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RESUMO 

Macroalgas verdes marinhas (Chlorophyta) sintetizam polissacarídeos sulfatados 
com uma grande variabilidade estrutural. Alguns destes polímeros apresentam 
atividades biológicas, como atividade antiangiogênica, antitumoral, antiviral e 
anticoagulante. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar 
estruturalmente os polissacarídeos obtidos da clorófita Gayralia brasiliensis e avaliar 
sua bioatividade frente aos ensaios de vasculogênese, angiogênese, antitumoral, 
anticoagulante e antiviral. A alga seca e moída foi submetida sequencialmente à 
extração aquosa a 25 e 80 °C (4 vezes). Os extratos obtidos a 80 °C foram reunidos 
originando fração GB. A purificação de GB foi conduzida por ultrafiltração em 
membrana (cut-off 300 kDa)  obtendo-se uma fração retida (GBH, 72% de 
rendimento) e outra  eluída (GBE, 28,0% de rendimento). GBH (29,1% de grupos O-
sulfato), apresenta uma massa molar de 2.100 kDa (HPSEC-MALLS-RI) e é 
constituída majoritariamente por unidades de α-L-ramnose (64,0%) e menores  
proporções de glucose (14,5%), xilose (14,7%) e galactose (6,7%). Adicionalmente 
GBH contém ácidos urônicos (9,1%). A identificação dos ácidos urônicos realizada 
após carboxi-redução de GBH e análise por GC-MS na forma de acetatos de alditóis 
demonstrou a presença de ácido glucurônico e galacturônico (3,2% e 3,7%, 
respectivamente). Análises químicas e espectroscópicas conduzidas com a 
heteroramnana sulfatada GBH demonstraram a presença de unidade de ramnose 3-
ligadas, as quais estão parcialmente substituídas por grupos sulfato em C-4, C-2 e/ou 
em ambos carbonos C-2 e C-4. Unidades de ramnose 4-, 3- e/ou dissulfatadas (3,4 
sulfato) também são constituintes de GBH.  Adicionalmente, unidades de ramnose 
2,3-substituidas representam pontos de ramificação do polímero. Ácidos urônicos 
estão presentes principalmente como unidades 2-, 4- e 2,4-ligadas. Análises por 
RMN mono- e bidimensionais de GBH confirmam a presença de unidades de 
ramnose 2,3-dissubstituídas, 3- e 2-ligadas. A integração dos prótons anoméricos das 
unidades de ramnose de GBH carboxi-reduzida e dessulfatada mostrou uma 
proporção molar de 0,26:1,0:0,51 para as unidades de 2,3-dissubstituídas, 3- e 2-
ligadas, respectivamente. Utilizando a degradação controlada de Smith a partir de 
GBH foi possível obter uma heteroramnana modificada quimicamente (GBH-S) com 
elevados teores de grupos sulfato (38,2%) e ramnose (78,2%). As heteroramnanas 
sulfatadas GB, GBH e GBH-S apresentaram potente atividade antivasculogênica na 
membrana da vesícula vitelínica de embriões de galinha, sendo a heteroramnana 
modificada GBHS a que apresentou maior atividade. Na concentração de 320 µg 
GBH-S ocasionou 100% de inibição da vascularização, enquanto que GB e GBH 
nesta mesma concentração inibiram 94,2 e 86,9%, respectivamente. Em relação à 
atividade antiangiogênica em membrana corioalantóica destes embriões, 
concentrações de 480 e 320 µg das frações GB e GBH-S inibiram 100% da 
vascularização. As frações GBH e GBH-S (500 µg.mL-1) diminuíram 
significativamente a viabilidade das células tumorais cerebrais (glioma humano, 
linhagem U87MG) no tempo de 48 horas em 54,9% e 69%, respectivamente. 
Adicionalmente, estes polissacarídeos apresentaram atividade anticoagulante in vitro 
através dos testes de TTPA, TT e TP e atividade anti-herpética frente aos vírus 
herpes simplex (HSV) tipos 1 e 2. Desta forma, as heteroramnanas sulfatadas 
sintetizadas por G. brasiliensis apresentam uso potencial na área biomédica como 
agentes antiangiogênico, antitumoral, anticoagulante e antiviral. 

 

Palavras-chave: G. brasiliensis, ramnana sulfatada, atividade antiangiogênica 
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ABSTRACT 

Marine green macroalgae (Chlorophyta) synthesize sulfated polysaccharides with 
great structural variability. Some of these polysaccharides show biological activities, 
such as antiangiogenic, antitumor, antiviral and anticoagulant. Thus, the aim of this 
work was to characterize the structure of the polysaccharides from Gayralia 
brasiliensis (Chlorophyta) and evaluate its activity in the vasculogenesis, 
angiogenesis, antitumor, anticoagulant and antiviral assays. The dry, ground alga 
underwent sequential aqueous extractions at 25 °C and 80 °C (4 times). The extracts 
obtained at 80 °C were pooled, yielding the fraction GB. Purification of GB was 
carried out by ultrafiltration in 300 kDa molecular weight cut-off membrane, producing 
a retained (GBH, 72% yield) and an eluted (GBE, 28.0% yield) fraction. GBH (29.1% 
O-sulfate groups) has a molecular weight of 2,100 kDa (HPSEC-MALLS-RI) and is 
predominantly comprised of α-L-rhamnose (64.0%) with lesser amounts of glucose 
(14.5%), xylose (14.7%) and galactose (6.7%). In addition, GBH contains uronic 
acids (9.1%). Identification of uronic acids following carboxy-reduction of GBH and 
GC-MS analysis in the form of alditol acetates showed the presence of glucuronic 
and galacturonic acids (3.2% and 3.7%, respectively). Chemical and spectroscopic 
analyses carried out in the sulfated heterorhamnan GBH revealed the presence of 3-
linked rhamnose units, which are partially substituted by sulfate groups in C-4, C-2 
and/or both C-2 and C-4 carbon atoms. Sulfate-substituted rhamnose units in the 
positions 4-, 3- and/or 3,4-disulfate are likewise found in GBH. Moreover, 2,3-
substituted rhamnose units are the branching points of the polymer chain. Uronic 
acids are present mainly as 2-, 4- and 2,4-linked units. Mono- and bidimensional 
NMR analyses of GBH confirmed the presence of 2,3-disubstituted, 3- and 2-linked 
rhamnose units. Integration of the anomeric protons of rhamnose in carboxy-
reduced, desulfated GBH showed a molar ratio of 0.26:1.0:0.51 for 2,3-disubstituted, 
3- and 2-linked units, respectively. Controlled Smith degradation of GBH yielded a 
chemically-modified heterorhamnan (GBH-S) with high amounts of sulfate (38.2%) 
and rhamnose (78.2%). Sulfated heterorhamnans GB, GBH and GBH-S showed 
marked antivasculogenic activity in the yolk sac membrane of chicken embryos, and 
the modified heterorhamnan (GBH-S) was the sample with highest activity. At the 
dose of 320 µg, GBH-S caused complete inhibition of vascularization, whereas GB 
and GBH inhibited 94.2 and 86.9% at the same dose, respectively. In the 
antiangiogenic assay in the chorioallantoic membrane of these embryos, doses of 
480 and 320 µg of fractions GB and GBH-S inhibited 100% of vascularization. 
Fractions GBH and GBH-S (500 μg.mL-1) decreased significantly the viability of brain 
tumor cells (human glioma, lineage U87MG) after 48 hours, in 54.9 and 69%, 
respectively. In addition, these polysaccharides showed in vitro anticoagulant activity 
in the TTPA, TT and TP assays, as well as antiviral activity against herpes simplex 
virus (HSV) types 1 and 2. Hence, sulfated heterorhamnans produced by G. 
brasiliensis have potential use in biomedical sciences as antiangiogenic, antitumor, 
anticoagulant and antiviral agents. 

 

Key words: G. brasiliensis, sulfated rhamnan, antiangiogenic activity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Decorrente da grande diversidade estrutural, os carboidratos atuam como 

importantes codificadores de informações tanto à nível fisiológico como patológico 

tais como, infecções virais e bacterianas, crescimento tumoral, metástase, 

inflamação entre outros.  

As algas marinhas são uma excelente fonte de polissacarídeos sulfatados 

com estruturas químicas particulares onde a grande maioria das espécies da 

biodiversidade nacional não foi investigada em termos da sua diversidade química. 

Alguns polissacarídeos sulfatados de algas marinhas apresentam atividades 

biológicas com potencial aplicação farmacológica, tais como, atividades 

antitrombótica, antiangiogênica, antitumoral, antiviral, anti-inflamatória, ação 

antilipidêmica entre outras atividades.  

Deste modo, considerando a crescente necessidade mundial de novas drogas 

com ação terapêutica, muitos dos polissacarídeos e/ou oligossacarídeos isolados de 

algas marinhas e caracterizados quimicamente, podem representar uma fonte de 

moléculas a serem exploradas como novas drogas para o desenvolvimento de 

agentes com efetiva aplicação farmacológica. 

Considerando que poucas espécies de algas verdes, inclusive do Brasil 

tiveram a estrutura de seus polissacarídeos determinada e que esta biomassa 

representa uma fonte de novas moléculas, o grupo de pesquisa do laboratório de 

glicobiologia estrutural de algas marinhas (GLICAM) da UFPR tem analisado a 

estrutura química de algumas espécies de algas verdes e avaliado seu potencial 

como moléculas bioativas.   

Análises estruturais dos polissacarídeos de algas verdes têm demonstrado 

que estes polímeros são estruturalmente diversos dos produzidos pelas algas 

vermelhas ou pardas. Além disto, as algas verdes representam uma biomassa 

pouco explorada quando comparada as das algas vermelhas (produtoras de 

carragenanas e agaranas), ou das algas pardas (produtoras de alginatos) os quais 

são produtos comerciais amplamente utilizados em diferentes setores da indústria. 

  Os diferentes tipos de propriedades biológicas apresentadas por 

polissacarídeos sulfatados estão associadas ao tipo de unidade monossacarídica 

que constitui o polímero, ao posicionamento e teor dos grupos substituintes, de 
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maneira particular aos grupos sulfato, e massa molar. Estes fatores são 

responsáveis pela conformação da molécula e, portanto, relacionados diretamente 

com a atividade biológica em estudo. Deste modo a análise da estrutura química de 

polissacarídeos é de fundamental importância para que se possa correlacionar 

dados estruturais com os resultados de atividade biológica.  Este conhecimento abre 

perspectivas de projeção de compostos com maior atividade onde modificações 

químicas no polímero ou nos seus produtos de degradação parcial podem gerar 

moléculas com potencial aplicação farmacológica. 

Deste modo, o presente trabalho dá continuidade aos estudos com 

polissacarídeos sulfatados de macroalgas verdes marinhas enfocando o estudo de 

uma nova espécie de alga Gayralia brasiliensis, a qual foi recentemente descrita. 

Estes estudos objetivam a análise estrutural dos polissacarídeos sulfatados 

produzidos por G. brasiliensis (CAPÍTULO I), bem como a avaliação da potencial 

aplicação biotecnológica destes polissacarídeos e de seus produtos modificados 

quimicamente como compostos antivasculogênico/antiangiogênicos, antitumorais, 

anticoagulantes e antivirais (CAPÍTULO II). 
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CAPÍTULO I – CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS POLISSACARÍDEOS 

OBTIDOS DA MACROALGA VERDE MARINHA Gayralia brasiliensis 

 

 

2. OBJETIVOS 

 
  

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

 O presente Capítulo deste trabalho tem por objetivo geral caracterizar a 

estrutura química de polissacarídeos sulfatados obtidos da macroalga verde marinha 

Gayralia brasiliensis. 

 
 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

- Extrair os polissacarídeos solúveis em meio aquoso a 25 °C e a 80 °C; 

 

- Purificar os polissacarídeos solúveis obtidos por extração aquosa; 

 

- Determinar a estrutura química da fração polissacarídica purificada por métodos 

químicos (hidrólise total, carboxi-redução, dessulfatação solvolítica, análise de 

metilação); 

 

- Determinar a estrutura química da fração polissacarídica purificada por métodos 

espectroscópicos (ressonância magnética nuclear monodimensional e 

bidimensional); 

 

- Obter frações de menor massa molar da fração purificada por degradação 

Controlada de Smith para estudos estruturais e de atividade biológica (CAPÍTULO 

II). 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1. ALGAS MARINHAS 

Algae é definido por uma população não homogênea de organismos marinhos 

e as algas marinhas pertencem a este grupo sendo subdividido em três reinos: 

Reino Plantae, Reino Monera ou Bactéria e Reino Protista. As algas azuis ou 

cianofíceas, procariontes, organismos unicelulares e autótrofos constituem o Reino 

Monera. Estes organismos foram os primeiros seres vivos a aparecerem no planeta, 

se caracterizam por seu habitat em ambientes úmidos e sobrevivência onde há 

escassez de nutrientes (CARVALHO; ROQUE, 2000; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 

2004). Esses organismos podem ser encontrados em oceanos, águas doces, solos, 

rochas e superfície de outros vegetais como simbiontes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 

2004). 

Distintamente do Reino Monera, os organismos pertencentes ao Reino 

Protista são eucariontes, unicelulares e pluricelulares (de organização simples), 

heterótrofos ou autótrofos. As algas que pertencem a este Reino são constituídas 

por pigmentos, a exemplo da clorofila, caroteno e xantofilas. Devido à presença 

destes pigmentos, estas algas são capazes de realizar a fotossíntese (VIDOTTI; 

ROLLEMBERG, 2004). 

O Reino Plantae se caracteriza por englobar os organismos eucariontes, 

pluricelulares e autótrofos. As algas marinhas dos filos Rhodophyta, Phaeophyta e 

Chlorophyta são integrantes deste reino. O filo Phaeophyta é composto pelas algas 

pardas que são organismos pluricelulares encontrados somente em ambientes 

marinhos e o filo Rhodophyta é constituído pelas algas vermelhas, que contêm o 

pigmento ficoeritrina no interior das suas células, responsável pela sua coloração 

avermelhada. O filo Chlorophyta compreende a maioria das algas verdes, as quais 

podem ser encontradas em ambientes úmidos, água doce e em oceanos 

(CARVALHO; ROQUE, 2000; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).  
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3.1.1. Algas verdes 

 
 

 As algas verdes são encontradas em ambientes aquáticos, como nos 

oceanos e em águas doces. Podem ser encontradas também em solos úmidos ou 

troncos de vegetais e até sobre a neve. Alguns tipos de liquens também são 

formados pela associação de algas verdes e fungos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 

2004). Através da fotossíntese, as algas verdes, também chamadas de clorofíceas, 

são os principais produtores de oxigênio molecular disponível no planeta (LEWIS; 

McCOURT, 2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). 
 Tanto as espécies macroscópicas quanto as microscópicas de algas verdes 

possuem cloroplastos, que são constituídos por duas membranas contendo os dois 

tipos de clorofilas A e B, o que caracteriza a coloração esverdeada destes 

organismos. Outros pigmentos acessórios são sintetizados por estas algas, como o 

betacaroteno e as xantofilas e o amido é a principal substância de reserva nas 

células de algas. Por possuírem o mesmo tipo de clorofila das plantas terrestres, as 

algas são consideradas ancestrais dos vegetais terrestres (LEWIS; McCOURT, 

2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). 

 Através da evolução, duas grandes linhagens Chlorophyta e Charophyta 

deram origem às algas verdes. A maioria das algas verdes descritas e denominadas 

tradicionalmente de algas verdes pertence ao filo Chlorophyta. Esse filo é 

subdividido em três classes: Chlorophyceae, Pleurastrophyceae e Ulvophyceae. 

Algas verdes terrestres que evoluíram das algas aquáticas e uma grande variedade 

de algas verdes pertencem ao filo Charophyta (LEWIS; McCOURT, 2004). 

 A macroalga verde marinha Gayralia brasiliensis, utilizada neste trabalho, 

pertence à classe Ulvophyceae (Chlorophyta). As algas verdes marinhas mais 

conhecidas são a Ulva (alface-do-mar), Codium, Caulerpa, Acetabularia e alguns 

gêneros de água doce como Pithophora, Cladophora e Rhizoclonium (LEWIS; 

McCOURT, 2004). 

 As macroalgas verdes são amplamentes distribuídas na natureza. No Brasil, 

elas podem ser encontradas ao longo da costa brasileira. Uma grande concentração 

de diferentes espécies de algas verdes habitam a costa nordeste do país e os 

costões rochosos do Espírito Santo e Santa Catarina. No entanto, algumas espécies 
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são encontradas nas praias arenosas dos estados de São Paulo e do Paraná 

(OLIVEIRA et al., 1999).  

 As algas desempenham diversas funções no ecossistema aquático, como a 

produção de biomassa, atuam na mineralização e no ciclo dos elementos químicos, 

além de produzirem oxigênio que é utilizado pelos organismos aquáticos. Estas 

algas também servem de alimento para diferentes espécies de organismos 

aquáticos e para seres humanos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Os povos 

orientais utilizam as macroalgas verdes como fonte de alimentos há milênios. Este 

interesse é devido aos altos índices de fibras dietéticas, ácidos graxos poli-

insaturados, minerais e vitaminas (ITO; HORI, 1989; ZUBIA et al., 2009).  

 As algas marinhas também são empregadas na indústria alimentícia por 

possuirem propriedades espessantes, gelatinizantes e estabilizantes. Estas 

propriedades são devido à presença de polissacarídeos na parede celular destas 

algas. Estes polissacarídeos também têm sido investigados quanto as suas 

atividades biológicas (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004; YUANA et al., 

2006; RODRIGUES et al., 2009; CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011; 

COSTA et al., 2010; CARVALHO, 2013). 

 

 

3.2. GÊNERO Gayralia 

 

 

 Gayralia é um gênero de macroalgas verdes marinhas monostromáticas.  São 

amplamente distribuídas em regiões marinhas de clima temperado a clima tropical 

(LELIAERT et al., 2012). Polissacarídeos sulfatados com propriedades antivirais e 

antitumorais foram recentemente isolados da espécie Gayralia oxysperma 

(CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011; CARVALHO, 2013). No entanto, a 

taxonomia, a biologia, a filogenia e a biogeografia deste gênero permanecem, em 

grande parte, escassas. A taxonomia sofreu várias mudanças de nomenclatura 

desde 1960, a exemplo da espécie G. oxysperma, que tem sido erroneamente 

identificada como Ulvaria oxysperma (Kützing) Blinding ou Monostroma oxyspermum 

(Kützing) Doty (GAYRAL, 1965, BLIDING, 1968, VINOGRADOVA, 1969). 

