com 5 mL de PBS gelado. 

O número de leucócitos totais presente no fluído foi contado em câmara de 

Neubauer, após diluição com Turk. Uma parte do lavado foi centrifugado a 1100 rpm 

por 10 minutos.  O sobrenadante foi congelado a 20°C para posterior dosagem de 

citocinas. O ensaio foi realizado em quatro grupos (n=4), totalizando 16 animais. 

• Controle negativo: solução salina 0,9% 

• Controle positivo: kappa carragenana comercial (Sigma) 25 mg/kg de peso 

corporal 

• Fração FT a 25 mg/kg de peso corporal 

• Fração FT a 50 mg/kg de peso corporal 

 

                O método de eutanásia utilizado foi o deslocamento cervical, onde 

previamente foi administrada uma superdose de tiopental (50 mg/kg) via subcutânea 

em cada animal. Não foi possível administração intraperitoneal do tiopental, pois 

poderia influenciar de alguma forma as análises, uma vez que se utiliza o lavado 

peritoneal para os ensaios subseqüentes. O destino final dos animais foi de 

responsabilidade de uma empresa especializada, onde antes, estes são estocados 

em freezer adequado para armazenamento de animais. Esse trabalho foi aprovado 

pela comissão de ética de uso de animais da UFRN, sob o protocolo de número 

048/2009 (documento em anexo). 
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3.2.4.4.1. Dosagem de interleucina 6 (IL-6) 

 

               As concentrações de IL-6 no lavado peritoneal foram determinadas pela 

técnica de ELISA sanduíche, com a utilização kits comerciais da BD Biosciences 

(San Diego, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Nessa técnica, um 

anticorpo monoclonal específico é adsorvido a uma matriz sólida, uma placa de 96 

poços. Após adição da amostra (lavado peritoneal) na qual se encontra o antígeno 

(IL-6) a ser dosado, procede-se à incubação da placa, ocasião em que as moléculas 

de antígenos se fixarão aos anticorpos adsorvidos. Por meio de lavagem, todo o 

material não-fixado é eliminado. A seguir adiciona-se um segundo anticorpo, 

específico para o antígeno, o qual possui uma enzima ligada. Nova lavagem é 

realizada para a remoção dos anticorpos não-ligados e acrescenta-se então o 

substrato da enzima ligada e um cromógeno; este último funciona como revelador da 

reação da enzima-substrato e a intensidade da coloração mostrada pelo cromógeno 

será proporcional a concentração do anticorpo secundário e, portanto, proporcional a 

quantidade de antígeno, IL-6.  As absorbâncias das amostras são lidas em leitora de 

placas usando filtro de 450 nm e comparadas às leituras de uma curva padrão, 

obtida com concentrações conhecidas de IL-6 recombinante. 

3.2.5. Avaliação da citotoxicidade das frações polissacarídicas de A. multifida 

 

          O efeito citotóxico das frações polissacarídicas deste estudo foi avaliado 

usando-se o método descrito por MOSMANN (1983). Este ensaio é baseado na 

trasnformação e quantificação do MTT [3-(4,5- Di-metiltiazol-2-il)-2,5- brometo 

difenil- tetrazolio)]. Os elétrons da cadeia respiratória reduzem o MTT gerando 

cristais de formazan, que insolúveis em água e de cor violeta, no interior das células 

(figura 16). A quantidade desses cristais pode ser determinada 

espectrofotometricamente e serve para estimar o número d mitocôndrias e, portanto, 

o número de células vivas na amostra. 

            Células HeLa (células de câncer cervical) e 3T3 (Células de fibroblastos de 

camundongos) foram cultivadas em meio demem. As células foram semeadas em 

placas de 96 poços com uma densidade de 1x106 células/ poço e incubados com as 

frações polissacarídicas (25 µg – 100 µg) a 37°C, 5% de CO2, ao tempo de 24 e 48 
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h. Ao final da incubação foi adicionado 10 µL of 12 mM 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), e incubado por 4 h a 37°C, 5% de CO2. Em 

seguida, foi adicionado 100 µL ácido isopropanol 0,04N aos poços e misturado 

cuidadosamente para dissolver os cristais de formazan azul-escuro com leitura a 

570 nm. (MOSMANN, 1983).  

 

 

 
Figura 16. Esquema da metogologia do ensaio de citotoxicidade por MTT, com a formação de 
formzam pelas células viáveis. Fonte: ROCHE APPLIED SCIENCE, 2008. 

 

 

3.2.7. Análise estatística 

 

          Para a análise estatística dos efeitos biológico dos polissacarídeos foi usada a 

Analise de variância (ANOVA) com nível de significância de p < 0,05. O Teste de 

Turkey-Kramer, foi utilizado para determinar que existem diferenças entre os valores 

obtidos em relação aos grupos denominados controle e experimental (comparações 

múltiplas) com níveis de significância de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Rendimento das frações polissacarídicas 

 

Após o processo de extração e fracionamento foram obtidas as frações 

polissacarídicas FT, F1 e F2 da alga A. multfida com rendimentos de 32,09, 35,44 e 

32.45%, respectivamente (Fig. 17). 

 

 

Figura 17. Rendimento das frações polissacarídicas obtidas da alga vermelha Amansia multifida. 

 

 

4.2. Caracterização física e química 

 

4.2.1. Eletroforese em gel de agarose 

 

            Os resultados de eletroforese em gel de agarose e tampão 1,3 

diamonopropanoacetato e coloração com azul de toluidina, mostraram que os 

polissacarídeos de Amansia multifida são do tipo sulfatados em função da 

metacromasia. Esses carboidratos apresentaram certa polidispersividade, comuns 

em carboidratos complexos de algas e diferentes migrações eletroforéticas. As 

migrações de cada fração polissacarídica podem ser evidenciadas na Figura 18. 
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Figura 18. Perfil eletroforético das frações polissacarídicas da alga Amansia multifida. CS: Condroitin 
sulfato, HS: Heparan Sulfato, DS: Dermatan sulfato, P: padrão. 
 
 
4.2.2. Análises térmicas 
 

               As Frações de A. multifida foram submetidas à análise térmica por 

TG/DTG.  A Figura 19 mostra o perfil de degradação das três frações. A primeira 

perda foi associada à evaporação da água, dessa forma, foi mensurado o teor de 

umidade de cada amostra, apresentando valores de 7,75% (FT), 8,2% (F1), 16% 

(F2) e 18,3% (κ-carragenana) (tabela 03). Até 560°C ocorreu toda decomposição da 

matéria orgânica, restando então, o material inorgânico que era composto por 

minerais (cinzas). A fração F2 apresentou maior teor de cinzas com 54%, enquanto 

a F1 apresentou a menor quantidade, com 21,7%, e a fração FT mostrou valor 

intermediário às demais frações, apresentando 38,7% de cinzas do seu peso total 

(Figura 20). A κ-carragenana apresentou valores de cinzas de 30%. 
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. 

Figura 19. Perfil de degradação termogravimétrico das três frações de A. multifida, utilizando 
atmosfera de ar. 

 

          A figura 20 mostra a relação entre o teor de matéria orgânica e inorgânica das 

frações de A. multifida. Pode-se destacar ainda, que a fração F1 apresentou maior 

proporção de matéria orgânica, com 79%, seguido da FT com 61,3% e da F2 com 

apenas 46%. A κ-carragenana padrão apresentou 70% de matéria orgânica.. 

                 

 
Figura 20. Teores de matéria orgânica e inorgânica das três frações de A. multifida analisadas por 

termogravimetria. 
 

             Pode-se observar na figura 21 que todas as frações obtiveram de forma 

geral quatro perdas de massa. A primeira corresponde a evaporação da água (entre 
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~36 e 168°C) (tabela 3).  O segundo pico observado na DrTG correspondeu  a 

degradação dos polissacarídeos presentes nas frações. Todas as frações 

apresentaram a segunda degradação em valores de temperatura próximos (Tm entre 

271 e 287°C). Na κ-carragenana, a segunda degradação foi em temperatura pouco 

inferior (226°C). A área do pico na DrTG foi proporcional a quantidade de moléculas 

que foram degradadas a uma determinada temperatura. Então, o teor de 

carboidratos (TC) nas amostras apresenta- se da seguinte forma: 

TCF1>TCFT>TCF2 (Figura 21).  

 

Figura 21. Perfil de degradação termogravimétrico, analisado pela derivada da TG das três frações de 
A. multifida, utilizando atmosfera de ar. 

 
 
 

           A terceira decomposição foi relacionada a produtos estáveis da pirólise dos 

polissacarídeos (SILVA et al., 1998). Nesta, houve picos em 502°C (FT) e 512°C 

(F1). Na fração F2 e κ-carragenana a terceira fase de degradação ocorreu em duas 

temperaturas de 419°C-536°C e 317°C-478°C, respectivamente, com pequenas 

perdas de massa (tabela 3). Além disso, apareceu um quarto e grande pico de 

degradação (695°C) na fração F2, sendo em temperatura acima de 560°C, não 

estando relacionado com compostos orgânicos, como podem ser observados na 

Figura 22 e Tabela 3. Pela DrTG podemos observar última degradação que ocorreu 
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em todas as amostras em temperatura máxima entre 817°C e 892°C (tabela 3), esse 

pico está relacionado a degradação dos carbonatos e formação de óxidos. 

 

Tabela 3. Análise térmica por termogravimetria das frações polissacarídicas de A. multifida, de acordo 
com a ordem de degradação, com aquecimento de 0 a 900°C, vazão de 10°C/min em atmosfera de 
oxigênio. 

Ordem de  
degradação 

Variáveis Frações  

FT F1 F2 Κ- carrag. 

 Tinício (°C) 38 36 39 33 

1° Degradação Tm (°C) 60 61 58 59 

 Tfim (°C) 168 134 125 100 

 Perda de massa (%) 7,75 8,3 16 18,3 

 Tinício (°C) 231 189 240 212 

2° Degradação Tm (°C) 272 271 287 226 

 Tfim (°C) 372 367 370 235 

 Perda de massa (%) 26,9 50 17,0 10,8 

 Tinício (°C) 397 484 355/500 343/445 

3° Degradação Tm (°C) 502 512 419/536 317/478 

 Tfim (°C) 513 547 489/601 403/494 

 Perda de massa (%) 26,5 20 12,7 41,5 

 Tinício (°C) 710 769 779 599 

4° Degradação Tm (°C) 817 844 873 892 

 Tfim (°C) 877 895 891 877 

 Perda de massa (%) 5,3 6.5 4,3 7 

Tm: Temperatura máxima da reação; Tinício: temperatura do início da reação; Tfim : temperatura do 
final da reação. Todas as temperaturas foram expressas em graus ceusius (°C). 

           

            De acordo com a análise de DTA, em todas as amostras, a primeira perda de 

massa apresentou um pico endotérmico (pico para baixo), relacionado com a 

desidratação do material. A segunda perda de massa é referente a degradação dos 
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polissacarídeos, o qual apresentou uma reação do tipo exotérmica (pico para cima), 

indicando a ocorrência de uma reação de oxidação (por um gás) (CANOTILHO et 

al., 1992). A terceira degradação, também acompanha o comportamento da 

segunda. Note que o pico grande em 695°C da fração F2 apresentou perfil diferente, 

não tratando de perda de massa de polissacarídeos (figura 21 e 22).                                                                                 

 

 

Figura 22. Análise térmica diferencial (DTA) das três frações de A. multifida, utilizando atmosfera de 
ar. Pico para cima: reação exotérmica. Pico para baixo: reação endotérmica. 

 
 

4.2.3. Dosagens químicas 

          As análises químicas para as três frações polissacarídicas da alga vemelha A. 

multifida (Tabela 4) foram calculadas utilizando-se as dosagens químicas e análise 

termogravimétrica. Esta tabela mostrou que F1 apresentou maior teor de açúcares 

totais, 57,1%, seguido da FT com 50,9% e F2 apresentando menor teor, com 

apenas 28,7%. Os compostos fenólicos e proteínas, considerados contaminantes na 

amostra, apresentaram baixas proporções nas três frações, com valores de 

proteínas de 0,61% (F1), 1,89% (FT) e 2,2% (F2). Todas as amostras apresentaram 

quantidade menor ou igual a 0,1% de compostos fenólicos. O teor de umidade não 

ultrapassou 16% com relação ao peso total da amostra. 
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             Após a degradação térmica dos constituintes orgânicos, o sulfato se 

apresenta na forma de cinzas junto com outras substâncias, como carbonatos e 

óxidos. O teor de sulfato, como mostrado na tabela 4, apresentou um alto  teor de 

sulfato para FT (19,6%) seguido da fração F2 (18%) e F1  (4,6%).  

 
 
 
Tabela 4. Percentual dos constituintes orgânicos (açúcares totais, compostos fenólicos, proteína) e 
cinzas (sulfatos, carbonatos, óxidos, cloretos, fosfatos, fluoretos) das frações polissacarídicas da alga 
vermelha Amansia multifida, calculado em relação ao peso. nd: não determinado. 

 
a- DUBOIS et al. (1956) 
b- CHANDLER & DODDS (1993) 
c- SPECTOR (1978) 
d- DODGSON, PRICE (1962) 
e- Termogravimetria (TG) 
f- Dados de SILVA et al. (2010) 

          O valor restante das cinzas foi considerado como óxidos (produto da 

degradação dos carbonatos), cloretos, fosfatos e outros sais (tabela 4). Assim, a 

proporção do conjunto desses sais apresentou valores de 13,9% para FT, 10,6% 

para F1 e 31,7% para F2. Estudo Realizado por SILVA e col.. (2010), mostrou que 

uma k-carragenana comercial apresentou valores em torno de 60% e 17,8% de 

açúcares totais e sulfato, respectivamente. 