 A alga G. oxysperma tem sido colhida esporadicamente durante as últimas 

décadas por moradores locais e vendidas com a finalidade de alimentação. No 
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entanto, sua produção é limitada no meio ambiente. Devido a esse fato, 

pesquisadores estudaram as melhores condições de cultivo das espécies de 

Gayralia. Neste estudo, foi elaborada uma nova técnica de cultivo através de redes 

suspensas. Através desta técnica, a produção poderia se tornar uma fonte de renda 

sustentável durante o ano todo aos moradores da região costeira do Paraná. 

(PELLIZZARI; OLIVEIRA; YOKOYA, 2004; PELLIZZARI et al., 2007. 

 A espécie utilizada no presente trabalho, Gayralia brasiliensis, antes 

referenciada como Monostroma sp. (NASATTO, 2012), se difere de G. oxysperma 

em seu habitat na zona intertidal das costas brasileiras. Enquanto G. brasiliensis 

pode ser encontrada ao longo da costa brasileira, o habitat de G. oxysperma se 

limita as costas da região sul (Paraná e Santa Catarina) e sudeste (São Paulo). 

Macroscopicamente as duas algas são muito similares, portanto algumas 

ferramentas taxonômicas como, por exemplo, a análise molecular é necessária para 

diferir as duas espécies (PELIZZARI et al., 2013). 

 Estudos pioneiros a respeito da estrutura química dos polissacarídeos de G. 

oxysperma foram realizados por pesquisadores do grupo de Química de 

Carboidratos da UFPR. Cassolato e colaboradores (2008) determinaram a estrutura 

química fina dos polissacarídeos que compõem a macroalga verde e avaliaram sua 

atividade antiviral. Em 2011, Ropelatto iniciou os estudos de atividade antitumoral 

dos polissacarídeos sulfatados de G. oxysperma com linhagens de células tumorais 

de glioma humano (U373MG e U87MG). E mais recentemente, Carvalho (2013) deu 

continuidade a essa pesquisa, utilizando as mesmas linhagens de células tumorais, 

avaliando o mecanismo de ação dos produtos de menor massa molar, obtidos por 

degradação controlada de Smith, a partir dos polissacarídeos sulfatados.  

 G. brasiliensis é uma nova espécie, recentemente descrita por Pellizzari e 

colaboradores (2013), onde pela primeira vez no presente trabalho, estudos da 

estrutura química e de atividade biológica dos polissacarídeos obtidos desta espécie 

foram realizados. 

 As algas da espécie G. brasiliensis obtidas para os estudos neste trabalho 

foram coletadas na baía de Paranaguá, município de Paranaguá-PR, sendo 

identificadas e cedidas pela Dra. Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciências 

Biológicas - Faculdade Estadual de Filosofia, Ciências e Letras de Paranaguá).  
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3.3. POLISSACARÍDEOS SULFATADOS DE MACROALGAS MARINHAS 

 

 
3.3.1. Distribuição dos polissacarídeos sulfatados na natureza 
 

 

 Organismos animais (vertebrados e invertebrados) sintetizam polissacarídeos 

sulfatados (CÁSSARO; DIETRICH, 1977; MOURÃO; PEREIRA, 1999; MOURÃO, 

2004; DREYFUSS et al., 2009). No entanto, os vegetais (algas e angiospermas 

marinhas) também são capazes de produzir polissacarídeos sulfatados naturalmente 

(AQUINO et al., 2005; CASSOLATO et al., 2008; LI et al., 2012; FERREIRA et al., 

2012). Neste sentido, têm despertado grande interesse nestes polissacarídeos 

sulfatados obtidos de fonte não animal como agentes farmacológicos naturais em 

diversas doenças (ROPELATTO et al., 2011; DIAS et al., 2008; LI et al., 2012). 

 Os polissacarídeos sulfatados obtidos de fontes animais estão presentes 

como proteoglicanos, compondo a matriz extracelular e a superfície celular. As 

proteoglicanas são constituídas por cadeias de glicosaminoglicanas que estão 

ligadas covalentemente a uma proteína central (DREYFUSS et al., 2009). Estas 

glicosaminoglicanas são compostas por unidades de dissacarídeos repetitivos, 

constituídos de hexosaminas e por ácido urônico (ácido glucurônico ou ácido 

idurônico) ou galactose (no queratam sulfato), além de possuirem grupos sulfato em 

diversas posições. Os mais comuns são os galactosaminoglicanos (condroitina-

sulfato e dermatam sulfato) e os glucosaminoglicanos (heparam sulfato, heparina e 

sulfato de queratina) (KJELLÉN; LINDAHL, 1991). 

 Uma justificativa para a presença de polissacarídeos sulfatados em 

organismos vegetais, como as algas marinhas é que, nos primordios da vida nos 

oceanos, os organismos marinhos precisaram se adaptar às grandes concentrações 

de sais presentes no meio. Deste modo, desenvolveram mecanismos para utilização 

dos nutrientes disponíveis, onde altas concentrações de íons neste ambiente 

(cloreto, brometo, sulfato, e iodeto) resultaram na presença de compostos altamente 

sulfatados e halogenados nas algas marinhas. Assim é observado um acúmulo de 

ânions sulfato nos organismos que vivem em ambientes com altas concentrações de 

íons (CARVALHO; ROQUE, 2000). 
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 Organismos evolutivamente distantes presentes em diferentes ambientes 

marinhos sintetizam polissacarídeos com características estruturais semelhantes, 

principalmente as fucanas e as galactanas sulfatadas. Estes estudos sugerem que a 

ocorrência de polissacarídeos sulfatados em organismos marinhos seja de fato, uma 

adaptação de sobrevivência ao meio. Gramíneas marinhas pertencem a um grupo 

de angiospermas que desenvolveram a capacidade de adaptação ao ambiente 

oceânico. Este grupo sintetiza altas quantidades de polissacarídeos sulfatados em 

contraste com as espécies de habitat terrestre e de água doce (AQUINO et al., 

2005). 

 Os polissacarídeos sulfatados produzidos pelas algas marinhas vermelhas 

(Rhodophyta) são encontrados como galactanas sulfatadas, mais conhecidas como 

agaranas e carragenanas. Estudos revelaram que a cadeia principal deste 

polissacarídeo é constituída por unidades de galactose ligadas alternadamente por 

ligações do tipo α-(1→3) e β-(1→4). Nestas cadeias, as unidades β-ligadas 

pertencem à série D- e as unidades α-ligadas podem se apresentar à série D- ou L-

galactose, ocorrendo parcialmente como 3,6-anidrogalactose. A principal diferença 

entre as galactanas é pela presença de outros grupos substituintes e pela 

concentração de grupos sulfato. Estas galactanas formam a matriz maleável que 

constitui a estrutura fibrosa da parede celular destas algas (SHANMUGAM; MODY, 

2000; CARVALHO; ROQUE, 2000; DUARTE et al., 2002; AQUINO et al., 2005; 

FERREIRA et al., 2012). 

 Nas algas pardas (Phaeophyta) os polissacarídeos estão presentes na forma 

de fucanas. Estes são heteropolissacarídeos sulfatados e compostos 

majoritariamente por fucose, ácido glucurônico e xilose. Em algumas espécies de 

algas pardas também se observa a presença de galactose e manose. Os compostos 

denominados de fucoidan, fucoidanas e sargaço também estão inseridos neste 

grupo. As fucanas compõem a matriz da parede celular deste filo (PAINTER, 1983; 

SHANMUGAM; MODY, 2000; CARVALHO; ROQUE, 2000; DUARTE et al., 2001a; 

AQUINO et al., 2005; FERREIRA, 2012). 

 Heteropolissacarídeos sulfatados como glucuronoxiloramnanas, 

glucuronoxiloramnogalactanas e xiloarabinogalactanas estão presentes nas algas 

verdes (Chlorophyta) e compõem a matriz da parede celular destas algas. 

Polissacarídeos sulfatados de algas verdes que se encontram ligados 

covalentemente a proteínas são classificados como proteoglicanas (PAINTER, 1983; 



32 
 

SHANMUGAM; MODY, 2000; AQUINO et al., 2005). Algumas espécies de 

macroalgas verdes marinhas produzem polissacarídeos constituídos principalmente 

por unidade de ramnose, sendo chamados de ramnanas (CASSOLATO et al., 2008; 

LI et al., 2012). 

 

 

3.3.2. Composição química e estrutura dos polissacarídeos presentes no 
gênero Gayralia 

 

 

 Como os relatos sobre os polissacarídeos do gênero Gayralia se limitam aos 

trabalhos realizados pelo grupo do laboratório Glicam do Departamento de 

Bioquímica e Biologia molecular da UFPR, este item enfocará principalmente as 

pesquisas realizadas por Cassolato e colaboradores (2008), Ropelatto (2011) e 

Carvalho (2013) com a macroalga verde G. oxysperma. 

 Nos trabalhos de Cassolato e colaboradoes (2008) e Ropelatto (2011) os 

polissacarídeos sintetizados por G. oxysperma foram obtidos através de extrações 

aquosas a frio (25 °C) e a quente (80 °C) gerando frações polissacarídicas brutas. A 

extração a 80 °C resulta em um maior rendimento em relação à extração a frio (25 

°C). As frações brutas obtidas por extração a 80 °C foram constituídas 

majoritariamente por unidades de ramnose (56,0 – 88,6 mol%), apresentando 

menores concentrações de outros monossacarídeos como a xilose (3,9 – 10,4 

mol%), arabinose (3,0 – 10,1 mol%), glucose (2,8 – 21,0 mol%), galactose (2,1 – 6,2 

mol%) e manose (1,2 – 2,5 mol%). Estes polissacarídeos são altamente sulfatados 

(21,2 – 30,9%) o que está de acordo com outras espécies de algas verdes, a 

exemplo das algas da ordem Ulvales, que apresentam grau de sulfatação entre 6,0 e 

28,0%. Adicionalmente, foi detectada a presença de ácidos urônicos (12,2 – 17,0%) 

nestes polissacarídeos, que correspondem aos ácidos glucurônico e galacturônico. 

 A fração polissacarídica de maior rendimento obtida a 80 °C, foi submetida ao 

processo de ultrafiltração em membrana (limite de exclusão de 300 kDa) onde se 

obteve uma fração retida e outra eluída. A fração retida na membrana apresentou-se 

homogênea em relação à massa molar, estimada em 1519 kDa. Esta fração 

homogênea foi selecionada para os estudos de estrutura química dos seus 

polissacarídeos. Análises químicas e espectroscópicas demonstraram que a fração 
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homogênea correspondia a uma heteroramnana ramificada e altamente sulfatada 

(~28%). Este polissacarídeo continha unidades de α-L-ramnose 2,3-dissubstituídas, 

2- e 3-ligadas na proporção de aproximadamente 1:1:3, as quais se encontravam 

53,0, 54,0 e 29,0% sulfatadas em C-4. Grupos sulfato também encontravam-se nos 

carbonos C-2 (38,0%), C-2 e C-4 (14,0%) das unidades de ramnose 3-ligadas e nas 

unidades 2-ligadas, nos carbonos C-3 e C-4 (22,0%). Sulfatos em C-2 (80,0%) dos 

ácidos urônicos também foram detectados. Verificou-se assim, que a heteroramnana 

apresentava um ponto de ramificação a cada cinco unidades de ramnose na cadeia 

principal (CASSOLATO et al., 2008). 

 Em resumo, a Figura 1 apresenta as principais unidades de ramnose que 

constituem a heteroramnana sulfatada obtida de G. oxysperma. 

 
 

 

 
 

FIGURA 1 – PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA 

HETERORAMNANA SULFATADA DE G. oxysperma. 

 

FONTE: CASSOLATO (2008). 
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3.3.3. Produtos de degradação controlada de Smith obtidos de polissacarídeos 

sulfatados de Gayralia 

Metodologias que promovem a redução da massa molar dos polissacarídeos 

ácidos produzidos pelas clorófitas são utilizadas para facilitar os estudos estruturais 

destes polímeros. O método de degradação controlada de Smith, utilizado em nosso 

grupo de pesquisa (GLICAM), é uma ferramenta importante que facilita o estudo 

estrutural de tais compostos tão complexos (LAHAYE; BRUNEL; HAYAKAWA, 2000; 

RAY, 2006; ROPELATTO, 2011). 

O método de degradação controlada de Smith baseia-se na oxidação dos 

polissacarídeos que possuam hidroxilas vicinais através do íon periodato, onde 

ocorre a clivagem específica de ligações entre os carbonos. Neste método, a 

hidrólise ácida leve permite que as unidades resistentes ao íon periodato 

permaneçam intactas. Isto ocorre porque os derivados alcoólicos, por serem acetais 

verdadeiros são mais sensíveis aos ácidos, enquanto nestas condições de hidrólise, 

as ligações glicosídicas são mais resistentes (CORRÊA, 1971). 

Com o objetivo de se obter mais informações sobre a estrutura química dos 

polissacarídeos sulfatados obtidos de G. oxysperma, Cassolato e colaboradores 

(2008) submeteram frações polissacarídicas purificadas à degradação controlada de 

Smith e obtiveram os produtos degradados de Smith. Frações polissacarídicas 

nativas também foram submetidas ao mesmo método por Ropelatto (2011) e 

Carvalho (2013). 

Os produtos de degradação controlada de Smith, em relação à fração de 

origem, apresentaram aumento significativo nos teores de ramnose (64,1 → 91,4 

mol%), diminuição dos teores de xilose (13,5 → 3,0 mol%), de glucose (18,8 → 5,6 

mol%) e galactose (3,6 → 0 mol%). Os teores de grupos sulfato não sofreram 

alterações (~26%). Através de análise por HPSEC-MALLS-IR, essa fração se 

mostrou homogênea e a sua massa molar foi estimada em 109 kDa, portanto, um 

decréscimo de ~14 vezes da fração polissacarídica de origem (1519 kDa) foi 

observado, quando essa fração foi submetida ao método de degradação controlada 

de Smith (CASSOLATO et al., 2008). 

Os produtos de degradação controlada de Smith, obtidos a partir do extrato 

polissacarídico bruto, também apresentaram um aumento no grau de sulfatação da 
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molécula (25,7 → 34,3%) e também nos teores de ramnose (75,0 → 88,8 mol%). 

Duas frações homogêneas foram obtidas a partir dos produtos de degradação 

controlada de Smith, através de cromatografia de troca iônica. As massas molares 

dessas frações foram de 109,3 e de 251 kDa. Nos ensaios de citotoxicidade contra 

células tumorais de glioma humano, a fração de maior massa molar, com maior grau 

de sulfatação e com maior concentração de unidades de ramnose dissulfatadas, foi 

mais efetiva que a fração de massa molar 109,3 kDa (ROPELATTO, 2011).  

 A fração homogênea de maior massa molar (251 kDa) foi altamente sulfatada 

(41%) e composta majoritariamente por unidades de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas 

e ramnose 2-ligadas 3,4-sulfatadas. A fração de menor massa molar foi constituída 

qualitativamente pelos mesmos tipos de unidades de ramnose sulfatadas presentes 

na fração de massa molar de 251 kDa, no entanto, apresentou um teor 

significativamente menor de unidades de ramnose 2-ligadas 3,4-sulfatadas e teores 

menos expressivos em termos de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas (ROPELATTO, 

2011). 

 A degradação controlada de Smith é utilizada, basicamente, com o objetivo de 

se obter mais informações sobre a estrutura química dos polissacarídeos sulfatados 

de estrutura complexa. No entanto, visto que os polissacarídeos após serem 

submetidos a esta técnica apresentam características estruturais diferenciadas, 

como por exemplo, maiores teores de grupos sulfato e diminuição da massa molar, 

os produtos de degradação controlada de Smith podem ser moléculas promissoras 

nos estudos de bioatividade. 

 Neste sentido, o presente trabalho descreve as características químicas dos 

polissacarídeos obtidos de G. brasiliensis, bem como os produtos de degradação 

controlada de Smith (CAPÍTULO I) e a atividade biológica dessas moléculas 

(CAPÍTULO II). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. ESPÉCIE G. brasiliensis E SEU POSICIONAMENTO SISTEMÁTICO 

O aspecto geral da alga estudada neste trabalho está apresentado na Figura 

2 e a classificação pertence a: 

Super-Reino: Eucariota 

Reino: Plantae 

Sub-reino: Viridaeplantae 

Filo: Chlorophyta 

Classe: Ulvophyceae 

Ordem: Ulvales 

Família: Gayraliaceae 

Gênero: Gayralia 

Espécie: Gayralia brasiliensis nov. Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya. 

FIGURA 2 – ASPECTO GERAL DA CLÓROFITA G. brasiliensis. 

FONTE: PELLIZZARI et al., 2013. 

A excicata da espécie G. brasiliensis foi depositada no herbário do 

Departamento de Ciências Biológicas - Faculdade Estadual de Filosofia, Ciências e 
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Letras de Paranaguá, sob o número SPF56198 (11 Agosto de 2006; Franciane M. 

Pellizzari). 

 

 

4.2. COLETA E PROCESSAMENTO 

 

 

 Os exemplares de G. brasiliensis obtidas foram coletadas na baía de 

Paranaguá, município de Paranaguá-PR, sendo identificadas e cedidas por 

Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciências Biológicas - Faculdade Estadual 

de Filosofia, Ciências e Letras de Paranaguá).  

 A alga verde G. brasiliensis foi inicialmenente lavada em água doce, seca em 

estufa a 25 – 30 °C e moída em moinho de faca (Wiley Mill). Após esta etapa, a alga 

foi submetida ao processo de extração aquosa como descrito a seguir. 