 

 

4.2.4. Análise da massa molecular 

          A análise de massa molecular mostra que a fração FT era composta, 

principalmente, de polissacarídeos com massa molecular em torno de 147 kDa, 

apresentando-se parcialmente homogêneo A fração F1 apresentou polissacarídeos 

concentrados em duas massas moleculares, uma com 31 kDa  (variando entre 18 e 

Frações                    Compostos orgânicos           Cinzas                 eUmidade  
aAçúcares 
totais (%)  

bCompostos 
fenólicos (%)  

cProteínas  
(%)  

dSulfato  eCarbonato  eÓxidos 
eCloretos 
eFosfatos 

eOutros 

 

FT  50,9 ±2,10  0,1±0,005  1,89±0,2  19,6±1  5,3 13,9 7,7  

F1  57,1±2,39  0,04±0,01  0,61±0,5  4,6±2,1  6,5 10,6 8,2  

F2  28,4±1,73 0,02±0,01  2,2±0,1 18±1,2  4,3 31,7 16  

K- carrag.
  60,26±0,1f nd 0,2±0,09f   17,8±1f 7,0 23,0 18,3 
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38 kDa) e outra com massa molecular pouco maior que 150 kDa. A fração F2 

apresentou duas populações polissacarídicas, ambas com a massa molecular entre 

150-1000 kDa. (figura 23) 

 

 

Figura 23. Perfil de eluição das frações polissacarídicas alga A. multifida, quando submetida a 
cromatografia de exclusão molecular, utilizando coluna sephadex G-100.   
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4.2.5. Composição monossacarídica por cromatografia descendente em papel 
(CDP) 

              A figura 24 mostra o perfil das frações na CDP, onde podemos evidenciar a 

forte presença de galactose, glicose, xilose, manose e ácido glicurônico nas frações 

monossacarídicas da alga em estudo.  

           

 
Figura 24. Perfil cromatográfico dos hidrolisados das frações polissacarídicas de A. multifida, 
utilizando o sistema de solvente, (A) Butanol: piridina:água (2:3:1,5 v/v) e (B) Butanol: ácido 
acético:água (3:1:1 v/v). Fuc: fucose, Man: manose, Gal: galactose, Xil: xilose e Ác. gli.: ácido 
glicurônico. 
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            A tabela 5 mostra os valores de razão molar dos monossacarídeos 

analisados por cromatografia descendente em papel (CDP), e submetidos à 

densitometria nas três frações polissacarídicas da alga A. multifida, levando em 

consideração o cromatograma da figura 24A.  Todas as frações apresentaram 

maiores teores de galactose como carboidrato. A fração F1 apresenta uma 

proporção de 0,49 de glicose; 0,63 de xilose e 0,32 de ácido glicurônico para cada 

molécula de galactose. A fração F2 mostrou valores de 0,33 de glicose; 0,48 de 

xilose e 0,09 de ácido glicurônico para cada molécula de galactose. Já na fração FT 

não foi observada a presença de ácido glicurônico, apresentando proporções de 

0,45 de glicose e 0,59 de xilose para cada molécula de galactose. 

 

Tabela 5. Composição monossacarídida e razão molar (por densitometria) das frações 
polissacarídicas da alga vermelha A. multifida 

 
. nd: não determinado 

           Através da densitometria do cromatograma (levando em consideração ter 

sido utilizado a mesma massa em todas as frações), pode-se também constatar que 

os teores de carboidratos ocorrem na seguinte proporção: TCF1>TCFT>TCF2. Uma 

vez que levando-se em consideração uma mistura das três frações,  constatou-se 

então 43,64% de carboidratos na fração F1, 30,66% na fração FT e 25,7% na F2. 

 

4.2.6. Espectroscopia do infravermelho 

              

           A figura 25 mostra os espectros na região de 4000-600 cm-1 comprovando 

três frações polissacarídicas extraídas da alga vermelha A. multifida. Todos os 

espectros mostraram perfis típicos de carboidratos. 
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Figura 25. Espectros do infravermelho (4000-600 cm-1) das frações polissacarídicas da alga vermelha 
A. multifida. 
 
           As frações estudadas apresentaram bandas características de grupos sulfato 

em 1240–1260 cm-1 referentes as deformações axiais da ligação S=O e em 867 cm-1 

associado a deformação angular da ligação C–O–SO4 em C6 da galactose, sendo 

esta última ausente na fração F1 (Figura 25 e Tabela 6). O grupo hidroxila nas 

estruturas dos monossacarídeos foi evidenciada na deformação axial 3340 cm-1 para 

todas as frações. A deformação axial C-H foi encotrado para a fração F1 e o grupo 
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C-O de ácido urônico com pico forte em 1630 cm-1 para fração F1 e um ombro para 

F2 (Tabela 6). 

 

 

 

Figura 26. Espectros do infravermelho (1300 - 600 cm-1) das frações polissacarídicas da alga 
vermelha A. multifida. 

 

            A figura 26 trata-se de uma expansão da região entre 1300 - 600 cm-1, onde 

podemos observar certa similaridade entre as frações, exceto a pico 867cm-1  

(referente ao grupo sulfato da galactose) que está quase ausente na fração F1, o 

que corrobora com os dados encontrados na dosagem de sulfato, onde esta fração 

apresentou baixa quantidade. 
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Tabela 6. Comprimentos de ondas e seus respectivos grupos funcionais encontrados nas frações 
polissacarídicas da alga vermelha A. multifida. 
 

Comprimento 
de ondas (cm-1) 

grupo(s) Frações Ref. 

  FT F1 F2 

867 Deformação angular de C–O–

SO4 em C6 da galactose 

++ + ++ A 

 

A 

 

B 

 

C 

D 

1240–1260 Deformação axial de S=O de 

ésteres sulfato 

+ ++ ++ 

1630-1650 Deformação axial de  C-O de 

ácido urônicos 

- +++ s 

2926 Deformação axial de C-H s + s 

3440 Deformação axial de O-H +++ +++ +++ 

-, ausente; +, pequeno; ++, médio; +++, forte; s, ombro de pico 

A – PEREIRA et al., 2009 
B – MANUEL et al., 1998, ZHANG et al., 2010. 
C – LIU CHUN-HUI et al., 2007 
D - SEKKAL, LEGRAND, 1993. 

 

4.2. Atividades biológicas 

 

4.2.1. Atividade anticoagulante das frações polissacarídicas da alga A. 

multifida. 

                

             O teste de APTT tem por finalidade avaliar o tempo de coagulação pela via 

intrínseca. Os resultados do teste de APTT (tabela 7) mostraram que a heparina 

(padrão) apresentou alta atividade em todas as massas testadas (>240 s) (p<0.001).  

A fração FT (50 µg) apresentou um efeito anticoagulante de 51,1 s, próximo ao 

dobro observado no controle (p<0.001) e mantendo-se praticamente constante até 

150 µg (48,3 s) pelo teste de APTT (p<0.001). O alto efeito anticoagulante da fração 

FT foi encontrado com 200 µg (>240 s) (p<0.001). A fração F1 mostrou atividade 

com 50 µg (60,1 s), havendo uma baixa diminuição com 200 µg (48,1 s), ambas 

foram significativas (p<0,001). A fração F2 a 50 µg apresentou efeito similar a FT na 

mesma dose (53,3 s). Outra maneira de se avaliar a ação anticoagulante de 

moléculas é pelo ensaio de PT, que tem por finalidade avaliar a coagulação pela via 

extrínseca.  No entanto, nenhuma fração polissacarídica obteve atividade neste 
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teste, nas concentrações entre 50-200 µg (tabela 7). A heparina, entretanto, 

apresentou um alto efeito anticoagulante em todas as massas utilizadas para teste 

de PT (< 120 s) (p<0,001) (tabela 7). 

              

Tabela 07. Atividade anticoagulante pelo teste de PT e APTT das frações polissacarídicas da alga 
vermelha A. multifida e heparina.  
 

  Massa (µg) 

  0 50 100 150 200 

 

 

APTT 

Heparina 28,2±0,3 > 240 > 240 > 240 > 240 

FT 28,2±0,3 51,1±1,7 50,5±4,1 48,3±1,3 > 240 

F1 28,2±0,3 60,1±1,8 45,2±0,8 47,9±7,2 48,1±4,3 

F2 28,2±0,3 53,5±1,1 53,3±0,4 42,9±0,1 27,2±0,9 

 

 

PT 

Heparina 6,2±0,2 >120 >120 >120 >120 

FT 6,2±0,2 nd 11,9±0,2 10,7±0,3 10,6±0,0 

F1 6,2±0,2 nd 12,2±0,3 10,9±1,1 13,9±1,0 

F2 6,2±0,2 nd 10,7±0,7 12,2±0,7 11,7±0,8 

 

4.2.2. Atividade antioxidante das frações polissacarídicas da alga A. multifida. 

 

4.2.2.1. Análise do poder redutor 

 

             As frações polissacarídicas testadas e κ-carragenana comercial (padrão) 

apresentaram poder redutor (figura 28). A κ-carragenana foi a que apresentou menor 

poder redutor (0,323) na maior concentração (8 mg/mL), atingindo um platô após 2 

mg/mL. A fração que obteve melhor atividade foi a FT (0,533) com efeito dose-

dependente, e a F1 com menor poder de redução (0,396), considerando a maior 

concentração (8 mg/mL) da fração utilizada. Já a fração F2 apresentou um pequeno 

efeito com 2 mg/mL  (0,132), aumentando consideravelmente com 4 mg/ml (0,422), 

onde atingiu um platô (figura 27).  
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Figura 27. Perfil de poder redutor das frações polissacarídicas da alga A. multifida e de uma κ-
carragenana comercial. 

 

4.2.2.2. Capacidade Antioxidante Total 

 

            De uma forma geral, foi mensurada a capacidade antioxidante total das 

frações polissacarídicas e da κ-carragenana, expresso em equivalente de ácido 

ascórbico (Tabela 8). Observou-se que as frações apresentaram capacidade 

antioxidante total semelhante, sendo a FT mais ativa (18,65 ± 0,26 mg/g). A fração 

F1 demonstrou menor capacidade antioxidante total (15,01 ± 0,48 mg/g) e a fração 

F2 com atividade intermediária (17,41 ± 0,19 mg/g) entre as duas outras frações. A 

κ- carragenana apresentou equivalente de ácido ascórbico de 19,18 ± 0,20 mg/g, 

sendo maior   que as frações de A. multifida. 
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Tabela 8. Capacidade antioxidante total das frações polissacarídicas da alga A. multifida, e  
de uma kappa carragenana comercial, in vitro. *Os valores foram expressos em miligrama de ácido 
ascórbico por grama de amostra 

 
. 
 
 

4.2.2.3. Inibição do radical Superóxido 

          A figura 28 mostra o perfil de inibição do radical superóxido pelas três frações 

polissacarídicas e de uma κ-carragenana comercial. A partir dos dados obtidos 

podemos observar boa atividade de varredura do radical superóxido pelas amostras 

testadas, com todas as frações apresentando efeito dose-dependente. Levando em 

consideração maior concentração (8 mg/mL), a fração F2 apresentou maior 

atividade, atingindo inibição máxima de 63%, seguido da FT com 49% e F1 com 

menor efeito sobre os radicais superóxidos, com apenas 28%. A  κ-carragenana 

atingiu um platô com 1 mg/mL até 6mg/mL, em torno de 37%, havendo um pequeno 

aumento para 41% de inibição do radical superóxido com 8 mg/mL. 

 

          

Frações  Equivalente de ácido ascórbico (mg /g)* 

F1 15,01 ± 0,48 

F2 17,41 ± 0,19 

FT 

κ- carragenana 

18,65 ± 0,26 

19,18 ± 0,20 
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Figura 28. Perfil de atividade antioxidante frações polissacarídicas da alga A. multifida, e de uma 
kappa carragenana comercial, avaliado pela inibição do radical superóxido.  
 

 

4.2.2.4. Inibição do radical hidroxila 

          A figura 29 mostra a inibição do radical hidroxila pelas frações polissacarídicas 

em estudo e a κ-carragenana.  Pode-se observar um efeito de inibição desse radical 

pelas frações F1 e F2, onde a FT não apresentou atividade antioxidante nas 

concentrações testadas para esse ensaio. Dentre todas as fração, a F2 apresentou 

maior atividade, inibindo em torno de 19% dos radicais hidroxilas formados, com 8 

mg/mL. Já a fração F1 atingiu 11% de inibição nessa mesma concentração. A κ-

carragenana, para esse ensaio, se mostrou pró-oxidante, aumentando em torno de 

14% a geração de radicais hidroxilas. O BHT, antioxidante sintético, atingiu o platô 

com apenas 2 mg/mL, promovendo 34% de inibição desses radicais em estudo. 
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Figura 29. Perfil de atividade antioxidante frações polissacarídicas da alga A. multifida, de uma kappa 
carragenana comercial e BHT, avaliado pela inibição do radical hidroxila.  
 

4.2.2.5. Quelação do íon ferro (Fe+2) 

         

           A figura 30 apresenta os perfis de quelação do íon ferro da fração em estudo, 

de uma κ-carragenana comercial e BHT.  A fração F1 apresentou efeito dose-

dependente na quelação do ferro, promovendo 71% de atividade. A fração atingiu o 

platô com 6 mg/mL, apresentando atividade quelante de 84%. Já a fração FT e a κ-

carragenana não mostraram nenhum efeito quelante de ferro nas concentrações 

testadas. A atividade quelante para o BHT ficou em torno de 26% com 8 mg/mL. 

 

 



84 

 

 
Figura 30. Perfil de quelação íon ferro (Fe+2) pelas frações polissacarídicas da alga A. multifida, de 
uma kappa carragenana comercial e BHT. 
 

4.2.2.6. Inibição da peroxidação lipídica 

          

          A figura 31 mostra o perfil de inibição da peroxidação lipídica das frações 

polissacarídicas, κ-carragenana comercial e o α-tocoferol. O α-tecoferol apresentou 

alta inibição da peroxidação, atingindo um platô após 2 mg/mL com atividade 

máxima  de 80% de inibição já com 4 mg/mL. As frações polissacarídicas da alga 

Amansia multifida não obtiveram efeito inibidor da peroxidação lipídica nas 

concentrações testadas. Já a κ-carragenana apresentou uma discreta inibição 

(~17%) na maior concentração testada (8 mg/mL).  
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Figura 31. Perfil da peroxidação lipídica das frações polissacarídicas da alga A. multifida, κ-
carragenana comercial e α-tocoferol. 