 

 

4.3. EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DA ALGA G. brasiliensis 

 

 

 A alga seca e moída foi inicialmente submetida à extração aquosa (5% m/v) 

sob agitação mecânica, em temperatura de 25 °C por 4 horas, sendo este processo 

realizado por duas vezes. Após cada etapa, os extratos aquosos foram 

centrifugados a 7.700 x g por 20 minutos e concentrados em rotaevaporador sob 

pressão reduzida. Aos sobrenadantes adicionou-se etanol (3:1 v/v) para precipitação 

dos polissacarídeos. Os precipitados foram separados por centrifugação, reunidos e 

ressolubilizados em água, dialisados contra água destilada e liofilizados. As frações 

brutas obtidas foram denominadas Gb1 e Gb2 (G. brasiliensis), correspondendo a 

primeira e a segunda extrações aquosas a 25 °C, respectivamente. 

 Os precipitados das algas foram sequencialmente submetidos a extrações 

aquosas a 80 °C (5% m/v), em banho-maria, sob agitação mecânica, durante 4 

horas (4 vezes). Após cada etapa, os extratos aquosos foram centrifugados a 7.700 

x g por 20 minutos, submetidos à redução de volume (em rotaevaporador), 

precipitados com etanol (3:1 v/v) e centrifugados. Os polissacarídeos precipitados 

foram ressolubilizados em água, dialisados contra água destilada e liofilizados, 
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originando as frações brutas Gb3, Gb4, Gb5 e Gb6 (G. brasiliensis), correspondendo 

à primeira, segunda, terceira e quarta extrações a 80 °C, respectivamente. Os 

resíduos das algas foram guardados em congelador. 

 

 

4.4. ULTRAFILTRAÇÃO EM MEMBRANA 

 

 

 As frações obtidas por extração a 80 °C (Gb3, Gb4, Gb5 e Gb6) foram 

reunidas e essa fração foi nomeada GB. Para o fracionamento dos polissacarídeos 

sulfatados presentes na fração bruta GB, realizou-se ultrafiltração em membrana de 

celulose regenerada ou polietersulfona com limite de exclusão de 100 kDa, 300 kDa 

e 500 kDa (Millipore). As ultrafiltrações foram realizadas por um sistema de filtração 

modelo 16249, SARTORIUS, acoplado a um cilindro de ar comprimido. 

 Neste método os polissacarídeos da fração GB foram solubilizados em água, 

em uma concentração de 0,1 g%, e submetidos à filtração em cilindro, sob pressão, 

sendo obtido um material retido (acréscimo da letra “H”) na membrana e um material 

eluído (acréscimo da letra “E”). 

 

 

4.5. MÉTODOS ANALÍTICOS GERAIS 

 

 
4.5.1. Carboidratos totais 
 
 

 Os carboidratos totais foram quantificados através do método fenol-ácido 

sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). Como padrão utilizou-se a ramnose (solução de 100 

μg.mL-1) e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 480 nm (linearidade entre 10 – 50 μg de açúcar). 
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4.5.2. Proteínas totais 

 
 

 O método de Lowry e colaboradores (1951) foi aplicado para dosagem das 

proteínas totais utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau. O padrão utilizado foi 

solução de BSA (albumina de soro bovino) na concentração de 1 mg.mL-1. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 660 nm 

(linearidade entre 5 – 100 μg de proteína). 

 

 

4.5.3. Grupos sulfato 
 
 

 Os teores de grupos sulfato foram determinados utilizando como reagente a 

mistura gelatina-bário (DODGSON e PRICE, 1962). Inicialmente foi realizada a 

hidrólise total dos polissacarídeos com HCl 1M por 5 horas na temperatura de 105 

°C que ocasiona a liberação dos grupamentos sulfato. O sulfato em contato com o 

íon bário (solução como BaCl2) forma um composto insolúvel, o BaSO4. Este 

composto se mantém em suspensão devido à presença da gelatina (Oxoid) o que 

deixa a solução com aspecto de turbidez, sendo medida em espectrofotômetro. O 

padrão utilizado foi uma solução de sulfato de sódio, na concentração de 100 μg.mL-

1, e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 360 nm (linearidade 

entre 20 – 200 μg de sulfato). 

 

 
4.5.4. Ácidos urônicos 

 
 

 Os ácidos urônicos foram dosados através do método descrito por Filisetti-

Cozzi e Carpita (1991), utilizando o m-hidroxibifenila. Glucoronato de sódio na 

concentração de 100 μg.mL-1 foi utilizado como padrão. O método apresenta. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 525 nm 

(linearidade entre 1 – 38 μg de ácidos urônicos). 
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4.5.5. Polarimetria 

 
 

 A rotação óptica específica ([α]D25°) foi determinada com as amostras na 

concentração de 0,2 g% em água na temperatura de 25 °C. Foram utilizadas 

cubetas de 10 cm de comprimento em polarímetro (RUDOLPH RESEARCH) no 

comprimento de onda de 589,3 nm. 

 

 

4.6. MÉTODOS HIDRÓLITICOS 

 

 

4.6.1. Hidrólise ácida total para composição monossacarídica 

 
 
 Os polissacarídeos (~1 mg) da macroalga G. brasiliensis foram hidrolisados 

com TFA 1 M por 4 horas a 100 °C. Os monossacarídeos hidrolisados foram 

reduzidos com NaBH4 por 15 horas a temperatura ambiente. Após, foram 

neutralizados com ácido acético (1:1 v/v) sendo seu excesso transformado em ácido 

bórico. Para remoção do ácido bórico, as amostras foram co-destiladas com metanol 

(3 x), onde este ácido se encontrava na forma de borato de metila. Para acetilação 

dos alditóis foi utilizado 1 mL de anidrido acético (120 °C por 1 hora). Os acetatos de 

alditóis foram analisados por CG-EM. 

 

 

4.7. MODIFICAÇÕES QUÍMICAS DOS POLISSACARÍDEOS 

 

 

4.7.1. Carboxi-redução 
 

 

 A metodologia de carboxi-redução foi realizada com a fração GBH. Neste 

método, os ácidos urônicos que constituem a cadeia polissacarídica são convertidos 

em ésteres pela carbodiimida [1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) carbodiimida] (CMC). 
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Desta forma, são reduzidos com NaBH4 ou NaBD4 a seu respectivo açúcar neutro 

(Ex: ácido glucurônico → glucose).  

 A fração polissacarídica foi solubilizada em tampão MES 0,2 M (pH 4,75) e 

então a CMC é adicionada vagarosamente na proporção de 1,0 mM de 

carbodiimida:50 μEq de carboxila. Esta solução foi agitada por 1 hora e o pH 

ajustado para 7,0 através do tampão TRIS 2,0 M, então adicionou-se o NaBD4 até a 

obter uma solução 2M. Após esta etapa, a solução foi mantida a 30 °C por 12 horas 

e neutralizada com ácido acético (1:1 v/v), dialisada contra água destilada e água 

miliQ em membrana de limite de exclusão de 6 – 8 kDa e liofilizada. Para 

identificação da fração carboxi-reduzida, foi adicionada a letra “-R” (carboxi-

reduzido) ao nome original. 

 

 

4.7.2. Dessulfatação por tratamento solvolítico da fração carboxi-reduzida 
 
 

 A dessulfatação da fração carboxi-reduzida (200 mg) foi realizada com os 

polissacarídeos na forma de sal de piridínio, onde a fração polissacarídica foi 

solubilizada em água destilada (30 mg.mL-1), sendo posteriormente adicionada a 

resina catiônica (DOWEX 50x8) na forma protonada (H+) sob agitação por 30 

minutos. O pH do sobrenadante foi medido (1,0 – 2,0). A separação da resina foi 

realizada por filtração e os filtrados foram neutralizados com piridina até pH 7,0 e 

então liofilizados (NAGASAWA; INOUE; TOKUYASU, 1979). 

 Os polissacarídeos na forma de sal de piridínio foram submetidos ao processo 

de solvólise. Para este processo, os polissacarídeos foram solubilizadas em uma 

mistura de dimetilsulfóxido:metanol:piridina (proporção de 89:10:1) (v/v). Esse 

processo de solubilização foi realizado respeitando a relação de 10 mg de 

polissacarídeo para 3 mL da mistura (NAGASAWA; INOUE; TOKUYASU, 1979). As 

soluções foram mantidas a 100 °C (estufa) por 4 horas. Após, a solução foi mantida 

em temperatura ambiente até resfriamento, dialisada contra água destilada e 

liofilizada. Após este procedimento, a fração dessulfatada foi identificada pela adição 

da letra “D” (dessulfatado) ao nome original da mesma. 
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4.7.3. Degradação controlada de Smith 

 
 

 Para degradação controlada de Smith, 550 mg da fração GBH foram 

solubilizados em 300 ml de água destilada e posteriormente foram adicionados 300 

mL da solução de m-NaIO4 0,1 M (metaperiodato de sódio), onde obteve-se uma 

concentração final de 0,05 M. Essa solução foi mantida a temperatura ambiente por 

72 horas, sob agitação mecânica em ambiente escuro. Após, a solução foi tratada 

com etilenoglicol (40 mL) para consumir o excesso de m-NaIO4, dialisada com água 

destilada em membrana de 6 – 8 kDa para eliminar o sal formado. Então, a solução 

foi concentrada em evaporador rotatório sob pressão reduzida. Os polisscarídeos 

oxidados foram reduzidos com NaBH4 por 20 horas a temperatura ambiente, 

neutralizados com ácido acético, dialisados e liofilizados (GOLDSTEIN et al., 1965). 

 Os polissacarídeos oxidados da fração GBH foram submetidos ao processo 

de degradação controlada de Smith. Foi realizada a hidrólise ácida parcial com TFA 

1 M na proporção de 10 mg de polissacarídeos poe mL de TFA 1M durante 20 horas 

a temperatura ambiente, sob agitação. Após este período, a amostra foi 

neutralizada, dialisada contra água destilada (membrana de 6 – 8 kDa) e liofilizada 

(FURNEAUX; STEVENSON, 1990). Os produtos de degradação controlada de Smith 

foram identificados pela adição da letra “-S” (Smith) ao nome original da fração 

(GBH). 

 

 

4.8. ANÁLISE DE METILAÇÃO  

 

 

 O processo de metilação dos polissacarídeos carboxi-reduzidos e 

dessulfatados foi realizado a partir da redução destes polímeros com NaBH4, sendo 

então dialisados contra água destilada por 12 horas para eliminar o excesso de 

NaBH4. Após foram dialisadas contra solução de trietilamina (5% m/v) durante 15 

horas, para obtenção dos polissacarídeos solúveis no solvente aprótico 

dimetilsulfóxido (DMSO) que compõe o meio reacional da metilação. Os 

polissacarídeos foram recuperados na forma de sal de trietilamônio e liofilizados 

(STEVENSON; FURNEAUX, 1991). 
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 O processo de metilação dos polissacarídeos na forma de sal de trietilamônio 

foi realizado conforme o método de Ciucanu e Kerek (1984). Inicialmente, os 

polissacarídeos foram solubilizados em DMSO na proporção de 2 mL para cada 15 

mg de polissacarídeo. Posteriormente, foi adicionado aproximadamente 30 mg de 

NaOH pulverizado sob agitação mecânica vigorosa durante 30 minutos. Passado 

este período foi adicionado o agente metilante CH3I (iodometano) na proporção de 

0,2 mL para cada 15 mg de polissacarídeo sob agitação mecânica vigorosa por mais 

30 minutos. Esse processo de adição de NaOH e CH3I foi repetido mais duas vezes 

completanto o processo de metilação. Os polissacarídeos foram submetidos a três 

etapas de metilação e após cada etapa, submetidos à diálise contra água destilada e 

liofilizados. 

 Para a análise dos produtos metilados os polissacarídeos (~1 mg) foram 

submetidas à hidrólise com ácido fórmico 45% durante 16 horas a 100 °C. Em 

seguida foram reduzidos com NaBD4 por 12 horas, neutralizados com ácido acético 

(1:1 v/v), co-destilados com metanol e acetilados com anidrido acético (1 mL) por 12 

horas a temperatura ambiente. Os acetatos de alditóis parcialmente metilados foram 

analisados por CG-EM após cada etapa de metilação. 

 

 

4.9. MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 
 
 

4.9.1. Cromatografia de troca iônica  
 
 

 Os produtos de degradação controlada de Smith (335 mg) foram submetidos 

ao fracionamento por cromatografia de troca aniônica em coluna contendo DEAE-

Sephacel na forma Cl- (volume 200 mL). A fração foi solubilizada em água destilada 

e adicionada à coluna com eluição lenta de água para que houvesse completa 

interação dos polissacarídeos com gel. As frações polissacarídicas foram eluídas 

com água destilada e posteriormente com concentrações crescentes (0,5 M; 1 M; 

1,5 M e 2 M) de NaCl. 

 O método colorimétrico do fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956) foi 

utilizado para monitorar as eluições. As subfrações obtidas após cromatografia 
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foram concentradas em rotaevaporador, dialisadas contra água destilada e 

liofilizadas.  

Para identificação das frações resultantes, foram adicionados números ao 

nome original da gração. A fração eluída com água destilada foi identificada pela 

adição do número “1” e as frações eluídas com NaCl foram identificadas a partir da 

adição do número “2”, “3”, “4” e “5” em relação a concentração de NaCl 0,5 M; 1 M; 

1,5 M e 2 M, respectivamente.  

 

 

4.9.2. Cromatografia gasosa acoplada à Espectrofotometria de Massa (CG-EM) 
 
 

 As análises cromatográficas em fase gasosa (CG) acoplada à espectrometria 

de massa (EM) foram realizadas em um cromatógrafo da marca VARIAN 3800. Este 

cromatógrafo é equipado com coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i., 

0,25 μm) DB-225 MS (Durabond) e um espectrômetro de massa do tipo Ion Trap, 

marca Varian Saturn 2000R. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura 

inicial do forno foi de 50 °C. A temperatura do forno foi aumentata gradualmente, 40 

°C por minuto até 220 °C para acetato de alditol (constante por 25 minutos), e 

aumentada da mesma forma até 210 °C para alditol acetato parcialmente metilado 

(constante por 30 minutos). O gás hélio foi utilizado como gás de arraste com fluxo 

de 1,0 mL por minuto. Os espectros de massas foram obtidos por impacto de 

elétrons de 70 eV, com m/z (relação massa/carga) de 80 a 220 e 50 a 350 (para as 

frações carboxi-reduzidas com NaBD4). Os cromatogramas foram analisados e 

integrados em software Varian MS Workstation. Esse método cromatográfico foi 

utilizado para quantificação relativa de acetatos de alditóis e acetatos de alditóis 

parcialmente metilados. Essa quantificação foi realizada por meio dos tempos de 

retenção e perfis de fragmentação característico, através do impacto de elétrons 

(JANSSON et al., 1976). Os perfis de fragmentação foram comparados aos padrões 

descritos por Sassaki et al. (2005). 
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4.9.3. Cromatografia de Gel Permeação (HPSEC-MALLS) 

 
 

 As análises de homogeneidade e de massa molar ponderal média (Mw) das 

frações foram conduzidas com soluções dos polissacarídeos (1 mg.mL-1) em solução 

de nitrito de sódio (NaNO3 0,1 M) e azida de sódio (200 ppm) solubilizadas em água 

milliQ. Após, as soluções foram filtradas em membranas de acetato de celulose 

(MILLIPORE) com limite de exclusão de 0,22 μm. Foi utilizado um cromatógrafo de 

exclusão estérica de alta pressão (HPSEC) WATERS, equipado com detector de 

índice de refração (IR) diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de 

espalhamento de luz em multiângulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY. Este 

detector de espalhamento de luz é composto por 18 detectores dispostos ao redor 

da fotocélula em diferentes ângulos. Quatro colunas de gel permeação WATERS 

foram utilizadas, com limites de exclusão de 7x106, 4x105, 8x104 e 5x103 em colunas 

Ultrahydrogeltm 2000, 500, 250 e 120, respectivamente. Como eluente foi utilizada 

uma solução de nitrito de sódio (NaNO3 0,1 M) e azida de sódio (200 ppm) sob 

pressão de 920 psi a 20 °C. 

 A molar ponderal média (Mw) da fração homogênea foi determinada a partir 

de soluções de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg da amostra (1 mL de NaNO3 0,1 M) e azida de 

sódio (200 ppm), sendo a amostra previamente filtrada (membrana Millipore 0,45 

μm). A massa molar da fração homogênea foi estimada a partir do perfil de eluição e 

dos valores de dn/dc. Os resultados foram analisados pelo software ASTRA (WAYTT 

TECHNOLOGY) e OriginPro 8.5. 

 
 

4.10. MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS 

 

 

4.10.1. Ressonância Magnética Nuclear 
 

 

 As análises de ressonância magnética nuclear (RMN) foram realizadas em 

espectrômetro (BRUKER, modelo DRX 400, série Avance) em tubos de 5 mm de 

diâmetro e aproximadamente 20 cm de comprimento na temperatura de 70 °C. Os 
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deslocamentos químicos foram expressos em ppm. Acetona foi empregada como 

padrão interno para as análises de 13C, em 31,45 ppm e para 1H em 2,225 ppm.  

 
 

4.10.1.1. Técnicas de RMN Monodimensionais 

 

 

a) Ressonância Magnética Nuclear do Carbono – 13 (RMN de 13C) 

 

 A obtenção dos espectros de RMN de 13C foi realizada na frequência base de 

100,16 MHz, com intervalo de aquisição de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 

4.000 – 70.000 aquisições. Utilizou-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. 

As amostras foram solubilizadas em D2O diluída em água destilada na proporção de 

1:10, na concentração de 80 mg.mL-1 (pH 7). 
 