 

           

4.2.3. Atividade inflamatória das frações polissacarídicas da alga A. multifida 

 

4.2.3.1. Atividade hemolítica direta 

 

                A figura 32 mostra o perfil lise direta nas hemácias das três frações 

polissacarídicas em estudos, nas massas de 10, 25 e 50 µg. Como pode-se 

observar, nenhuma das frações estimulou a hemólise além do normal observado nas 

hemácias não tratadas. 

  

4.2.3.2. Atividade hemolítica via sistema complemento 

 

              O poder pró-inflamatório das três frações polissacarídicas em estudo foi 

mensurado pelo ensaio que avalia sua ação pela via alternativa do sistema 

complemento, utilizando eritrócito de coelho, pelo método descrito anteriormente. O 
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teste foi realizado para todas as frações utilizando a massa de 10, 25 e 50 µg. O 

efeito das frações no sistema complemento é demonstrado na figura 32. 

 
Figura 32.  Perfil hemolítico das frações polissacarídicas F1 (A), F2 (B) e FT (C) de A. multifida. SC: 
sistema complemento. Os resultados foram expressos pelas médias e desvio-padrão. O teste ANOVA 
foi aplicado como método estatístico. ***p<0,001. 
 
 
             Os resultados mostraram que todas as frações estimularam a lise das 

hemácias nas massas testadas (p<0,001) (figura 32). A fração F1 apresentou efeito 

semelhante nas massas testadas, aumentando a hemólise em 17,4% (p<0,001), 

onde o platô foi atingido com 10 µg. A fração F2 apresentou atividade hemolítica nas 

massas testadas, atingindo o platô com 10 µg, apresentando 15,5% de estimulação 

da lise de hemácias pela via alternativa do sistema complemento (p<0,001). A fração 

FT mostrou maior efeito hemolítico pela via alternativa do sistema complemento, 

causando uma elevação de 40.7% (25 µg) e 42.6% (50 µg) (p<0,001) (figura 32), Por 
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apresentar melhor atividades nesse ensaio e no de coagulação (aPTT), a fração FT 

foi selecionada para os testes subseqüentes de inflamação in vivo. 

 

4.2.3.3.  Peritonite aguda em camundongos da fração FT  

4.2.3.3.1. Análise da contagem global de leucócito do lavado peritoneal. 

              

           A figura 33 mostra o perfil migratório de leucócitos para cavidade peritoneal 

após 3 h de indução com as frações polissacarídicas e uma κ-carragenana 

comercial. 

 

Figura 33. Perfil de migração leucocitária para o peritônio após 3 h de tratamento com salina (NaCl 
0,9%), carragenana kappa (25 mg/kg de PC) e Fração FT (25 e 50mg/kg de PC) da alga Amansia 
multifida. Os resultados foram expressos pelas médias e desvio-padrão. O teste ANOVA foi aplicado 
como método estatístico. ***P < 0,001 vs. Controle negativo (grupo não tratado). 
 

                Além da fração FT, utilizou-se uma κ-carragenana comercial como padrão. 

O grupo controle tratado com κ-carragenana (25 mg/kg de PC) promoveu aumento 

de 337.2% na migração de leucócitos, comparado ao grupo tratado apenas com 

salina (p<0,001). A fração FT na mesma dose promoveu um amento de 313.8% na 

migração celular, quando comparado ao grupo tratado apenas com salina (p<0,001). 

Não houve diferença estatística entre a κ-carragenana comercial e fração FT na 

mesma dose (25 mg/kg de PC). Ao dobrar a dose da fração FT (50 mg/kg de PC) 
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observa-se um aumento proporcional (670.1%) na migração de leucócitos (p<0,001), 

mostrando o seu efeito dose-dependente, com diferença significativa entre as duas 

doses desta fração (p<0.001) (figura 33). 

 

4.2.3.3.2. Concentração de IL-6 do lavado peritoneal. 

           A figura 34 mostra os valores da dosagem de IL-6 no lavado peritoneal dos 

quatros grupos analisado, pelo método de Elisa sanduíche. 

.  

Figura 34. Concentração de IL-6 do lavado peritoneal após 3h de tratamento com salina (NaCl 0,9%), 
carragenana kappa (25 mg/kg de PC) e Fração FT (25 e 50mg/kg de PC) da alga Amansia 
multifida.*p<0,05 ***P < 0,001 vs. Controle negativo. 
 

           Os resultados mostraram que no grupo tratado com κ-carragenana (25 mg/kg 

de PC), houve um aumento da produção de IL-6 (39 pg/mL) quando comparado ao 

grupo de animais não tratados (22.6 pg/mL), não sendo estatisticamente significante. 

Em contraste, o grupo tratado com fração FT (25 mg/kg de PC), a concentração de 

IL-6 aumentou para 45.8 pg/mL (p<0.05). Esse efeito foi aumentado quando se 

tratou os animais com o dobro da dose (50 mg/kg de PC), chegando a uma 

concentração de 120.2 pg/mL de IL-6 no lavado peritoneal (p<0.001), quando 

comparado ao grupo tratado com solução salina (figura 35), sendo esse aumento na 

ordem de 531.8%. Comparando os dois grupos tratados com a fração FT (25 e 50 
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mg/kg de PC), observou-se um efeito dose-dependente e estatisticamente 

significantes (p<0.001) (figura 34).  

           

4.2.4.  Efeito na viabilidade celular das frações polissacarídicas da alga A. 

multifida. 

          A figura 35 mostra o efeito das frações polissacarídicas da alga A. multifida na 

viabilidade dos fibroblastos 3T3, no período de 24 e 48h. 

 
Figura 35. Efeito na viabilidade celular das frações polissacarídicas, F1 (A), F2 (B) e FT (C) da alga A. 
multifida no crescimento dos fibroblastos 3T3, no período de 24 e 48h, avaliado pelo método de MTT. 
Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método de ANOVA com **p<0,05 e ***p<0,001.  
             

 

          Após 24 h de incubação com as frações polissacarídicas, a fração F2 

apresentou efeito tóxico, diminuindo a viabilidade celular em todas as massas 
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testadas (p< 0,001), tendo maior efeito com 50 µg (49%) (figura 35B).  As frações F1 

e FT não apresentaram efeito tóxico significativo em 24 h (Figura 35A e C).  

            Os dados analisados após 48 h de incubação com as frações, revelaram que 

a fração F1 apresentou uma ação tóxica em todas as massas testadas, com efeito 

dose-dependente, promovendo 52,4% (100 µg) de inibição do crescimento celular 

(p<0,001) (Figura 35A). A fração F2 apresentou um perfil semelhante ao encontrado 

durante 24 h, não havendo diferença estatística entre esses dois tempos para esta 

fração, mostrando não haver relação tóxica com o tempo de exposição das 

amostras, nas massas testadas (figura 35B). A fração FT se mostrou a mais tóxica 

de todas em 48 h, apresentando uma inibição do crescimento celular de até 79,1% 

(100 µg) (figura 35C). 