 

b) Ressonância Magnética Nuclear de Próton (RMN – 1H) 

 

 Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos na frequência base de 400,13 

MHz. Para isto, foi realizada a troca dos hidrogênios das hidroxilas das unidades 

monossacarídicas por deutério. Para a completa remoção das moléculas de água 

presentes através da dissolução das frações em D2O, foram realizadas três etapas 

de solubilização dos polissacarídeos em D2O (30 mg.mL-1, pH 7), seguidas de 

congelamento e liofilização, com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal 

relativo ao hidrogênio ligado a oxigênio da água, o qual prejudica a qualidade do 

espectro obtido.  
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4.10.1.2. Técnica de RMN Bidimensional 

 

 

a) HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy) 

 

 Para a técnica de RMN heteronuclear HSQC, as condições de aquisição dos 

espectros utilizadas foram conforme descritas no manual da Bruker, onde a 

resolução dos espectros foi de 1024 (F2) x 512 (F1) K e janela espectral de 4085 

(F2) x 15923 (F1) Hz. Através desta técnica heteronuclear foi possível determinar 

quais átomos de hidrogênio (1H) estão ligados aos respectivos átomos de carbono 

(13C) a partir de sinais de 13C ou de 1H conhecidos. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 
5.1. EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DE G. brasiliensis 

 

 

 A macroalga verde G. brasiliensis seca e moída (11,2 g) foi submetida a 

extrações aquosas sequenciais (5 g%), sendo duas extrações realizadas a 25 °C e 

quatro extrações a 80 °C. Após cada etapa de extração, os sobrenadantes foram 

tratados com etanol (3:1 v/v), centrifugados, ressolubilizados, dialisados e 

liofilizados, obtendo-se assim os polissacarídeos solúveis em meio aquoso.  

 As duas frações brutas obtidas a partir das extrações a 25 °C foram 

denominadas Gb1 e Gb2, sendo as quatro obtidas a 80 °C denominadas de Gb3-

Gb6 (FIGURA 3). Os nomes das frações fazem referência à espécie da alga a partir 

da qual foram obtidas (G = Gayralia e b = brasiliensis) e ao número de extrações aos 

quais os resíduos foram submetidos. Foram realizadas várias etapas de extração 

com G. brasiliensis com o objetivo de se obter um maior rendimento dos 

polissacarídeos. 

 

 

5.2. FRAÇÕES BRUTAS 

 

 

5.2.1. Rendimentos e análises químicas 
 
 

 O rendimento individual das frações brutas de G. brasiliensis extraídas a 25 

°C foi de 0,6% e 0,8% para Gb1 e Gb2, respectivamente. Devido ao baixo 

rendimento, as duas frações foram reunidas, e essa fração foi denominada Gba 

(1,4% de rendimento). O rendimento total das frações obtidas através das extrações 

a 80 °C foi de 49,6%, sendo a fração majoritária a obtida pela primeira extração a 80 

°C (Gb3), com rendimento de 23,2% (TABELA 1).   
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FIGURA 3 – ESQUEMA DE EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DA 

MACROALGA VERDE G. brasiliensis.  

 

 

 Os carboidratos totais das frações brutas de G. brasiliensis foram 

semelhantes, variando de 45,0 a 72,1%. As frações brutas apresentaram elevados 

teores de grupamentos sulfato de 22,3 a 31,3% e de ácidos urônicos (6,7 – 12,6%). 

A presença de ácidos uronicos caracteriza estes polímeros como polissacarídeos 

ácidos. Estes resultados foram similares aos encontrados por Cassolato e 

colaboradores (2008) para G. oxysperma, onde as frações submetidas às mesmas 

condições de extração apresentaram teores de sulfato de 21,2 a 30,9% e de ácidos 

uronicos de 12,2 e 17,0%. No entanto, os teores de proteína nas frações brutas 
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obtidas neste trabalho foram menores 1,9 – 3,1% em comparação com 2,0 – 8,8% 

encontrada por Cassolato et al. (2008) e similares aos resultados de Ropelatto 

(2011), que encontrou teores de proteína nas frações obtidas por extração a 80 °C, 

de 0,9 a 2,4%. 

 Os valores de rotação óptica específica para todas as frações brutas foram 

negativos: (-19,0) a (-29,2). Esta característica se deve ao fato de que as frações 

são constituidas majoritariamente por ramnose na configuração enantiomérica L- 

(TABELA 1). Estes valores são menores que os encontrados por Ropelatto (2011) e 

Cassolato et al. (2008), sendo de (-32,5) a (-37,0) e de (-24,5) a (-43,0), 

respectivamente.  

  
 

TABELA 1 – RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES BRUTAS 

OBTIDAS DE G. brasiliensis. 

Frações a Rendimento b 
(%) 

Açúcar total c 
(%) 

Sulfato d 
(%) 

Ácido Urônico e 
(%) 

Proteína f 
(%) 

[α]D25° 

Gba 1,4 45,0 22,3 9,8 2,4 -23,4 

Gb3 23,2 49,8 25,1 6,7 1,8 -29,2 

Gb4 11,7 51,5 26,1 12,4 2,3 -22,6 

Gb5 9,2 62,3 31,3 10,3 1,9 -19,0 

Gb6 4,7 72,1 29,4 12,6 3,1 -28,0 
a

 frações obtidas por extrações aquosas: a 25 °C (Gba); a 80 °C (Gb3 - Gb6); b em relação à massa de 
alga seca e moída submetida a extração aquosa (11,2 g); c segundo DUBOIS et al., (1956); d segundo 
DODGSON e PRICE (1962); e

 segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); f segundo LOWRY et al., 
(1951). 
 
 
 
 
5.2.2. Composição monossacarídica 
 
 

 Após serem submetidos ao processo de hidrólise ácida total e analisados por 

CG-EM na forma de acetato de alditóis, os polissacarídeos das frações brutas (Gba-

Gb6) foram avaliados quanto aos constituintes monossacarídicos. De acordo com os 

resultados apresentados na Tabela 2, todas as frações são constituídas 

majoritariamente por ramnose de 64,1 – 71,9 mol%, e menores concentrações de 
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glucose (13,0 – 18,5 mol%), xilose (7,3 – 12,3 mol%), galactose (2,0 – 7,0 mol%) e 

manose (1,2 – 2,6 mol%). 

 

  

TABELA 2 – MONOSSACARÍDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRAÇÕES 

BRUTAS OBTIDAS DE G. brasiliensis. 

Frações  
 

Monossacarídeos (mol%) a 

Ram b Xil Glc Gal Man 

Gba 67,3 7,3 16,2 6,6 2,6 

Gb3 64,1 9,2 18,5 7,0 1,2 

Gb4 71,8 8,8 15,8 3,0 1,4 

Gb5 71,9 10,3 13,0 4,8 - 

Gb6 68,4 10,9 16,6 2,0 2,1 

 - = não detectado; a monossacarídeos quantificados na forma de acetatos de alditóis; b  abreviatura dos 
monossacarídeos: Ram = ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; Gal = galactose e  Man = manose. 

 

 

 A composição monossacarídica das frações brutas obtidas de diferentes 

espécies de algas verdes da ordem Ulvales é principalmente formada por ramnose, 

glucose e xilose (MAEDA et al., 1991; LAHAYE; AXELOS, 1993; RAY; LAHAYE, 

1995a,b; LEE et al., 1998; CHEN; CHEN, 2001; CASSOLATO et al., 2008; 

ROPELATTO, 2011; LI et al., 2012, CARVALHO, 2013). Os resultados de 

composição monossacarídica, aliados a presença de ácidos urônicos e grupos 

sulfato, indicam que as frações brutas obtidas de G. brasiliensis são constituídas por 

heteroramnanas sulfatadas. 

 
 
5.2.3. Análises de homogeneidade 
 

 

 As frações Gba-Gb6 foram analisadas de cromatografia de exclusão estérica, 

acoplada a detectores de espalhamento de luz e de índice de refração (HPSEC-

MALLS-IR), com o objetivo de verificar a homogeneidade das frações quanto a 

massa molar (FIGURA 4). Um perfil polidisperso e similar entre si foi observado para 
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todas as frações, o que indica a presença de polímeros com diferentes massas 

molares. 

 

 

 
FIGURA 4 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DAS FRAÇÕES BRUTAS 

Gba, Gb3, Gb4, Gb5 E Gb6. IR = índice de refração. 

 

 

5.2.4. Análises de RMN 13C 
 
 

 Os espectros de RMN de 13C das frações brutas Gba e Gb3-Gb6 estão 

apresentados na Figura 5. Estes espectros são similares, apresentando complexa 

região anomérica (98,1-103,0 ppm), com sinais alargados, indicando a sobreposição 

dos mesmos. A presença de sinais de alta intensidade em 17,8-18,3 ppm, 

correspondentes aos CH3 das unidades de ramnose, confirma os dados obtidos nas 

análises de composição monossacarídica (TABELA 2), onde a ramnose representa 

o principal monossacarídeo neutro das frações Gba e Gb3-Gb6. Apesar da baixa 
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intensidade, ainda é possível observar os sinais correspondentes ao C-6 das 

hexoses, quando estes carbonos estão livres (62,3 e 62,4 ppm) e sinais na região de 

63,9-64,2 ppm e em 66,5 ppm, referentes ao C-5 de unidades de xilose 4-ligadas ou 

como terminais não redutores, respectivamente. 

 Os deslocamentos químicos observados nos espectros da Figura 5 são 

similares aos obtidos da macroalga verde G. oxysperma por Cassolato e 

colaboradores (2008), Ropelatto (2011) e De Carvalho (2013), indicando que as 

algas do gênero Gayralia sintetizam polissacarídeos semelhantes quanto à estrutura 

química.  

Devido à similaridade entre a composição monossacarídica, teores de grupos 

sulfato e espectros de RMN 13C, as frações Gb3-Gb6 foram reunidas dando origem 

a uma fração denominada GB (5,47 g). A fração Gba obtida a partir das duas 

extrações a 25 °C não foi investigada no presente estudo. 

A fração GB foi submetida à cromatografia de exclusão estérica (HPSEC-

MALLS-IR) e apresentou um perfil polidisperso, indicando a presença de polímeros 

de diferentes massas molares (FIGURA 6). Esse resultado já era esperado, visto 

que as frações Gb3, Gb4, Gb5 e Gb6, que deram origem a fração GB, foram 

heterogêneas quanto as suas massas molares. 

 

 

5.3. PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO BRUTA GB 

 

 

5.3.1. Cromatografia de troca iônica  
 
 

 Com o objetivo de purificar os polissacarídeos presentes na fração bruta GB, 

essa fração foi submetida à cromatografia de troca iônica contendo DEAE-Sephacel, 

utilizando-se como eluentes água (GB1) e concentrações crescentes de NaCl (GB2-

GB7). O rendimento e a composição química das subfrações obtidas são 

apresentados na Tabela 3.  

 O rendimento total obtido para a fração cromatografada foi de 84,9% relativa 

à massa polissacarídica inicial aplicada na coluna. A fração de maior rendimento, 

representando 36,5% de todo material recuperado, foi a eluída com NaCl 1,5 M 
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(GB6). Analisando a Tabela 3 nota-se, nas subfrações obtidas, elevados teores de 

grupos sulfato (23,3 – 29,9%), sendo todas constituídas por ácidos urônicos em 

diferentes percentagens (8,9 – 14,1%). 

 

 

 
FIGURA 5 – ESPECTROS DE RMN DE 13C DAS FRAÇÕES BRUTAS Gba (a), Gb3 

(b), Gb4 (c), Gb5 (d) e Gb6 (f). 

 

NOTA: Solvente D2O (70 °C); acetona como padrão interno (31,45 ppm). 
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FIGURA 6 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DA FRAÇÃO REUNIDA 

(GB). 

 

 

 Em termos de proteína, a fração eluída com NaCl 2 M foi a que apresentou 

maiores teores desse polímero (9,3% de proteína), e a fração de maior rendimento, 

GB6, apresentou menores teores do mesmo (2,8%).  

 

TABELA 3 – RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS SUB-FRAÇÕES 

OBTIDAS APÓS CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA DA FRAÇÃO BRUTA GB. 

Frações a 

 
Rendimento b 

(%) 
Açúcar total c 

(%) 
Sulfato d 

(%) 
Ácido Urônico e 

(%) 
Proteína f 

(%) 
GB - 65,8 29,4 8,6 3,5 

GB1 (água) 0,6 49,0 23,3 9,9 3,1 

GB2 (NaCl 0,25 M) 1,0 52,1 24,9 12,7 4,1 

GB3 (NaCl 0,5 M) 4,4 55,4 25,3 12,1 2,8 

GB4 (NaCl 0,75 M) 5,0 65,3 28,4 13,0 8,8 

GB5 (NaCl 1,0 M) 27,5 54,3 30,4 8,9 1,9 

GB6 (NaCl 1,5 M) 36,5 65,1 29,9 14,1 2,8 

GB7 (NaCl 2,0 M) 9,9 48,2 26,7 12,5 9,3 
a frações obtidas por cromatografia de troca iônica da fração GB, entre parênteses a concentração 
de NaCl que a fração foi eluída; b em relação ao material aplicado na coluna (GB = 2 g); c segundo 
DUBOIS et al., (1956); d segundo DODGSON e PRICE (1962); e segundo FILISETTI-COZZI e 
CARPITA (1991); f segundo LOWRY et al., (1951). 
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 Análises por HPSEC-MALLS-IR das subfrações GB1-GB7 demonstraram que 

a purificação por cromatografia de troca iônica não foi eficiente para obtenção de 

uma fração homogênea, em termos de massa molar. Com o objetivo de se obter 

uma fração com tal característica, a fração GB foi submetida à ultrafiltração em 

membrana. 

 

 

5.3.2. Ultrafiltração em membrana 
 

 

  Como uma nova tentativa de se obter uma fração homogênea quanto a 

massa molar, a fração GB foi submetida à ultrafiltração em membrana com os 

seguintes limites de exclusão de 100 kDa, 300 kDa e 500 kDa. Para isso, os 

polissacarídeos foram solubilizados em água (0,1 g%), e após ultrafiltração se 

obteve os retidos e os filtrados. Somente a membrana com limite de exclusão de 300 

kDa foi eficiente na separação dos polissacarídeos, sendo o material que ficou retido 

na membrana, nomeado de GBH (H = homogêneo), e o material eluído da 

membrana, nomeado GBE (E = eluído). Essas frações foram analisadas por 

HPSEC-MALLS-IR e os respectivos cromatrogramas são apresentados nas Figuras 

7 e 8 para GBH e GBE, respectivamente. 

 Analisando a Figura 7 verifica-se que a fração GBH foi eluída com um pico 

com características simétricas, indicando assim que o processo de ultrafiltração foi 

adequado para a obtenção de uma fração purificada. Após análise por dn/dc dessa 

fração, sua massa molar ponderal média foi calculada em 2.100 kDa.  

 As massas molares encontradas para ulvanas variam de 91 - 820 kDa 

(YAMAMOTO et al., 1980; PARADOSSI et al., 1999) e para ramnanas sulfatadas de 

140 – 1.519 kDa (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 1998; HARADA; MAEDA, 1998; 

ZHANG et al., 2008; CASSOLATO et al., 2008). 

 A fração GBE apresentou perfil heterogêneo (FIGURA 8) sendo então, 

submetida a outras metodologias de purificação (ultrafiltração em membrana de 100, 

30 e 10 kDa) as quais não foram efetivas para o fracionamento dos seus 

polissacarídeos.  
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FIGURA 7 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DA FRAÇÃO RETIDA NA 

MEMBRANA DE ULTRAFILTRAÇÃO DE 300 kDa (GBH). 

 

 

 
 

FIGURA 8 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DA FRAÇÃO ELUÍDA NA 

MEMBRANA DE ULTRAFILTRAÇÃO DE 300 kDa (GBE). 
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 Deste modo, os estudos da estrutura química dos polissacarídeos 

sintetizados por G. brasiliensis tiveram andamento com a fração GBH. A fração GBE 

não foi estudada quanto à estrutura química neste trabalho, no entanto, foram feitas 

análises químicas com esta fração para fins comparativos. 

 

 

5.4. ANÁLISE ESTRUTURAL DA FRAÇÃO HOMOGÊNEA GBH 

 

 

5.4.1. Análises químicas 
 
 

 As frações GBH e GBE foram submetidas a análises químicas e os resultados 

estão apresentados na Tabela 4. A fração GBH apresentou teores de grupos sulfato 

semelhante à fração GB, 29,1% e 29,4%, respectivamente. No entanto, em termos 

de ácidos urônicos, a fração GBE apresentou a maior concentração, 14,2%. 

 

 

TABELA 4 – RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES GB, GBH e 

GBE. 

Frações  Rendimento  
(%) 

Açúcar total a 
(%) 

Sulfato b 
(%) 

Ácido Urônico c 
(%) 

Proteína d  
(%) 

[α]D25° 

GB e - 65,8 29,4 8,6 3,5 -41,4 

GBH 72,0 f 47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0 

GBE e 28,0 f 60,2 22,3 14,2 1,1 -35,0 

 - = não detectado; a segundo DUBOIS et al. (1956); b segundo DODGSON E PRICE (1962); c 
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); d segundo LOWRY et al. (1951); e frações incluídas 
com fins comparativos; f em relação ao material recuperado após ultrafiltração. Rendimento da 
ultrafiltração foi de 95%. 

 
 

 O teor de sulfato na presente fração, GBH, é maior ao obtido para G. 

oxysperma por Cassolato et al., (2008), que encontrou 25,8 % de grupos sulfato na 

fração polissacarídica homogênea, obtida pelos mesmos métodos de purificação. 

Para algas verdes do gênero Monostroma, teores de 6 a 31,7% de grupos sulfato 
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estão presentes nos polissacarídeos destas algas (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 

1998; LEE et al., 2010; LI et al., 2012).  

 

  
5.4.2. Composição monossacarídica 

 
 

 As frações GBH e GBE foram submetidas ao processo de hidrólise total para 

análise de suas composições monossacarídicas, cujos resultados são apresentados 

na Tabela 5. A composição monossacarídica de GBH e GBE foi semelhante a da 

fração bruta GB. No entanto, em relação à fração GB, a fração GBH apresentou 

menor concentração de ramnose (64,0 mol%) e glucose = 14,5 mol%, e maiores 

concentrações de xilose = 14,7 mol% e galactose = 6,7 mol%. A fração GBE foi mais 

parecida à fração GB em relação aos teores de ramnose (67,1 mol%), galactose (3,7 

mol%) e manose (2,7 mol%), e apresentou uma menor concentração de xilose (5,1 

mol%) e maior teor de glucose (21,4 mol%).  

 

 

TABELA 5 – MONOSSACARÍDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRAÇÕES GB, 

GBH e GBE. 

Frações a 
 

Monossacarídeos (mol%) 

Ram b Xil Glc Gal Man 

GB 67,3 10,3 16,2 3,6 2,6 

GBH 64,0 14,7 14,5 6,7 - 

GBE 67,1 5,1 21,4 3,7 2,7 

 - = não detectado; a monossacarídeos quantificados na forma de acetatos de alditóis; b  abreviatura 
dos monossacarídeos: Ram = ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; Gal = galactose e  Man = manose. 
 
 

 Os monossacarídeos ramnose, glucose e xilose são constituintes dos 

polissacarídeos de macroalgas verdes marinhas (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 

1998; CASSOLATO et al., 2008; MAO et al., 2009; LEE et al., 2010; LI et al., 2012). 
No entanto, para o gênero Gayralia, é relatada a presença de outros 

monossacarídeos na cadeia polissacarídica, como galactose, arabinose e manose 

(CASSOLATO et al., 2008; NASATTO, 2012). Devido essa heterogeneidade na 
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composição monossacarídica, Cassolato e colaboradores (2008) denominaram os 

polissacarídeos sintetizados por G. oxysperma de heteroramnanas. Como a 

composição monossacarídica das frações obtidas de G. brasiliensis é similar à de G. 

oxysperma quanto aos monossacarídeos constituintes, neste trabalho, os 

polissacarídeos em estudo também serão denominados de heteroramnanas. 

 Para o estudo da estrutura química da heteroramnana GBH foram realizadas 

modificações químicas de carboxi-redução e dessulfatação nesta fração.  

 

 

5.4.3. Carboxi-redução da fração GBH 
 
 

 A heteroramnana GBH foi submetida ao processo de carboxi-redução 

(TAYLOR; CONRAD, 1972) para identificação dos ácidos urônicos presentes na 

mesma. Neste processo, o ácido urônico presente no polissacarídeo nativo é 

convertido em seu respectivo açúcar neutro. Durante o processo de carboxi-redução 

foi utilizado o NaBD4, onde os monossacarídeos neutros originados a partir dos 

ácidos urônicos se apresentam com 2 unidades de massa a mais em C-6 quando 

comparados aos monossacarídeos neutros pré-existentes no polímero (FIGURA 9). 

Além de promover a identificação dos ácidos urônicos presentes no polímero, 

o processo de carboxi-redução permite uma melhor análise da estrutura do 

polímero, uma vez que esses monossacarídeos ácidos não permitem uma adequada 

derivatização e hidrólise do polissacarídeo que os contêm (BeMILLER, 1967). 

 Apó carboxi-redução, foi realizada dosagem colorimétrica dos ácidos urônicos 

pelo método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), na qual foi possível observar uma 

redução de 98% no teor dessas unidades monossacarídicas, sendo recuperados 

59,8% do material em relação à massa inicial de GBH. A fração obtida após carboxi-

redução foi nomeada pela adição da letra “R” de redução (TABELA 6). 

 A análise da composição monossacarídica das frações GBH e GBH-R 

(TABELA 7) demonstrou uma diminuição no conteúdo de galactose (6,7 → 4,1 

mol%) e glucose (14,5 → 8,0 mol%). Apesar dessa diminuição, os resultados 

demonstram a presença de ácido galacturônico e ácido glucurônico, 

respectivamente, no polímero nativo. Análises por CG-EM de GBH-R demonstraram 

que os derivados glucitol e galactitol hexaacetato apresentaram íons com m/z 217 e 
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219. Estes fragmentos são característicos da presença de hexoses neutras e de 

hexoses provenientes de ácidos urônicos, respectivamente. De acordo com a 

porcentagem relativa destes íons, foi possível determinar que 28,7% e 48,6% do 

glucitol e galactitol hexaacetato foram originados a partir da carboxi-redução dos 

ácidos glucurônico e galacturônico, respectivamente. Deste modo a fração GBH-R 

contém 3,1 e 3,6 mol% de ácidos glucurônico e galacturônico, respectivamente 

(TABELA 7). 

 

 

                                       
 

FIGURA 9 – ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCESSO DE CARBOXI-REDUÇÃO 

DO ÁCIDO GLUCURÔNICO COM NaBH4 E NaBD4. 

 

  

Ácidos glucurônico e galacturônico são constituintes das heteroramnanas 

sulfatadas sintetizadas pela macroalga G. oxysperma (CASSOLATO et al., 2008). 

Enquanto os polissacarídeos produzidos pelas algas dos gêneros Ulva e 
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Enteromorpha, apresentam apenas o primeiro tipo de ácido urônico (LAHAYE; 

BRUNEL; BONNIN, 1997). 

 

 

TABELA 6 – RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS FRAÇÕES GB, GBH, 

GBH-R E GBH-RD. 

Frações  Rendimento  
(%) 

Açúcar total a 
(%) 

Sulfato b 
(%) 

Ácido Urônico c 
(%) 

Proteína d  
(%) 

[α]D25° 

GB e - 65,8 29,4 8,6 3,5 -41,4 

GBH 72,0 f 47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0 

GBH-R 59,8 49,9 30,1 0,2 - - 

GBH-RD g 55,1 71,2 3,1 - - - 

 - = não detectado; a segundo DUBOIS et al. (1956); b segundo DODGSON E PRICE (1962); c 
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); d segundo LOWRY et al. (1951); e fração incluída 
com fins comparativos; f em relação ao material recuperado após ultrafiltração; g fração GBH-R 
dessulfatada; Rendimento da ultrafiltração foi de 95%. 

 

 

TABELA 7 – MONOSSACARÍDEOS PRESENTES NAS FRAÇÕES GB, GBH, GBH-

R E GBH-RD. 

 

Frações  

Monossacarídeos (mol%) a 

Ram b Xil Glc GlcA Gal GalA  

GB 69,1 10,5 16,6 - 3,7 -  

GBH 64,0 14,7 14,5 - 6,7 -  

GBH-R 64,0 16,8 8,0 3,2d 4,1 3,7d  

GBH-RD c 64,1 18,4 6,9 2,8d 3,9 3,7d  

- = não detectado; a monossacarídeos quantificados na forma de acetatos de alditóis; b abreviatura 
dos monossacarídeos: Ram = ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; GlcA = glucurônico; Gal = 
galactose; GalA = galacturônico e  Man = manose; c fração GBH-R dessulfatada; d detectados 
após carboxi-redução com NaBD4 na fração GBH, portanto, não estão presentes na fração GBH-R 
e GBH-RD. 

 

 

 Com o objetivo de avaliar os tipos de ligações glicosídicas, bem como o 

posicionamento dos grupos sulfato, GBH-R foi dessulfatada, originando a fração 

GBH-RD, sendo que ambas foram submetidas ao processo de metilação. 
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5.4.4. Dessulfatação solvolítica da fração GBH-R 

 
 

 O processo de dessulfatação solvolítica de polissacarídeos sulfatados é 

necessário para a determinação da posição dos grupos sulfato. As análises 

comparativas de metilação e de RMN do polímero carboxi-reduzido e carboxi-

reduzido/dessulfatado permitem identificar a localização dos grupos sulfato no 

polímero original, assim como os tipos de ligações glicosídicas. 

 Assim, GBH-R foi submetida à dessulfatação solvolítica, na forma de sal de 

piridínio, originando a fração GBH-RD (carboxi-reduzida/dessulfatada). Após esse 

processo GBH-RD apresentou 3,1% de grupos sulfato, o que correspondeu a 89,7% 

de dessulfatação (TABELA 6). 

 A composição monossacarídica de GBH-RD foi semelhante à de GBH-R 

(TABELA 7), indicando que a dessulfatação não ocasionou degradação desta 

fração. Assim, o polissacarídeo parcialmente dessulfatado foi utilizado para análises 

de metilação e de RMN. 

 

 

5.5. ANÁLISES DE RMN DAS FRAÇÕES GBH, GBH-R E GBH-RD 

 

 

As análises de RMN monodimensionais foram realizadas com as frações GB, 

GBH e GBH-RD e a análise de RMN bidimensional, foi conduzida com as frações 

GBH e GBH-RD. Nessas frações, os espectros de 1H e 13C foram parcialmente 

assinalados utilizando o experimento de HSQC. As referências utilizadas para 

comparação com os assinalamentos realizados foram de ramnanas não sulfatadas 

(BOCK; PEDERSEN; PEDERSEN, 1990; KNIREL et al., 1998a,b; SENCHENKOVA 

et al., 1999; OVOD et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011), os 

quais foram complementados com os deslocamentos químicos considerando os 

efeitos α e β da sulfatação (LAHAYE; RAY, 1996; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 

1997; LAHAYE; INIZAN; VIGOUROUX, 1998; CASSOLATO et al., 2008; 

ROPELATTO, 2011). 

Assim como observado nas frações brutas (FIGURA 5), a fração GBH 

apresentou um espectro e RMN de 13C complexo, com sinais alargados, o que está 
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de acordo com o padrão heterogêneo de glicosilação e sulfatação das unidades de 

ramnose, além da presença de outras unidades monossacarídicas, tais como xilose 

e ácidos urônicos (TABELA 8). Adicionalmente, a presença de pontos de ramificação 

sulfatados e não sulfatados no polissacarídeo pode resultar em um espectro com 

elevado grau de sobreposições. De acordo com a complexa estrutura da 

heteroramnana em estudo, os espectros de RMN de 13C das frações GB e GBH 

apresentaram vários sinais na região anomérica. Os sinais entre 97,8 - 103,0 ppm 

são correspondentes ao C-1 das unidades de α-L-ramnose. Um sinal de baixa 

intensidade, em ~105,0 ppm, presente no espectro de GBH-RD foi atribuído a 

unidades monossacarídicas na configuração beta, como xilose, glucose, galactose 

e/ou ácidos urônicos. Considerando a percentagem desses monossacarídeos 

(TABELA 7), não é descartada a possibilidade da presença dessas hexoses, 

também na configuração α. 

Na Figura 10 observa-se sinais de alta intensidade em 17,9, 18,4 – 17,9 e 

18,2 - 17,8 ppm correspondentes ao C-6 das unidades de ramnose, de acordo com 

a elevada porcentagem deste 6-deoxiaçúcar nessas frações.  

A configuração α-anomérica das unidades de ramnose foram determinadas a 

partir dos deslocamentos químicos correspondentes ao H-5 em 3,76 e 3,88 e ao C-5 

em 70,4 ppm (FIGURA 10), sendo que nas unidades de ramnose β-anoméricas os 

deslocamentos de tais átomos encontram-se em 3,39 ppm e 72,3 - 73,4 ppm, 

respectivamente (BACKINOWSKY et al., 1980; LIPKIND et al., 1988; JANSSON, 

KENNE; WIDMALM, 1989; CASSOLATO et al., 2008). 

O espectro de RMN 13C da fração carboxi-reduzida e dessulfatada (GBH-RD) 

se apresenta mais simplificado quando comparado aos espectros de GB e GBH. Na 

região anomérica, dois sinais principais em 101,9 e 103,1 ppm, correspondem as 

unidades de ramnose 2,3-, 2-ligadas e 3-ligadas, respectivamente (TABELA 8). 

Estes sinais estão de acordo com os assinalamentos realizados para 

heteroramnanas de G. oxysperma (FIGURA 10) (CASSOLATO et al., 2008; 

ROPELATTO et al., 2011). 

No espectro de RMN de 13C da fração GBH-RD, pode ser observado o sinal 

em 61,5 ppm. Este sinal corresponde ao C-6 livre das unidades de hexoses pré-

existentes, e às originadas após carboxi-redução com NaBD4 dos ácidos urônicos. 

Destaca-se ainda, que parte deste sinal também corresponde ao reagente 

carbodiimida (CMC), utilizado no processo de carboxi-redução. Este reagente 
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apresenta sinais em 61,5 – 61,6 ppm, os quais estão sobrepostos nesses espectros 

aos correspondentes C-6 livres das hexoses, superestimando assim esses 

resultados(CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10 – ESPECTROS DE RMN DE 13C DAS FRAÇÕES GBH-RD (a), GBH (b) 

e GB (c). 

 

NOTA: Solvente D2O (70 °C); acetona como padrão interno (31,45 ppm). 

(a) 

(b) 

(c) 
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Apesar do aumento dos sinais em 61,5 ppm, referentes ao C-6 livre das 

hexoses após carboxi-redução (FIGURA 10a, p. 65), não se observou o sinal em 

175,5 ppm, correspondente aos grupos carboxílicos dos ácidos urônicos nas frações 

GB e GBH.  

 Os espectros de RMN 1H das frações GBH-RD, GBH e GB estão 

apresentados na Figura 11. A fração nativa GB (FIGURA 11c) e a fração purificada 

GBH (FIGURA11b) apresentaram espectros qualitativamente similares, com sinais 

atribuídos às unidades de α-ramnose na região de 5,03 - 5,77 e 5,03 – 5,78 ppm, 

respectivamente.  

O espectro de RMN 1H da fração GBH-RD apresentou na região α anomérica 

sinais em 4,98 e 5,06 ppm , correspondentes a unidades de ramnose 3-ligadas, e em 

5,20 e 5,24 ppm, atribuídos a unidades de ramnose 2-ligadas e 2,3-substituídas, 

respectivamente (FIGURA 11a).  

A partir do espectro de 1H (FIGURA 11a) foi realizada a integração relativa 

dos sinais em 4,98, 5,06, 5,20 e 5,24 ppm em 1:1,11:1,07:0,56, respectivamente. 

Desta forma, a heteroramnana GBH de G. brasiliensis apresenta relação de 

unidades de ramnose 3-ligadas:2-ligadas:2,3-substituídas de 1:0,51:0,26. Para a 

espécie G. oxysperma, esta relação foi de 1:0,3:0,28. Portanto, em teores de tipos 

de ligações glicosídicas das unidades de ramnose, a heteroramnana GBH apresenta 

maior teor de ramnose 2-ligadas (29%) do que a fração Go3 (fração purificada), que 

apresentou 20% deste tipo de ligação.  

Estes resultados foram confirmados por análise de RMN bidimensional, como 

descrito a seguir. 

As análises de RMN bidimensionais (HSQC) foram realizadas com a fração 

purificada (GBH) e fração carboxi-reduzida e dessulfatada (GBH-RD) e estão 

apresentados na Figura 12. Os assinalamentos obtidos foram comparados com os 

descritos por Cassolato et al. (2008) e Ropelatto (2011) para a alga do mesmo 

gênero G. oxysperma.  

 A partir da análise de HSQC, conduzida com a fração GBH, foi possível 

verificar as correlações de seus átomos de C e H. Os sinais anoméricos em 

100,5/5,33 ppm, 100,2/5,49 ppm e 97,8/5,77 ppm são correspondentes a unidades 

de ramnose 3-ligadas sulfatadas em C-2 e/ou em C-2 e C-4 (FIGURA 12a,c). O sinal 

na região de 78,8 ppm correlacionou com seu hidrogênio em 4,71 ppm e é 

correspondente ao C-2 sulfatado dessas unidades. A ausência desta correlação no 
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espectro de HSQC da fração GBH-RD confirma o assinalamento anterior (FIGURA 

13b,d). 

 

  

 
FIGURA 11 – ESPECTROS DE RMN DE 1H DAS FRAÇÕES GBH-RD (a), GBH (b) 

e GB (c). 

 

NOTA: Solvente D2O (70 °C); acetona como padrão interno (2,225 ppm). 
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 Na fração GBH, os sinais anoméricos em 101,4/ 5,22 ppm e 101,0/5,28 ppm 

na fração GBH foram atribuídos a unidades de ramnose 2-ligada sulfatadas em C-4 

e/ou em C-3 e C-4. Esses sinais poderiam corresponder também a unidades de 

ramnose 2,3-dissubstituídas, sulfatadas ou não em C-4. Os Os sinais em 82,3 e 

80,5/4,36 ppm foram atribuídos ao C-4 sulfatado das unidades de ramnose 2-ligadas 

4- e 3,4-sulfatadas, respectivamente. Os sinais de C-5/H-5 encontram-se em 

68,7/3,94 ppm para as unidades 2-ligadas 4-sulfatadas e em 69,1/3,91 ppm para as 

unidades 2-ligadas 3,4-sulfatadas. 

Dando continuidade às análises da fração GBH, os sinais anoméricos em 

103,0-102,5 ppm correlacionam-se com seus prótons geminais em 4,98-5,06 ppm, 

sendo esses sinais atribuídos a unidades de ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-

sulfatadas. Os acoplamentos dos sinais do C-2 em 71,8 ppm com H-2 em 4,17 ppm 

são referentes ao C-2 livre dessas unidades. As unidades de ramnose 3-ligadas 4-

sulfatadas apresentaram deslocamentos para C-4/H-4 em 80,5/4,36 ppm e para C-

5/H-5 em 69,1/3,91 ppm. Verificando estes resultados observam-se a presença de 

unidades de ramnose 3- e 2-ligadas, sulfatadas em diferentes posições. 

Nos espectros de HSQC da fração carboxi-reduzida e dessulfatada GBH-RD, 

observa-se uma simplificação dos sinais quando comparado com sua respectiva 

frações nativa GBH (FIGURAS 10 e 11). Na região anomérica os sinais em 

101,9/5,20 ppm foram atribuídos a unidades de ramnose 2-ligadas [→2)-α-L-Rhap-

(1→] (FIGURA 13d) (SENCHENKOVA et al., 1999; OVOD et al., 2004; 

ROPELATTO, 2011). Os acoplamentos em 103,1/5,06 ppm e 103,1/4,98 ppm foram 

correspondentes a unidades de ramnose 3-ligadas em ambientes químicos 

diferentes: ligadas ao C-3 e ao C-2, respectivamente, de outras unidades de 

ramnose, ou seja, [→3)-α-L-Rhap-(1→3)] e [→3)-α-L-Rhap-(1→2)] (FIGURA 13a,b). 