          O estudo realizado com as células tumorais (Figura 36) mostrou um perfil 

citotóxico diferente do observado nas células saudáveis. A morte das células 

tumorais induzida pelas frações polissacarídicas durante 24 h mostrou que a fração 

F1 apresentou efeito citotóxico apenas nas menores massas testadas, realizando 

maior inibição com 50 µg (40%) (p<0,001), não sendo observado efeito tóxico com 

100 µg. Perfil similar foi observado com 48 h de incubação, onde com 50 µg obteve-

se 44% de inibição (figura 36A), não apresentando diferença estatística entre os 

efeitos entre 24 e 48 h. A fração F2 apresentou efeito tóxico no crescimento das 

células HeLa em, apresentando um perfil de inibição idêntico nos dois tempos nas 

massas testados. Para essa fração o maior efeito foi observado com 100 µg (~ 

43,5%) (p<0,001), como mostrado no figura 36B. Já a fração FT, após 24 h, 

observamos efeito tóxico significativo apenas com 25 µg (29,5%) para 24h de 

incubação (p<0,001), o qual foi perdido com o aumento da massa (50 e 100 µg). No 

entanto, com o aumento do tempo de incubação para 48h, notou-se um efeito tóxico 

a 50 µg (35%) (p<0,001), permanecendo a massa de 100 µg sem efeito significativo 

(figura 36C). 
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Figura 36. Efeito na viabilidade celular das frações polissacarídicas, F1 (A), F2 (B) e FT (C) da alga A. 
multifida no crescimento das células HeLa (câncer de colo uterino) no período de 24 e 48h, avaliado 
pelo método de MTT. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método de ANOVA com 
**p<0,05 e ***p<0,001.  
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5. Discussão 

           Em geral, é importante estudar a relação entre a estrutura química de 

polissacarídeos para estabelecer uma correlação com suas atividades 

biológicas. No entanto, polissacarídeos são geralmente polímeros complexos e 

compostos por vários monossacarídeos com diferentes ligações glicosídicas. 

Além disso, os polissacarídeos, muitas vezes, têm altos pesos moleculares e 

tendem a formar agregados em solução o que pode dificultar seu 

comportamento. Em consequência, para caracterizar as estruturas químicas e 

conformações das cadeias de polissacarídeos seria requerido diversos tipos de 

metodologias (YANG & ZHANG, 2009).  

A atividade de polissacarídeos estruturais de algas depende de vários 

parâmetros, tais como, grau de sulfatação, peso molecular, conteúdo de 

proteínas, tipo de açúcar e ramificações glicosídicas (ALBAN, SCHAUERTE, & 

FRANZ, 2002). 

              Estudos realizados com κappa, iota e lambda carragenanas (SILVA, et 

al., 2005) e galactana, da alga G. grinale (PEREIRA et al., 2005) apresentaram 

polidispersão na migração eletroforética em gel de agarose, indicando várias 

populações de polissacarídeos,  comuns em carboidratos complexos. 

              Na literatura é escasso o estudo de análise térmica de polissacarídeos 

de algas vermelhas utilizando-se o oxigênio como atmosfera em vez de 

nitrogênio e outros gases. Neste trabalho, foram realizadas análises térmicas 

de uma κ-carragenana comercial (padrão) e observou-se que as frações 

polissacarídicas de A. multifida apresentaram perfis próximos indicando 

similaridade com os compostos extraídos dessa alga. Além disso, pode-se 

verificar a presença dos carbonatos, comuns na parede celular das algas 

vermelhas (PERCIVAL & MCDOWELL, 1967).           

              Estudos realizados com uma kappa carragenana (RAMAVATAR 

MEENA et al., 2009) e uma galactana sulfatada da alga vermelha Gracilaria 

córnea (MELO et al., 2002),  mostraram valores de umidade próximos aos 

encontrados nas frações em estudo, com 13.6% para a kappa carragenana e 

em torno de 11% nas três frações obtidas a partir da  G. córnea. O estudo com 

esta kappa carragenana demonstrou também, valor de cinzas (18,9%) próximo 

ao obtido na fração F1 (21,7%). Nesse mesmo estudo, com kappa carragenana 
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o teor de sulfato (17,2%) encontrado foram próximos  aos dados obtidos com a 

FT (19,6%) e F2 (18%). 

               Zhang e colaboradores (2003) ao extraírem polissacarídeos da alga 

vermelha Porphyra haitanesis, obtiveram valores de sulfato da ordem de 

17,4%, similares com os dados obtidos neste estudo. A extração a partir da 

alga marinha A. multifida, resultou em um composto com teores de 

carboidratos similares a outros encontrados na literatura, como nas frações das 

rodofíceas Gymnogongrus griffithsiae (TALARICO, 2004), P. haitanensis 

(ZHANG et al., 2003) e κ-carragenana comercial (SILVA et al., 2010). A baixa 

contaminação protéica observada nas frações coincide com os valores 

apresentados para carragenanas do tipo iota, kappa e lambda (SILVA et al., 

2007; SOUZA et al., 2005).  A dosagem de açúcares totais (TC%) confirma as 

proporções apresentadas nas análises térmicas por termogravimetria, onde 

TC%F1>TC%FT>TC%F2. 

             Segundo Percival & McDowell (1967) e Van de Valde (2004), 

galactanas de algas vermelhas podem apresentar os açúcares: galactose, 

glicose, manose, xilose como predominantes, podendo conter ainda, ácido 

glicurônico (em menor quantidade). Resultados obtidos neste trabalho, 

demonstraram que as frações polissacarídicas de A. multifida contem estes 

monossacarídeos. Além disso, esses autores destacaram que somente as 

algas marrons possuem fucose em seus polissacarídeos. 

 Estudo realizados com galactanas sulfatadas das algas, Bostrychia 

montagnei (DUARTE et al., 2001), Georgiella confluens (KOLENDER et al., 

2002)  Gracilaria corticata (MAZUMDER et al., 2002) e Cryptonemia seminervis 

(ZIBETTI et al., 2009) também apresentaram frações que continham 

proporções consideráveis de glicose  e xilose.  

           A espectroscopia de infravermelho demonstrou que as frações de A. 

multifida apresentaram pico a 867 cm-1, o qual está relacionado a C–O–SO4 em 

C6 da galactose, e intimamente relacionado às carragenanas do tipo Lambda 

(λ) e Nu (ν), onde o grupo S=O também estaria presente (PEREIRA, 2006). 

Além disso, o teor de sulfato nas frações estudadas mostrou correlação 

positiva com esse pico. A fração F1, menos sulfatada, praticamente não 

apresentou banda quando comparada com as demais frações com 
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considerável sulfatação. A presença de ácido glicurônico foi confirmada com as 

vibrações em 1630-1650 cm-1, corroborando com a sua presença na CDP.  

              O interesse em se empregar antioxidantes de fontes naturais com o 

objetivo de aumentar a vida útil dos alimentos é consideravelmente reforçado 

pela preferência dos consumidores por ingredientes naturais e preocupações 

sobre os efeitos tóxicos dos antioxidantes sintéticos (SCHWARZ et al., 2001; 

TANG et al., 2001; DE LEONARDIS & MACCIOLA, 2003; FARAG et al., 2003). 