Os assinalamentos realizados para estas unidades estão de acordo com dados de 

literatura para unidades repetitivas de ramnose presentes na cadeia O-

polissacarídica do lipopolissacarídeo isolado de Pseudomonas syringae pv. garcae 

NCPPB 2708 (OVOD et al., 2004), bem como, para as heteroramnanas sintetizadas 

por uma alga do mesmo gênero (G. oxysperma) descrita por Cassolato et al. (2008) 

e por Ropelatto (2011). Adicionalmente, no espectro da fração GBH-RD foi 

observado o acoplamento referente à tríades de ramnose 3-ligadas [→3)-α-L-Rhap-

(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)] (FIGURA 12c), cujos C-3/H-3 apresentam deslocamentos 

em 79,3/3,89 ppm (OVOD et al., 2004; ROPELATTO, 2011). 
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FIGURA 12 – ESPECTROS DE HSQC DAS FRAÇÕES GBH (a e c) e GBH-RD (b e 

d). REGIÃO DO ANOMÉRICA (a e b) E REGIÃO ANEL (c e d). 

 

NOTA: Solvente D2O (70 °C, pH 7); acetona como padrão interno (13C= 31,45 ppm, 
1H= 2,225 ppm). 

 

A= [→3)-α-L-Ramp-(1→3)] 

B= [→3)-α-L-Ramp-(1→2)] 

C= [→3)-α-L-Ramp-(1→3)-α-L-Ramp-(1→3)] 

D= [→2)-α-L-Ramp-(1→] (ver Figura 13). 
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FIGURA 13 – PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA FRAÇÃO 

HOMOGÊNEA CARBOXI-REDUZIDA E DESSULFATADA (GBH-RD). 

 
            

Os deslocamentos químicos da fração carboxi-reduzida e dessulfatada GBH-

RD para as diferentes unidades de ramnose encontradas estão apresentados na 

Tabela 8. 
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5.6. ANÁLISES DE METILAÇÃO DAS FRAÇÕES GBH-R E GBH-RD 

 

 

 A análise de metilação é uma das mais importantes técnicas utilizadas para a 

determinação da estrutura química de polissacarídeos. Devido a presença de grupos 

sulfato, a análises de metilação do polímero sulfatado e do correspondente polímero 

dessulfatado, confirma o posicionamento destes grupos substituintes, bem como, 

tipo de ligações glicosídicas, presença ou não de ramificações e do tipo de cadeias 

presentes como terminais não redutores nas cadeias laterais. 

 A análise de metilação da heteroramnana GBH-R foi conduzida pelo método 

de Ciucanu e Kerek (1984). Previamente a este processo, o polissacarídeo foi 

tratado com uma solução trietilamina para assim, se ter os polissacarídeos solúveis 

no solvente aprótico (DMSO), utilizado no processo de metilação. O polissacarídeo, 

após permetilação (como descrito no material é métodos) foi hidrolisado e os 

monossacarídeos liberados foram reduzidos com NaBD4, acetilados e analisados 

por CG-EM. A identificação dos derivados parcialmente metilados foi realizada de 

acordo com o tempo de retenção e pelo padrão de fragmentação (JANSSON et al., 

1976). 

 Os resultados da análise de metilação de GBH-R estão apresentados na 

Tabela 9. Em relação aos derivados parcialmente metilados de ramnose, a fração 

GBH-R apresentou 0,6 e 8,3% de 3,4- e 2,4-Ram correspondentes as unidades de 

ramnose, 2- e 3-ligadas respectivamente. Uma alta percentagem de monometilados 

2-Ram (13%), 4-Ram (15,1%) e 3-Ram (11,1%) foram observados. A presença de 2-

Ram e 3-Ram corresponde as unidades de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas e 2-

ligadas 4-sulfatadas respectivamente, e está de acordo com as análises de RMN 13C 

de GBH-R, que mostraram a presença de sinais e 80,5 e 82,3 ppm. Estes sinais, 

80,5 e 82,3 ppm, correspondem pelo menos em parte, ao C-4 de unidades de 

ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas e 2-ligadas 4-sulfatadas, respectivamente. O 

derivado 4-Ram corresponde as unidades de ramnose 2,3- substituídas e pode 

indicar a presença de unidades de ramnose 3-ligadas 2-sulfatadas e/ou 2-ligadas 3-

sulfatadas, pontos de ramificação (2,3- substituídas), bem como, terminais não 

redutores de unidades de ramnose dissulfatadas. 

 A presença de unidades monossacarídicas não metiladas entre os produtos 

de metilação de um polissacarídeo pode indicar que houve submetilação. No 
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entanto, destaca-se que mesmo após três etapas consecutivas de metilação, a 

fração GBH-R apresenta percentagens similares de ramnose não metilada. Este 

resultado demonstra que a presença de ramnose (TABELA 9, p.74), entre os 

produtos de metilação da fração GBH-R não é devido à submetilação. Desta forma, 

a ramnose presente entre os produtos de metilação da fração GBH-R, pode ser 

atribuída a unidades de ramnose dissulfatadas: 2-ligadas 3,4-sulfatadas e 3-ligadas 

2,4-sulfatadas. Adicionalmente, unidades de ramnose trissulfatadas (terminais não 

redutores) e 2,3-substituídas 4-sulfatadas também podem ser constituintes da 

heteroramnana GBH. 

 Os sinais em 80,5 e 82,3 ppm, presentes nos espectros de RMN 13C de GBH-

R, os quais desaparecem após dessulfatação estão de acordo com a presença de 

unidades 4-sulfatadas (FIGURA 10a,b, p. 65). Embora a metilação da fração GBH-R 

dessulfatada (GBH-RD) tenha sido conduzida, os resultados demonstraram que o 

teor de unidades de ramnose foi menor que o esperado (~64,0%).  

 Destaca-se, no entanto, que os resultados de RMN de 1H da fração GBH-RD 

apresentaram sinais de alta intensidade em 4,98 e 5,06 ppm e 5,20 e 5,24 ppm, 

correspondentes as unidades de ramnose 3-ligadas (no C-3 e C-2 de outras 

unidades de ramnose) e unidades de ramnose 2-ligadas e 2,3 substituídas 

respectivamente. O espectro de 13C desta fração também é concordante com a alta 

percentagem de ramnose (FIGURA 10, p. 65). Deste modo, o processo degradativo 

deve ter ocorrido durante a metilação, hidrólise e/ou derivatização dos produtos de 

hidrólise. 
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TABELA 8 – DESLOCAMENTOS QUÍMICOS DA FRAÇÃO HOMOGÊNEA CARBOXI-REDUZIDA DESSULFATADA GBH-RD. 

 
 
 

Unidades de ramnose 
Deslocamentos químicos (ppm) Deslocamentos químicos (ppm) 

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 

[→3)-α-L-Rhap-(1→3)] a 103,1 71,3 79,1 72,9 70,6 17,9 5,06 4,15 3,90 3,58 3,75-3,87 1,33 

[→3)-α-L-Rhap-(1→2)] a 103,1 71,3 79,3 72,9 70,6 17,9 4,98 4,15 3,87 3,60 3,75-3,87 1,28 

[→3)-α-L-Rhap-(1→3)- 

α-L-Rhap-(1→3)] a,b 

103,1 71,3 79,5 72,9 70,6 17,9 5,06 4,15 3,90 3,58 3,75-3,87 1,33 

[→2)-α-L-Rhap-(1→] a 101,9 79,3 71,3 73,8 70,6 17,9 5,20 4,08 3,93 3,50 3,75-3,87 1,33 

[→2,3)-α-L-Rhap-(1→] b 101,9     17,9 5,24     1,28-1,33 

a de acordo com SENCHENKOVA et al. (1999), OVOD et al. (2004) e CASSOLATO et al. (2008); b de acordo com KNIREL et al. (1998a,b); CASSOLATO 
et al. (2008) e ROPELATTO (2011). 
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TABELA 9 – ANÁLISE DE METILAÇÃO DA FRAÇÃO GBH-R. 

Derivado a Ligação TRb GBH-R 
2,3,4-Me3-Ram c Ramp-(1→ 6:487 1,1 

3,4-Me2-Ram →2)-Ramp-(1→ 7:650 0,6 

2,4-Me2-Ram →3)-Ramp-(1→ 7:871 8,3 

2-Me-Ram →3,4)-Ramp-(1→ 9:015 13,0 

4-Me-Ram →2,3)-Ramp-(1→ 9:331 15,1 

3-Me-Ram →2,4)-Ramp-(1→ 9:628 11,1 

Ram →2,3,4)-Ramp-(1→ 10:152 16,6 

    
2,3,4-Me3 -Xil Xilp-(1→ 6:838 0,2 

2,3-Me2-Xil →4)-Xilp-(1→ 8:514 7,9 

Xil →2,3,4)-Xilp-(1→ 11:734 4,6 

    
2,3,4,6-Me4-Glc d GlcpA-(1→ 7:975 0,2 

3,4,6-Me3-Glc →2)-GlcpA-(1→ 10:639 0,7 

2,3,6-Me3-Glc →4)-GlcpA-(1→ 10:786 2,3 

3,6-Me2-Glc →2,4)-GlcpA-(1→ 13:486 3,3 

    

3,4,6-Me3-Glc →2)-Glcp-(1→ 10:639 5,7 

2,3,6-Me3-Glc →4)-Glcp-(1→ 10:786 4,5 

    

2,3,4,6-Me4-Gal d GalpA-(1→ 8:375 0,3 

3,4,6-Me3-Gal →2)-GalpA-(1→ 9:917 2,6 

    

2,3,4,6-Me4-Gal Galp-(1→ 8:375 1,2 

2,3,4-Me3-Gal →6)-Galp-(1→ 11:987 0,6 
a mol% dos monossacarídeos quantificados na forma de alditóis acetato parcialmente metilados; b 
tempo de retenção (em min) dos derivados analisados em coluna DB-225; c 2,3,4-Ram analisada 
como: 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-metilramnitol, etc.; d derivados carboxi-reduzidos analisados como os 
exemplos: 2,3,4,6-GlcA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil glucitol; 2,3,4,6-GalA = 
1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil galactitol, etc. 
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5.7. ANÁLISE DE DEGRADAÇÃO CONTROLADA DE SMITH DA FRAÇÃO GBH 

 

 

Com o objetivo de se obter fragmentos com menor massa molar, 550 mg da 

fração GBH foi submetida ao método de degradação controlada de Smith. Após 

oxidação com metaperiodato de sódio (m-NaIO4) e redução com NaBH4 (~75,0% de 

rendimento), os polissacarídeos da GBH foram submetidos à hidrólise ácida parcial 

(TFA 1M) a temperatura ambiente para que ocorra a hidrólise das unidades 

monossacarídicas oxidadas. Os produtos desta hidrólise continham as unidades de 

açúcares resistentes à oxidação com m-NaIO4 e apresentaram um rendimento de 

aproximadamente 61,5% (TABELA 10). Os produtos obtidos por degradação 

controlada de Smith foram denominados de GBH-S, ou seja, pela adição da letra “S” 

ao final do nome original (GBH). A fração GBH-S também será referida neste 

trabalho como “produtos de degradação controlada de Smith”. 

Estudos com a fração purificada de G. oxyspema (Go3) descrevem que 

durante o processo de degradação controlada de Smith, as unidades 

correspondentes aos terminais não redutores de galactose, xilose e ácido 

glucurônico 2-sulfatado são oxidadas. Este esquema de oxidação está apresentado 

na Figura 14. As unidades de xilose 3-ligadas, bem como o ácido glucurônico 4-

ligado 2-sulfatado (não representados na Figura 14) e a maioria das unidades de 

ramnose, não são susceptíveis à oxidação (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 

2011). 
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FIGURA 14 – ESTRUTURA TEÓRICA DE HETERORAMNANA SULFATADA 

ANTES (a) E APÓS DEGRADAÇÃO CONTROLADA DE SMITH (b) 

 

FONTE: ROPELATTO (2011). 

 

 

5.7.1. Análises químicas e composição monossacarídica da fração degradada 

de Smith (GBH-S) 
 
 

 Quando comparados a fração GBH os produtos de degradação controlada de 

Smith (GBH-S) apresentaram um aumento em relação ao teor de grupamentos 

sulfato (29,1 → 38,2%) e diminuição nos teores de ácidos urônicos (9,1 → 6,6%). Os 

teores de xilose também diminuiram (14,7 → 1,8 mol%). A oxidação total das 

unidades de galactose foi observada, visto que este monossacarídeo não foi 

detectado na fração GBH-S (TABELA 10).  

Em relação aos teores de glucose e ramnose, observou-se um aumento (14,5 

→ 18,8 mol%) e (64,0 → 74,1 mol%) respectivamente. Este aumento é devido à 

diminuição relativa dos outros monossacarídeos. Em resumo, as unidades de xilose, 
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de ácidos urônicos e de galactose são susceptíveis a oxidação através do processo 

de degradação controlada de Smith. As unidades de ramnose 2-ligadas, 

constituintes da fração GBH, também são susceptíveis a oxidação com 

metaperiodato de sódio. 

Estes resultados estão de acordo com os estudos de Cassolato e 

colaboradores (2008) e Ropelatto (2011). Estes pesquisadores constataram que 

uma fração nativa submetida ao processo de degradação controlada de Smith, 

possui as seguintes características: altas concentrações de ramnose, altos teores de 

grupos sulfato, baixos teores de ácidos urônicos e unidades de galactose e xilose 

completa e parcialmente oxidadas, respectivamente. 

 

 

5.7.2. Análise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR da fração degradada 

de Smith (GBH-S) 
 

 

Os produtos de degradação controlada de Smith (fração GBH-S) foram 

submetidos à análise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR. Como 

demonstrado na Figura 15 a fração GBH-S apresentou um perfil de eluição 

assimétrico indicando heterogeneidade da amostra. O tempo de eluição desta fração 

foi maior que o da fração polissacarídica de origem (GBH), devido a redução da 

massa molar dos polissacarídeos através da oxidação dos pontos de ramificação, de 

unidades susceptíveis a oxidação com m-NaIO4. A comparação entre os perfis de 

eluição das frações GBH e GBH-S está apresentada na Figura 16. 
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FIGURA 15 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DO PRODUTO DE 

DEGRADAÇÃO CONTROLADA DE SMITH (GBH-S). 

 
 

 
FIGURA 16 – COMPARAÇÃO ENTRE OS PERFIS DE ELUIÇÃO EM HPSEC-

MALLS-IR DAS FRAÇÕES GBH E DO PRODUTO DE DEGRADAÇÃO 

CONTROLADA DE SMITH (GBH-S). IR = índice de refração. 
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TABELA 10 – ANÁLISES QUÍMICAS E COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DO PRODUTO DE DEGRADAÇÃO CONTROLADA 

DE SMITH (GBH-S) E FRAÇÃO GBH. 

 

Fração Rendimento 
(%) a 

Açúcar total 
(%) b 

Sulfato 
(%) c 

Ácido urônico 
(%) d 

Proteína 
(%) e 

[α]D25° 
Monossacarídeos (mol%) f 

Ram g Xil Glc Gal  

GBH -  47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0 64,0 14,7 14,5 6,7  

GBH-S 61,5 52,2 38,2 6,6 1,9 -38,3 78,2 1,9 19,8 -  
- = não detectado; a em relação ao material submetido à degradação controlada de Smith (550 mg); b determinado pelo método fenol-ácido sulfúrico 
(DUBOIS et al, 1956); c determinado pelo método de DODGSON e PRICE (1962); d determinado segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); e 
determinado segundo LOWRY et al. (1951); f monossacarídeos quantificados na forma de acetatos de alditóis; g abreviatura dos monossacarídeos: Ram = 
ramnose; Xil= xilose; Glc = glucose; Gal = galactose; Man = manose. 
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5.7.3. Análise de RMN de 13C e 1H da fração degradada de Smith (GBH-S) 

 
 

 A fração GBH-S foi submetida à análise por RMN de 13C e o espectro 

resultante, comparado a sua fração de origem (GBH) estão representados na Figura 

17. A partir destes espectros, pode-se notar que as duas frações apresentaram 

espectros de RMN de 13C com alta complexidade e sinais alargados devido, 

principalmente, ao padrão heterogêneo de sulfatação, além da presença de outros 

monossacarídeos além da ramnose, como xilose e ácidos urônicos. Sinais em 97,8 

– 103,0 ppm (GBH) e 99,7 – 103,5 ppm (GBH-S) foram atribuídos ao carbono 

anomérico das unidades de α-L-ramnose (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 

2011). 

 
FIGURA 17 – ESPECTROS DE RMN DE 13C DAS FRAÇÕES GBH-S (a), GBH (b) 

DAS REGIÕES ANOMÉRICA E DO ANEL. 

 
NOTA: Solvente D2O (70 °C); acetona como padrão interno (31,45 ppm). 
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Ainda na Figura 17, podem-se observar os sinais de alta intensidade em 17,9 

– 18,1 ppm, correspondentes aos CH3 das unidades de ramnose, principal 

monossacarídeo das duas frações (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011). 

Em relação ao espectro de GBH-S, observa-se ainda a intensificação destes sinais 

(17,9 – 18,1 ppm) em relação a fração GBH, que corresponde ao aumento de 

ramnose após degradação controlada de Smith (não demonstrado). Os sinais em 

70,5 e 70,4 ppm para GBH-S e GBH respectivamente, são referentes ao C-5 de 

unidades de ramnose, caracterizando a configuração α destas unidades, visto que 

sinais de C-5 de de ramnose da configuração β são observados na faixa de 72,3 – 

73,4 ppm (BACKINOWSKY et al., 1980; LIPKIND et al., 1988). 

 Nota-se também no espectro de 13C da fração GBH-S, o aumento do sinal em 

80,4 ppm quando comparado a sua fração de origem (GBH). Este sinal corresponde 

ao C-4 de unidades de ramnose 2-ligadas 4-sulfatadas. O aumento do sinal em 71,3 

ppm também é observado, sendo este sinal correspondente ao C-2 livre das 

unidades de ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-sulfatadas. Adicionalmente, houve 

aumento na intensidade do sinal em 81,9 ppm que é referente as unidades de 

ramnose 4-sulfatadas (FIGURAS 17, setas). 