As algas marinhas vêm sendo consideradas como uma fonte rica em 

antioxidantes (NAGAI e YUKIMOTO, 2003). Estudos nos mostraram que 

ambos, BHA e BHT, poderiam ser tóxicos, com custos mais elevados de 

fabricação e menor eficiência do que antioxidantes naturais, tais como 

tocoferois. 

A consciência crescente por parte de consumidores na segurança de 

aditivo alimentar criou a necessidade de definir uma alternativa natural, e, 

fontes mais seguras de alimentos antioxidantes (WANASUNDARA & SHAHIDI, 

1998). 

             Todas as frações de A. multifida, mostraram poderes de redução de 

uma molécula oxidada. Observou-se uma correlação positiva com o teor de 

sulfato encontrado em cada fração polissacarídica, sugerindo uma relação 

entre o teor de sulfato e atividade antioxidante dessas moléculas. Yuan e 

colaboradores (2005) realizaram um estudo com oligossacarídeos de kappa 

carragenana verificando que sua atividade antioxidante aumentava 

proporcionalmente com o teor de sulfato da amostra. Um ano depois, Yuan e 

colaboradores (2006) afirmaram que a atividade antioxidante poderia estar 

relacionada com a variação da capacidade de doação de seu átomo de 

hidrogênio. Concluíram que o grupo  sulfato das carragenanas, substituído na 

galactose,  poderia ativar o átomo de hidrogênio do carbono anomérico. A 

mesma relação de conteúdo de sulfato e atividade antioxidante foi observado 

em polissacarídeos sulfatados de Porphyra haitanesis (ZHANG et al., 2003) e 

Bryopsis plumosa (SONG, ZHANG & ZHANG, 2010).  Na varredura do radical 

superóxido, pode-se verificar que as frações que apresentam maiores teores 

de sulfato, foram as que tiveram maior capacidade de inibição desse radical. 

Os dados das frações corroboram com os dados encontrados por Souza e 
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colaboradores (2007), ao verificarem que uma iota carragenana comercial 

apresentou 62% de inibição do radical superóxido. 

 Na varredura do radical hidroxila verificou-se uma pequena atividade 

das frações, inclusive com o BHT (antioxidante sintético). O estudo realizado 

por Heo e colaboradores (2005) mostrou que o BHT e extratos enzimáticos das 

algas Ecklonia cava, Ishige okamurae, Sargassum fullvelum e Scytosipon 

lomentaria, também apresentaram baixa atividade antioxidante sobre os 

radicais hidroxilas, pelo mesmo método usado neste estudo. Efeito semelhante 

foi observado para fração FT e κappa carragenana, comprovado por Costa e 

colaboradores (2009), onde os polissacarídeos das algas D. cervicornis, D. 

delicatula, S. filipendula, S. schroederi, C. cupressoides e C. isthmocladum 

também não apresentaram esta atividade.  

Souza e colaboradores (2007) ao avaliarem a ação antioxidante de 

frações polissacarídicas da alga marrom P. gymnospora verificaram que as 

frações analisadas apresentavam ação antioxidante em diversos sistemas in 

vitro, exceto na varredura do radical hidroxila, onde se mostrou pró-oxidante. 

Alguns trabalhos constataram que a atividade de varredoura sobre os radicais 

hidroxila, é atribuível a inibição da geração destes radicais por quelação de 

íons como Fe2+ e Cu+2, tornando-os inativos na reação de Fenton (SMITH et al., 

1992; SHON et al., 2003). Os dados sugerem que a atividade varredoura do 

radical hidroxila das frações estaria relacionada com sua capacidade quelante 

do ferro. 

 A fração FT e κappa carragenana não atuaram na inibição do radical 

hidroxila bem  como não apresentaram efeito quelante de ferro. Estudos 

realizados por Yuan e colaboradores (2006), mostraram que as κ-carragenanas 

altamente acetiladas e pouco acetiladas não mostraram atividade quelante do 

ferro. 

 Nas frações, objeto desse estudo, não observamos atividades de 

inibição da peroxidação lipídica. Dados semelhantes foram verificados com 

galactanas sulfatadas da alga Porphyra haitanensis (ZHANG et al., 2004) onde 

as mesmas não promoveram alteração significativa na produção de MDA. Além 

disso, segundo Marzocoo e colaboradores (2004) as carragenanas quando 

injetadas em ratos, causavam aumento na produção de MDA, sendo este o 

indicador da peroxidação lipídica. 
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          Produtos com diferentes pesos moleculares apresentaram atividades 

antioxidantes variadas (SONG, ZHANG & ZHANG, 2010). Zhao e 

colaboradores (2006) investigaram que no ensaio antioxidante, produtos de 

baixo peso molecular são mais eficazes do que outros de alto peso molecular. 

Estes resultados indicaram que a população de menor peso molecular da 

fração F1 foi a responsável pelo desempenho de sua atividade antioxidante, 

uma vez que também apresentou baixo teor de sulfato. 

            Souza e colaboradores (2008) realizaram um estudo onde foram 

quantificados os teores de α-tocoferol, β- caroteno, α- caroteno e retinol em 

dezenas de algas marinhas in natura, dentre elas a alga vermelha Amansia 

multifida, que apresentou esses quatros compostos em sua composição 

natural. Estes podem atuar, também, como compostos antioxidantes nesses 

seres marinhos. No entanto, o processo de extração e fracionamento tem como 

uma de suas características a retirada desses componentes da amostra. Além 

disso, quantidades insignificantes de compostos fenólicos foram observadas 

nas frações polissacarídicas, sugerindo que os polissacarídeos detêm a 

atividade antioxidante.  

               O uso de compostos anticoagulantes é muito comum na clínica 

médica. Anticoagulantes como heparina são bastante empregados, embora 

apresentem efeitos colaterais como trombocitopenias e hemorragias. Por outro 

lado, por ser de origem animal (FABRIS et al., 2000) podem   conter 

contaminantes altamente deletérios, como príons (ROCHA, et al., 2004). Isto 

justifica a busca por novas drogas que não apresentem estes prejuízos para a 

saúde do paciente.  

            As frações alga A. multififa apresentaram ação anticoagulante atuando 

na via intrínseca da coagulação sanguínea. Estudos realizados por Silva e 

colaboradores (2010) com carragenanas comerciais, revelaram que as do tipo 

kappa e iota apresentaram apenas efeito anticoagulante pelo teste de APTT. A 

iota carragenana deteve maior atividade (> 240s) que a kappa (134s) a 100 µg. 

Nesse mesmo estudo, a iota carragenana apresentou um perfil semelhante ao 

observado na fração FT (150 e 200 µg) de A. multifida,  com 60 µg apresentou 

apenas 87,9 s com 100 µg o tempo de APTT foi superior a 240 s. Além disso, 

estes autores afirmam que a ação das carragenanas pode estar relacionada 

com a potencialização da antitrombina. Costa e colaboradores (2009) 
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verificaram que polissacarídeos das algas D. cervicornis, D. delicatula, D. 

mertensis, S. filipendula, G. caudata, C. cupresoides, C. prolifera, C. 

sertularioides e C. isthmocladum não apresentaram atividade anticoagulante 

pelo teste de PT. 

            A atividade desses polissacarídeos deve-se provavelmente ao conteúdo 

de sulfato no composto (SHANMUGAN & MODY, 2000). No entanto, algumas 

vezes aquele eventualmente pode não estar diretamente relacionado com a 

atividade anticoagulante (ANDERSON & DUNCAN, 1965). Outros fatores 

devem ser levados em consideração, como tamanho do polímero e a presença 

de uma região pentassacarídica altamente aniônica como ocorre na heparina 

(LEVI, 2004).  

            A inflamação e coagulação possuem grande importância no estudo de 

doenças vasculares. As evidências de ligação entre esses dois sistemas são 

cada vez maiores, considerando que não apenas a inflamação dispara a 

coagulação, mais o inverso também é observado. Como exemplo dessa íntima 

relação, podemos destacar a ativação da coagulação e deposição de fibrina 

como uma conseqüência da inflamação. Este mecanismo é bem conhecido e 

pode ser visto como uma parte essencial da defesa do hospedeiro contra 

agentes infecciosos e células estranhas. Em um esforço para conter o invasor 

e limitar a resposta imune a uma área restrita (LEVI et al., 2004; LEVI, 2004). 

Levando em consideração esses eventos, as frações polissacarídicas 

apresentaram efeitos peculiares, pois atuaram como anticoagulante e 

inflamatório. O fato é que a ação anticoagulante desse composto não está 

relacionada a seu poder inflamatório e sim a sua estrutura química, como 

descrito anteriormente. 

            Desde a publicação feita pelo Winter (1967), o modelo de inflamação 

experimental induzida pela injeção intraplantar (i.pl) de carragenana, em ratos, 

teve e continua tendo papel vital na avaliação do efeito antiinflamatório de 

novas drogas ou de recursos fisioterapêuticos.  

O estudo do efeito inflamatório das frações polissacarídicas inicia-se 

com a observação de seu efeito hemolítico, tanto diretamente sobre as 

hemácias quanto pela via alternativa do complemento. As frações não atuaram 

diretamente sobre as hemácias provocando sua lise celular.  
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A fração FT foi a que apresentou maior atividade no ensaio de hemólise. 

Em 1954, Pillemer demonstrou que o complemento podia ser ativado por 

outros agentes, além do complexo antígeno- anticorpo (PILLEMER, 1954), pela 

evidência de que a incubação de soro não imune com polissacarídeos, como o 

zymosan, poderia levar ao consumo do complemento, por um caminho 

chamado de via alternativa.   

               O processo inflamatório foi estudado em um modelo de peritonite em 

ratos da linhagem Swiss. Comparado com a κ-carragenana padrão, a fração 

FT, na mesma dose, apresentou efeito similar na migração de células 

leucocitárias, mostrando sua potente ação na indução da migração celular. O 

estudo realizado por Silva e colaboradores (2010), avaliou também o feito 

inflamatório desses compostos, pelo ensaio de pleurisia em ratos. Nesse 

estudo a contagem de leucócitos do fluído pleural mostrou que os três tipos de 

carragenanas induziram a migração de leucócitos. 

              Outro método utilizado para avaliar o papel desses polissacarídeos na 

inflamação foi a dosagem da concentração de IL-6 no lavado peritoneal. 

Segundo Ferreira e colaboradores (1993) a dor inflamatória induzida pela 

carragenana, inicia-se indiretamente com a bradicinina ou diretamente o TNF, 

que estimulam a liberação de IL-6. A produção aumentada de IL-6 está 

envolvida na patogênese de diversas doenças inflamatórias, podendo causar 

leucocitose, trombocitose, etc. (NISHIMOTO E KISHMOTO, 2004). Assim, sua 

indução pode levar a um aumento da resposta inflamatória no sítio de injúria, 

aumentando o recrutamento do número de leucócitos Neste estudo, as 

dosagens de IL-6 mostraram um perfil de indução que corrobora com o 

encontrado na migração de leucócitos. A IL-6 é freqüentemente utilizada como 

um marcador para a ativação sistêmica das citocinas pró-inflamatórias 

(BARTON, 1997). O estudo realizado por Frode, Souza e Calixto (2002) 

verificou que a inflamação induzida por carragenana na cavidade pleural reduz 

significantemente o infiltrado de células quando administrado um anticorpo anti-

IL-6. Isto demonstra que esta citocina tem um papel fundamental na inflamação 

induzida por esses polissacarídeos. 

               As frações polissacarídicas provocaram a diminuição da viabilidade 

das células saudáveis e tumorais. Supostamente seu efeito apoptótico nas 

células saudáveis estaria relacionado ao processo inflamatório o qual ela 
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estimula. Efeitos gastrointestinais de carragenana em animais foram relatados, 

particularmente de cólon ou ulceração cecal com algumas formas de 

carragenanas em cobaias de suínos (ABRAHAM et al., 1974), coelhos (Watt & 

Marcus, 1973) e macacos (BENITZ, GOLDBERG, COULSTON, 1973). 

Recentemente, Tobacman e colaboradores (2008) demonstraram que a 

exposição de células do epitélio intestinal de humanos as carragenanas 

ingeridas resultaram na  elevação da morte, reduzindo a proliferação e parada 

do ciclo celular, quando comparado às células do controle não exposto 

(BHATTACHARYYA, BORTHAKUR, DUDEJA, & TOBACMAN, 2008). De 

acordo com estes dados, o uso extensivo de carragenanas como aditivos 

alimentares deve ser reconsiderado. Ao mesmo tempo, a segurança das 

carragenanas para uso em alimentos foi confirmada na 57° reunião do JECFA - 

Alimentos comum e Organização da agricultura das Nações Unidas / Comitê 

Pericial da Organização Mundial da Saúde em Aditivos Alimentares (JECFA, 

2001). De acordo com o JECFA, apenas carragenanas degradadas foram 

associados efeitos adversos e não devem ser utilizadas como aditivos 

alimentares. No entanto, numa perspectiva mais ampla, é verdade que a 

exposição à carragenana não degradado é inevitavelmente acompanhada por 

uma exposição a carragena degradadas. Seis anos depois, o JECFA reavaliou 

a sua posição e declarou que o uso de carragenanas na fórmula infantil como 

não recomendada, e sugerindo novos estudos sobre o consumo destes 

polissacarídeos na dieta (JECFA, 2007). 

            Ao mesmo tempo em que as frações polissacarídicas de A. multifida 

provocam diminuição da viabilidade celular em células normais, o mesmo foi 

evidenciado com células tumorais. Em especial, a fração FT com 100 µg 

(massa na qual obteve-se maior efeito citotóxico nas células saudáveis) não 

houve nenhum efeito na morte das células tumorais. Isso denota um efeito 

maléfico dessa fração. Zhou e colaboradores (2004) Investigaram o efeito da 

carragenina em células tumorais S180 e H22 in vitro e descobriu que λ -

Carragenanas não poderiam provocar morte  em células tumorais diretamente. 

As atividades antitumorais de carragenana não seriam devido à sua ação 

citotóxica e sim devido à imunomodulação (ISHIZAKA et al. 1980). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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