 Através de análise por RMN de 1H dos produtos de degradação controlada de 

Smith (GBH-S) pode-se observar que o espectro apresentou sinais na região 

anomérica (5,04 – 5,49 ppm), sendo atribuídos ao H-1 de unidades de α-ramnose. O 

sinal de alta intensidade em aproximadamente 1,37 ppm foi atribuído aos 

hidrogênios ligados ao C-6 das unidades de ramnose (não demonstrado). 

 O conjunto de dados de RMN e HPSEC-MALLS-IR indica a complexidade 

estrutural dos produtos de degradação controlada de Smith. Desta forma, esta 

fração foi submetida ao processo de fracionamento por cromatografia de troca iônica 

a fim de se obter uma fração homogênea para os estudos estruturais. 

 
 
5.7.4. Fracionamento do produto de degradação controlada de Smith (GBH-S) 
 

  

 Com o objetivo de fracionar os polissacarídeos de GBH-S e obter então uma 

fração homogênea em relação a massa molar, aproximadamente 74% da fração 

GBH-S (246 mg) foi submetida à cromatografia de troca aniônica em coluna 
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contendo DEAE-Sephacel na forma Cl-. Para isto, a fração GBH-S foi solubilizada 

em água destilada e submetida à coluna, sendo a eluição inicial realizada com água 

destilada, e posteriormente as eluições realizadas com concentrações crescentes de 

NaCl (0,5 – 2M). As eluições foram monitoradas pelo método de fenol-ácido sulfúrico 

(DUBOIS et al., 1956). O processo de fracionamento e a denominação das frações 

eluídas estão apresentados na Figura 18. 

 

 

 

 
 

FIGURA 18 – ESQUEMA DE FRACIONAMENTO DA FRAÇÃO GBH-S EM 

CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA. 

 

NOTA: adaptado de Ropelatto (2011). 

 

5.7.4.1. Análise de homogeneidade das frações de maior rendimento obtidas após 

cromatografia de troca iônica da fração GBH-S 

 

 

 As subfrações recuperadas da cromatografia de troca iônica foi de 80,1% 

relativo à massa inicial aplicada na coluna. O rendimento da fração eluída com água 

foi muito baixa, por isso essa fração foi descartada. As subfrações GBH-S2-GBH-S5 

foram submetidas à análise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR, obtendo 

diferentes perfis de eluição que estão apresentados na Figura 19. Todas as frações 

Eluído com água destilada     GBH-S1 

Eluído com NaCl 0,5M           GBH-S2 

Eluído com NaCl 1M              GBH-S3 

Eluído com NaCl 1,5M           GBH-S4 

Eluído com NaCl 2M              GBH-S5 
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apresentaram picos assimétricos, indicando a heterogeneidade de todas as frações 

em relação à massa molar. Por isso, essas frações foram designadas para estudos 

em outro projeto, onde outras técnicas serão realizadas para se obter uma fração 

homogênea. 

 

 
FIGURA 19 – PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-IR DAS FRAÇÕES GBH-

S2, GBH-S3, GBH-S4 E GBH-S5. IR = índice de refração. 

 
 

A Taleba 11 apresenta o rendimento, as análises químicas e a composição 

monossacarídica das subfrações GBH-S2-GBH-S6. As frações de maior rendimento, 

GBH-S3 e GBH-S4 (24,8% e 38,6%, respectivamente) apresentaram altos teores de 

grupos sulfato, 35,3% e 31,2%. Em relação a composição monossacarídica, essas 

frações apresentaram altos teores de ramnose, 84,2% e 79,3 para GBH-S3 e GBH-

S4 respectivamente. 

Devido à heterogeneidade das subfrações (GBH-S2-GBH-S6) obtidas por 

cromatografia de troca iônica da fração degradada de Smith (GBH-S), em relação à 

massa molar, não foram realizados estudos químicos quanto à estrutura química 
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destes polissacarídeos. A purificação e os estudos químicos destas frações serão 

futuramente realizados. 

 Os estudos de atividade biológica foram conduzidos com as heteroramnanas 

e os produtos de degradação controlada de Smith (fração GBH-S) como discutido a 

seguir no Capítulo II.   
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TABELA 11 – RENDIMENTO E ANÁLISES QUÍMICAS DAS SUBFRAÇÕES OBTIDAS APÓS CROMATOGRAFIA DE TROCA 

IÔNICA DA FRAÇÃO GBH-S. 

Subfração Rendimento 
(%) a 

Açúcar total 
(%) b 

Sulfato 
(%) c 

Ácido urônico 
(%) d 

Proteína 
(%) e [α]D25° 

Monossacarídeos (mol%) f 

Ram g Xil Glc Gal Man 

GBH-S - 52,2 38,2 6,6 1,9 -38,3 74,1 1,8 18,8 - 5,8 

GBH-S2 6,3  32,2 35,3 4,2 0,9 -19,8 84,2 5,2 7,7 - 4,9 

GBH-S3 24,8 61,3 35,3 6,2 1,2 -32,1 79,3 - 15,9 - 4,8 

GBH-S4 38,6 49,4 31,2 2,2 2,3 -45,7 91,7 1,9 2,5 - 3,9 

GBH-S5 10,4  33,2 21,1 6,9 2,2 -33,0 77,1 2,0 10,3 - 10,6 

Total 80,1           
- = não detectado; a rendimento em relação à fração submetida à cromatografia de troca iônica (246 mg); b determinado pelo método fenol-ácido sulfúrico 
(DUBOIS et al, 1956); c determinado pelo método de DODGSON e PRICE (1962); d determinado segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); e determinado 
segundo LOWRY et al. (1951); f monossacarídeos quantificados na forma de acetatos de alditóis; g abreviatura dos monossacarídeos: Ram = ramnose, Xil = 
xilose, Glc = glucose, Gal = galactose, Man = manose. 
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CAPÍTULO II - BIOATIVIDADE DOS POLISSACARÍDEOS OBTIDOS DA 

MACROALGA VERDE MARINHA G. brasiliensis 

 

 

  

 É notável o interesse dos pesquisadores na área biomédica, no sentido de 

isolar novos compostos bioativos obtidos de diferentes fontes marinhas. Dentre estes 

organismos marinhos, destacam-se as macroalgas que são fontes valiosas de 

polissacarídeos com estruturas inéditas, as quais apresentam diferentes atividades 

biológicas (HAYAKAWA et al., 2000). As algas marinhas são produtoras de 

polissacarídeos sulfatados (PS), como por exemplo, as fucanas em algas marrons, 

carragenanas e agaranas em algas vermelhas e ramnanas e ulvanas em algas 

verdes.  

 Estes PS apresentam diferentes tipos de atividades biológicas com aplicação 

biotecnológica, como as atividades: anticoagulante, antiviral, antioxidante, 

antitumoral, antiangiogênica e imunomuduladora (COSTA et al., 2010). Deste modo, 

PS obtidos de algas marinhas têm grande potencial para o desenvolvimento futuro de 

produtos que venham beneficiar as áreas de nutrição, de farmácia e de cosméticos 

(WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011). 

 O Capítulo II do presente trabalho descreve a capacidade das heteroramnanas 

sulfatadas obtidas da macroalga verde marinha G. brasiliensis de atuar em sistemas 

biológicos como inibidoras da formação de vasos sanguíneos, especificamente nos 

processos de vasculogênese e angiogênese em embriões de galinha, como agente 

antitumoral em células de glioma, como anticoagulante e como antivirais frente aos 

vírus herpes simplex tipos 1 e 2. 
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6. OBJETIVOS 

 
  

6.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

 O objetivo geral deste Capítulo foi avaliar a atividade biológica dos 

polissacarídeos sulfatados obtidos da macroalga verde marinha Gayralia brasiliensis 

e seus produtos de degradação controlada de Smith frente aos ensaios de 

vasculogênese e angiogênese, antitumoral, anticoagulante e antiviral. 

 
 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

- Determinar a capacidade moduladora das heteroramnanas sulfatadas obtidas da 

macroalga verde marinha G. brasiliensis e de seus produtos de degradação 

controlada de Smith, sobre a vascularização de embriões de galinha; 

 

- Avaliar a vascularização no processo de vasculogênese na membrana da vesícula 

vitelínica e no processo de angiogênese na membrana corioalantóica de embriões 

de galinha; 

 

- Determinar a atividade antitumoral in vitro das heteroramnanas sulfatadas e dos 

produtos de degradação controlada de Smith, em células tumorais de glioma 

humano; 

 

- Avaliar a atividade anti-herpética das heteroramnanas sulfatadas frente aos vírus 

herpes simplex tipos 1 e 2; 

 

- Investigar a atividade anticoagulante in vitro das heteroramnanas sulfatadas. 
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7. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

7.1. MODULAÇÃO DA FORMAÇÃO DE VASOS SANGUÍNEOS POR 

CARBOIDRATOS 

 

 

 Durante a embriogênese inicial, a microvasculatura é iniciada através do 

processo chamado de vasculogênese, e a formação de vasos a partir destes pré-

existentes é um processo denominado de angiogênese (FOLKMAN, 1971). Estes 

processos de formação de novos vasos sanguíneos desempenham um papel 

importante em processos patológicos, e podem facilitar o crescimento e a metástase 

de tumores. Os novos vasos sanguíneos formados podem promover o crescimento 

do câncer, principalmente, através do suprimento de nutrientes e de oxigênio (SEOW 

et al., 2011). Assim, a modulação desses processos é considerada uma abordagem 

promissora para o tratamento do câncer (HE et al., 2009). 

 O aumento do interesse nas terapias antivasculogênica e antiangiogênica 

requer o desenvolvimento de novos ensaios quantitativos no crescimento de novos 

capilares (ADINI et al., 2009). Um método eficiente e muito utilizado in vivo é o teste 

na membrana corioalantóica em embriões de galinha (CAM-assay).  O CAM-assay 

tem se tornado uma ferramenta muito utilizada para a determinação dos ensaios 

antivasculogênico e antiangiogênico de muitas drogas extraídas de fontes naturais, 

incluindo polímeros obtidos de algas (DIAS et al., 2008; SEOW et al., 2011).  

 Estudos demonstraram que a diversidade e a complexidade estrutural dos 

carboidratos sulfatados, principalmente os teores e a disposição dos grupos sulfato e 

a massa molar, estão relacionados com as diversas funções exercidas por essas 

moléculas em sistemas biológicos (DUARTE et al., 2004). Em polissacarídeos 

obtidos de diferentes espécies de algas, sulfatados ou não, as modificações químicas 

realizadas em laboratório são de suma importância, possibilitando assim o 

relacionamento entre a bioatividade e a estrutura química destes polímeros.  
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7.1.1. Formação de vasos sanguíneos e do sistema cardiovascular 

 

 

 O primórdio da formação de vasos sanguíneos inicia-se com o surgimento de 

células endoteliais a partir da diferenciação de células mesodérmicas em 

hemangioblastos, levando a formação das primeiras redes vasculares, denominadas 

de ilhotas sanguíneas (LAMALICE et al., 2007). Este processo de formação de vasos 

sanguíneos é um dos primeiros sistemas de desenvolvimento que se estabelece 

durante o período embrionário a partir do mesoderma (camada germinativa 

intermediária do embrião). Deste modo, a partir desta vascularização inicial ocorre a 

formação do sistema cardiovascular, que é composto pelo coração, pelas artérias, 

veias e capilares (vasos sanguíneos) e pelos vasos linfáticos (TOBELEM, 1990; 

SWEENEY et al., 1998). Os vasos sanguíneos são constituídos basicamente por uma 

monocamada de células endoteliais, as quais estão revestidas por moléculas de 

colágeno, glicoproteínas, elastinas, proteoglicanas (na matriz extracelular) e por 

células com a função de suporte (DIAS et al., 2002).  

A formação de novos vasos ocorre principalmente por dois processos distintos: 

vasculogênese e angiogênese (LAMALICE et al., 2007) (FIGURA 20). A 

vasculogênese é o processo inicial da formação dos vasos e ocorre quando os 

hemangioblastos se diferenciam em células precursoras de células endoteliais, 

denominadas de angioblastos, e surgem no mesoderma da vesícula vitelínica. Após o 

surgimento de células endoteliais, ocorre a organização destas em agregados 

celulares, denominados de ilhotas sanguíneas primitivas, onde um plexo vascular 

primordial se estabelece. Neste processo, os canais endoteliais apresentam tamanho 

relativamente uniforme (DIAS et al., 2002; BOUIS et al., 2006). A angiogênese é o 

processo que procede a vasculogênese, onde ocorre o rápido crescimento vascular a 

partir da remodelagem dos pré-existentes. Neste processo, ocorre uma combinação 

de eventos de morte e regressão vascular, com a sobrevivência e ramificação de 

capilares a partir da vascularização primária e novos capilares surgem, onde uma 

rede vascular estável e complexa é definida com vasos de diferentes tamanhos, 

possibilitando assim, o crescimento do corpo do embrião (FOLKMAN, 1971; DIAS et 

al., 2002).  
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FIGURA 20 – ESQUEMA DE FORMAÇÃO DO SISTEMA VASCULAR.  

(A) VASCULOGÊNESE: As células mesodérmicas se diferenciam em 
hemangioblastos levando a formação das ilhotas sanguíneas. Em seguida, os 
hemangioblastos se diferenciam em células precursoras de células endoteliais, os 
angioblastos. Após, ocorre à migração, diferenciação e proliferação das células 
endoteliais formando um plexo vascular primitivo. Finalmente, ocorre uma 
remodelação vascular em vasos maiores e vascularização do embrião. (B) 
ANGIOGÊNESE: A formação de capilares a partir dos vasos pré-existentes. 
 

FONTE: LAMALICE et al. (2007). 

 

 

No embrião, o desenvolvimento dos grandes vasos e do coração ocorre 

através da vasculogênese e a invasão de novos vasos sanguíneos mediada pela 

angiogênese, possibilita o desenvolvimento de órgãos como o fígado, os pulmões e o 

cérebro (RISAU et al., 1988; ZAMMARETTIA; ZISCH, 2005). 
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Além de estar presente no desenvolvimento embrionário, a angiogênese 

permanece em muitas condições fisiológicas no indivíduo adulto, como na 

cicatrização, regeneração de tecidos, crescimento de cabelos e no ciclo reprodutivo 

feminino (DIAS et al., 2002). Adicionalmente, estes processos desempenham um 

papel importante em condições patológicas a exemplo do câncer. Células tumorais 

são capazes de induzir a formação de novos capilares, através dos quais estas 

células podem se nutrir e se disseminar através da corrente sanguínea (FOLKMAN, 

1971). 

 

 
7.1.2. Sinalização celular na formação de vasos sanguíneos 
 
 

 O desenvolvimento de novos capilares é um processo mantido sob controle 

rigoroso no organismo, desta forma, a presença da angiogênese está restrita aos 

processos fisiológicos normais em um individuo adulto, como citado do item anterior 

(FOLKMAN; SHING, 1992). Erros de sinalização celular na regulação da 

angiogênese podem ocasionar a formação descontrolada de vasos, possibilitando 

assim o desenvolvimento de uma série de patologias como a artrite reumatóide, 

endometriose, glaucoma e alguns tipos de câncer (FOLKMAN; KLAGSBRUM, 1987; 

KOCH, 1998). Sinais angiogênicos (ativadores) e sinais angiostáticos (inibidores) são 

mantidos em equilíbrio nos sistemas biológicos e secretados em concentrações 

estritamente controladas. Quando necessário estes sinais são resgatados 

promovendo a inibição ou a indução de formação de novos vasos, no entanto, este 

sistema de regulação é imensamente complexo, e o papel desenvolvido por grande 

parte destas moléculas ainda é desconhecido (D’AMORE; THOMPSON, 1987; 

HANAHAN; FOLKMAN, 1996).  

 Moléculas de proteoglicanas como o sulfato de heparana estão integradas na 

matriz extracelular e desenvolvem participação crucial nos eventos de morfogênese e 

organogênese celular (DIAS et al., 2002). Fatores de crescimento indutores da 

angiogênese, como o FGFb (fibroblast growth fator-basic), ficam mantidos nas 

moléculas de proteogliganas que funcionam como espécie de reservatório. Quando 

necessários para o processo de regulação da angiogênese, estes fatores são 
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regatados da matriz extracelular promovendo a diferenciação de células endoteliais 

(TOBELEM, 1990; YANCOPOULOS et al., 2000; DIAS et al., 2002). 

O fator de crescimento de fibroblastos básico (FGFb) também chamado de 

FGF-2 é uma molécula pequena, de massa molar de 18 kDa, inespecífica para 

células endoteliais, no entanto, é capaz de induzir o crescimento endotelial in vitro e a 

angiogênese in vivo (TOBELEM, 1990; DIAS et al., 2002; DIAS et al., 2008).  

 A família dos VEGFs (vascular endotelial growth factors) incluem os cinco 

fatores de crescimento derivados da placenta: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D 

e VEGF-E. Em humanos, monômeros de VEGF-A existem como cinco isoformas 

diferentes, sendo o VEGF (vascular endothelial growth fator) o mais ativo e 

abundante. Este fator de crescimento é responsável por regular as funções nas 

células endoteliais, é um potente indutor da angiogênese regulando as principais 

etapas do processo angiogênico como a diferenciação, proliferação e migração 

celular (LAMALICE et al., 2007). Além da família dos VEGFs, existem outros fatores 

específicos para a formação de vasos sanguíneos, como os quatro fatores 

angiogênicos pertencentes à família Ang (angiopoietinas): Ang-1, Ang-2, Ang-3 e 

Ang-4, que atuam induzindo a angiogênese de maneira parácrina e pelo menos um 

membro da família das Eph (efrinas A1, B1 e B2) (DIAS et al., 2002). 

 As principais funções dos fatores angiogênicos mais estudados, o FGFb e o 

VEGF seriam a atuação sobre as células endoteliais, levando à ativação de enzimas 

denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs) e a ativação de plasminógenos. 

Essas funções são essenciais no mecanismo de migração celular, no processo de 

formação do tubo vascular (YANCOPOULOS et al., 2000; BERTI, 2008). 

 A ativação de MMPs está ligada ao bloqueio dos seus inibidores teciduais, os 

TIMPs (tissue inhibitors of metaloproteinases) e que a redução da síntese destes 

MMPs desencadeia uma atividade proteolítica na matriz extracelular. No inicio da 

angiogênese, este processo permite que as células endoteliais migrem através do 

tecido conjuntivo e no final da formação dos vasos, ocorre a estabilização da matriz 

extracelular endotelial, nesta etapa a expressão de MMPs é reduzida e os TIMPs são 

induzidos (CORNELIUS et al., 1995). 

 Além do FGFb, outros fatores de crescimento não específicos para as células 

endoteliais estão envolvidos na formação de vasos sanguíneos, a exemplo do PDGF 

(platelet-derived growth fator), fator de crescimento derivado de plaquetas e de 

fatores de transição (YANCOPOULOS et al., 2000). 
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 Dentre o complexo jogo de sinalização celular que promove a formação de 

novos vasos sanguíneos maduros, os receptores de membrana celular trabalham 

possibilitando que estes fatores angiogênicos atuem de forma integrada. Os VEGFs 

são ativos mediante sua ligação com os seus respectivos receptores de membrana 

VFGFR-1, VFGFR-2 e VFGFR-3. Estes receptores de membrana são expressos na 

sua maioria, pelas células endoteliais presentes nos vasos sanguíneos e pelas 

células endoteliais linfáticas. Juntamente com os receptores de Ang (Tie1, Tie2, Tie3 

e Tie 4) os VEGFRs desempenham papel importante na angiogênese em relação a 

enzima tirosina quinase, cuja a ativação faz com que estes receptores se organizem 

em dímeros (GALE; YANCOPOULOS, 1999; DIAS et al., 2002). 

 

 

7.1.3. Vascularização e o desenvolvimento de tumores 

 
 

 Células cancerígenas presentes em tumores primários são capazes de migrar 

através da corrente sanguínea. Esta capacidade se dá através da comunicação entre 

células tumorais e células estromais (ligadas às células tumorais). Dando inicio a 

invasão e se disseminando para outras partes do organismo, a partir da indução da 

formação de novos vasos, promovendo assim a metástase (HENDRIX et al., 2011), 

como ilustrado na Figura 21. 

 O comportamento da angiogênese relacionada à vascularização de tumores 

foi estudado por Folkman (1971), que descreveu o estado de dormência do tumor 

frente à ausência de vascularização. O processo de angiogênese descontrolado 

favorece o crescimento da massa tumoral e o desenvolvimento metastático. Se o 

suprimento nutricional de células tumorais é facilitado pela formação de novos vasos 

sanguíneos, o tumor cresce desordenadamente. Em condições em que há ausência 

da vascularização, o tumor não se desenvolve, atingindo apenas alguns milímetros 

(CARMELIET; JAIN, 2000; BERGERS; BENJAMIN, 2003). 

 A capacidade apresentada por alguns tumores malignos de se desenvolver e 

colonizar outros órgãos através da metástase está relacionada à sua capacidade de 

produzir moléculas indutoras da neovascularização. Essa capacidade é atribuída às 

modificações genéticas que ocorrem durante o processo de transformação de células 

normais em células cancerígenas, onde a maquinaria da célula neoplásica se torna  
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capaz de sintetizar estes indutores angiogênicos (HANAHAN; FOLKMAN, 1996; 

KOCH, 1998, CARMELIET; JAIN, 2000). Neste sentido, a biologia da vascularização 

durante a embriogênese é relevante também durante o processo de formação de 

tumores (FOLKMAN, 2001; HENDRIX et al., 2003). 

 

 

 
 
FIGURA 21 - PROCESSO DE ANGIOGÊNESE NO CRESCIMENTO DE TUMORES.  

(1) – Células tumorais desenvolvem a capacidade de secretar fatores angiogênicos, 
(2) – Células do endotélio são induzidas à migração e proliferação, e um novo vaso 
sanguíneo é formado e, (3) – A massa tumoral é aumentada pelo suprimento de 
nutrientes e oxigênio a partir do novo vaso formado (HENDRIX et al., 2011), (4) 
Figura ilustrando um tumor (seta branca) resultante de células humanas cultivadas 
na membrana corioalantóica de embriões de galinha (seta verde), onde os vasos 
sanguíneos com diferentes diâmetros a partir da membrana são atraídos pelo tumor 
que requer essa vascularização para crescerem (http://www.fondation-ritc.net/-
Microenvironnement-tumoral-.html?lang=en/Acesso: 04 de maio de 2013). 
 

 

 Outro ponto importante na vascularização fisiopatológica é que nesta condição 

o crescimento vascular se apresenta constante e desordenado nunca alcançando a 

estabilidade. Além disso, o fluxo sanguíneo é caracterizado por ser lento e oscilante, 

ocasionando o extravasamento do conteúdo plasmático a exemplo das proteínas do 
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plasma Ao contrário, na angiogênese fisiológica, a formação de vasos sanguíneos é 

mantida sob rígido controle, onde os capilares rapidamente sofrem maturação e se 

tornam estáveis. Estudos revelaram que o fator de crescimento FGFb é sintetizado 

por diversas linhagens de células tumorais e pode ser expresso em altas taxas e de 

forma seletiva (GAGLIARDI; COLLINS, 1993; BERGERES, HANAHAN e 

COUSSENS, 1998; MUNDHENKE et al., 2002). 

 A presença da neovascularização fisiopatológica não se limita à 

vascularização tumoral, podendo ser encontrada em outros tipos de patologias 

desprovidas de malignidade (FOLKMAN; KLASBRUM, 1987; FOLKMAN, 2001), 

como a retinopatia diabética, degeneração macular relacionada à idade, nova 

vascularização ocorrida na córnea transplantada, glaucoma neovascular, tracoma, 

psoríase, desenvolvimento de placa aterosclerótica, angiofibroma e malformações 

artero-venosas. 

Além de ser fundamental durante a embriogênese, o processo de formação de 

vasos sanguíneos pode se apresentar na vida adulta em condições fisiológicas 

normais e em condições fisiopatológicas, a exemplo dos tumores malignos. Deste 

modo, estudos no sentido de bloquear a neovascularização fisiopatólogica são 

importantes e muitas pesquisas revelaram que substâncias obtidas de fontes naturais 

são capazes de interferir neste processo de formação de novos vasos, podendo atuar 

como compostos antiangiogênicos. A respeito de serem moléculas valiosas em 

relação à bioatividade, polissacarídeos sulfatados obtidos de algas marinhas também 

são descritos por apresentaram atividade sobre a vascularização, tanto em modelos 

animais (in vivo) ou através de técnicas de cultivo celular (in vitro) (SOEDA et al., 

2000; BÜRGERMEISTER et al., 2002; DIAS et al., 2005; CHEN et al., 2007; DIAS et 

al., 2008). 

 

 

7.1.4. Modulação da vascularização por polissacarídeos sulfatados 
 

 

 Polissacarídeos sulfatados como pentosana polisulfato, heparina, sulfato de 

heparana, sulfato de dextrana e sulfato de condroitina são descritos por estimular a 

formação do tubo vascular, e os polissacarídeos não sulfatados como xilanas e 

dextranas não sulfatadas não exibem este efeito indutor (JACKSON et al., 1994). De 
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fato, proteoglicanas sulfatadas endógenas são essenciais para o transporte de FGFb 

e ativação do seu receptor, devido à estabilização de um complexo entre FGFb e seu 

receptor com cadeias distintas de espécies de sulfato de heparana (GALLAGHER, 

1994). No entanto, dependendo da estrutura química, certos polissacarídeos 

sulfatados podem sequestrar o FGFb, prevenindo desta forma, a ativação dos seus 

receptores (FGFRs), inibindo então, a formação do tubo vascular, tanto na 

vascularização inicial (vasculogênese), quanto na vascularização a partir de vasos 

pré-existentes (angiogênese) (DIAS et al., 2008). 

  Se um polissacarídeo é capaz de exibir propriedade pró-angiogênica ou 

antiangiogênica, essa capacidade moduladora parece estar ligada, principalmente, 

ao teor e posição dos grupos sulfato e a massa molar deste polímero 

(BÜRGERMEISTER et al., 2002; DIAS et al., 2008). Assim, a atividade angiogênica 

de fucanas sulfatadas nativas, que possuem um grau de sulfatação, pode ser 

revertida em ação antiangiogênica, quando, através de modificações químicas, o 

grau de sulfatação da molécula é aumentado (SOEDA et al., 2000; MATOU et al., 

2002). Outros polissacarídeos altamente polianiônicos como a suramina 

polisulfonada e seus análogos, também podem inibir significativamente a 

angiogênese através da prevenção da ligação de FGFb, TGF-β (transforming growth 

factor-beta) e EGF aos seus respectivos receptores (COFFEY et al., 1987; YAYON e 

KLAGSBRUM, 1990; PESENTI et al., 1992; GAGLIARDI, 1992). 

 Estudos prévios têm demonstrado que galactanas de baixa massa molar, 

obtidas através de hidrólise parcial de arabino-galactanas, de Larix decídua, após 

sulfatação química, são potentes inibidoras angiogênicas em embriões de G. 

domesticus (BÜRGERMEISTER et al., 2002). Oligossacarídeos altamente sulfatados, 

obtidos de λ-carragenanas por despolimerização, também são potentes inibidores 

angiogênicos (50% de inibição, 200 μg) (CHEN et al., 2007). 

  Dias e colaboradores (2005), observaram inibição de 64% da angiogênese em 

embriões de galinha (CAM-assay), utilizando uma concentração de 1500 µg de 

fucanas sulfatadas nativas extraídas da alga marinha Sargassum stenophyllum. E 

mais recentemente, através do ensaio na membrana da vesícula vitelínica 

(vasculogênese), observaram uma inibição de 100% da formação dos vasos 

sanguíneos, quando se utilizou a mesma concentração (1500 µg) de fucanas obtidas 

da mesma alga (DIAS et al., 2008). 
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 Levando em consideração a necessidade de novos agentes naturais que 

apresentem a capacidade de modular a vascularização patológica de diversas 

doenças, incluindo a vascularização tumoral, heteroramnanas sulfatadas isoladas de 

macroalgas verdes marinhas, particularmente as obtidas de espécies do gênero 

Gayralia, são promissoras como agentes antiangiogênicos. 

 Estes polissacarídeos sulfatados poderiam atuar impedindo a nutrição e a 

oxigenação de células neoplásicas em tumores sólidos, bem como a promoção da 

metástase através da neovascularização fisiopatológica. Desta forma, poderiam 

também ser empregados como antiangiogênicos no tratamento de outras doenças 

decorrentes da neovascularização fisiopatológica. Ademais, a obtenção e purificação 

destes polissacarídeos são etapas simples, de baixo custo e apresentam altos 

rendimentos. Além disso, vale destacar que estes compostos obtidos de macroalgas 

verdes marinhas, não são tóxicos quando aplicados em modelos animais. 

 

 

7.1.5. Modelo experimental in vivo (embriões de Gallus domesticus) 
 

 

 Nos estudos de vascularização diversas técnicas utilizando modelos in vivo e 

in vitro foram desenvolvidas, através das quais se avalia a resposta de moléculas 

naturais frente à angiogênese e à vasculogênese (FOLKMAN, 1971; BYRD e 

GRABEL, 2004; DIAS et al., 2008). Uma das técnicas utilizando modelos in vivo, é a 

realizada em vasos axilares de zebrafish e na membrana do saco vitelínico de 

embriões e de indivíduos adultos de camundongo (BYRD; GRABEL, 2004). Outros 

métodos in vivo incluem a microcirurgia corneal e o ensaio clássico realizado na 

membrana corioalantóica em embriões de aves, conhecido como CAM-assay 

(FOLKMAN, 1971; ZYGMUNT et al., 2003; DIAS et al., 2008). 

 Na técnica clássica de CAM-assay utilizando embriões de galinha, as injeções 

são aplicadas na membrana corioalantóica, onde é avaliado o processo de 

angiogênese (FOLKMAN, 1971). Dias e colaboradores (2008) aperfeiçoaram esta 

técnica e realizaram o ensaio na membrana da vesícula vitelínica (MV) destes 

embriões, desta forma, foi possível avaliar a vascularização no processo de 

vasculogênese. O ensaio na MV facilita os estudos laboratoriais, visto que este 

ensaio pode ser realizado em embriões com apenas 24 horas de desenvolvimento. 
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Ademais, nesta etapa inicial, os embriões ainda são pequenos e não apresentam 

movimentação e um corpo totalmente estruturado, o que dificulta a visualização dos 

vasos durante as análises. 

 Nos ensaios de vasculogênese e angiogênese, as substâncias a serem 

depositadas nas membranas da vesícula vitelínica e corioalantóica, 

respectivamente, são incialmente adsorvidas em suportes que são geralmente feitos 

de colágeno, metilcelulose, poliestireno e dextrana (OPPENHEIM; LEVIN; HARTH, 

1973; GAGLIARDI; COLLINS, 1993; DORDUNOO et al., 1995; IRUELA-ARISPE et 

al., 1995; SHIBLEY; PENNINGTON, 1998; DIAS et al., 2008).  

Os estudos de vascularização realizados através dos ensaios da MV e da 

membrana corioalantóica (MC) são vantajosos quando comparados às demais 

técnicas utilizadas em laboratório com este mesmo propósito. O processo de 

incubação dos ovos em chocadeiras é simples, de baixo custo e que oferece a 

possibilidade de manipular um número racional de unidades amostrais 

(SCHOENWOLF, 1994; CAMPESTRINI, 2007).  

 A espécie Gallus domesticus está amplamente documentada em relação à 

genética, à fisiologia e à embriologia, o que facilita a utilização dos embriões desta 

espécie como modelo biológico. Os embriões se caracterizam pelo desenvolvimento 

em um ambiente próprio, independentes de placenta e de influência materna. Outra 

característica relevante destes embriões é o rápido surgimento de uma 

vascularização primitiva de fácil visualização, onde em um curto período de 

desenvolvimento, (aproximadamente 24 horas de incubação) os tratamentos já 

podem ser realizados (MOURY; SCHOENWOLF, 1995). 

 Nos embriões de G. domesticus, as ilhotas sanguíneas que são os primeiros 

indícios de vascularização (processo de vasculogênese) podem ser observadas em 

um período de 24 horas de incubação (EYAL-GILADI, 1991). Essas estruturas da 

vascularização primitiva podem ser observadas nas bordas do blastômero (camada 

germinativa de desenvolvimento do embrião) e são formadas a partir de agregados 

de células endoteliais, originadas no mesoderma extra-embrionário (camada 

germinativa intermediária do embrião). Para formarem os primeiros vasos 

sanguíneos, as ilhotas sanguíneas passam por um processo de associação 

(anastomose) e atingem a luz vascular o que caracteriza o aparecimento de uma 

estrutura capilar. Este processo acontece entre 26 e 29 horas de desenvolvimento 

(estádio 8) (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; AREY, 1974). 
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 Na sequência, no tempo de incubação de aproximadamente 33 horas, forma-

se uma rede vascular em que os vasos se conectam limitados pelo vaso sino 

terminal. Essa rede primitiva de capilares é denominada de plexo vascular e está 

associada ao endoderma subjacente envolvendo uma parte do vitelo do ovo 

(FIGURA 22), onde desta forma, a vesícula vitelínica é organizada em anexo ao 

embrião. Nesta etapa também ocorre a formação do coração que estabelece uma 

circulação sanguínea com as artérias e veias onfalomesentéricas presentes neste 

anexo embrionário (PATTEN, 1951; HAMBURGER; HAMINTON, 1951; HOUILLON, 

1972). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 22 – FOTOGRAFIA DE UM EMBRIÃO DE 2 DIAS DE 

DESENVOLVIMENTO.  

No detalhe da seta a vesícula vitelínica onde estão presentes as ilhotas sanguíneas, 
originadas a partir do processo de vasculogênese. 
  

 

Os movimentos que possibilitam o dobramento do coração e a formação de 

novos vasos a partir dos vasos pré-existentes (angiogênese) ocorrem no tempo de 

40 horas de incubação. Células internas à estas estruturas do sistema 

cardiovascular se transformam em hemocitoblastos, os quais, através de eventos de 

diferenciação celular dão origem as demais células que compõem o sangue (AREY, 

1974; SWEENEY et al., 1998). 
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 Um dos componentes da vascularização extraembrionária são os vasos 

alantóicos, que surgem com 72 horas de incubação. A partir deste período, em 

aproximadamente 96 horas de desenvolvimento, o alantóide (divertículo da parede 

ventral do intestino posterior) aumenta sua dimensão devido à deposição dos 

produtos de excreção do embrião. Nesta fase, o alantoide intercala-se entre o âmnio 

e o cório. A junção do mesoderma somático presente nos dois anexos (âmnio e 

cório) com o mesoderma angiogênicos do alantoide caracteriza a formação da 

membrana corioalantóica (PATTEN, 1951). 

 A figura 23 ilustra a membrana corioalantóica presente em um embrião de 

galinha submetido a 6 dias de incubação. Essa estrutura extraembrionária se 

caracteriza por ser uma vesícula de forma achatada, altamente vascularizada e que 

se dispõe sobre o saco vitelínico e o embrião (PATTEN, 1951). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 23 – FOTOGRAFIA DA MEMBRANA CORIOALANTÓICA DE UM 

EMBRIÃO DE 6 DIAS DE DESENVOLVIMENTO.  

No detalhe da seta a presença da membrana corioalantóica, onde a vascularização 
se originou a partir de vasos pré-existentes (angiogênese). 
 

 

 

 

 



101 
 

7.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL DE POLISSACARÍDEOS SULFATADOS DE 

ALGAS MARINHAS 

 

 

 Nos últimos anos têm se intensificado os estudos com polissacarídeos 

sulfatados obtidos de diferentes espécies de organismos marinhos. Neste contexto, 

os polissacarídeos sulfatados produzidos por algas marinhas apresentaram potente 

capacidade antitumoral (ROPELATTO, 2011; CARVALHO, 2013). Em estudos de 

cultivo celular (in vitro) realizados com diferentes linhagens tumorais, os 

polissacarídeos sulfatados inibiram a proliferação destas células neoplásicas. Estes 

polímeros também possuem atividade em camundongos (in vivo) inibindo a evolução 

de tumores sólidos (ATHUKORALA et al., 2009). 

  Como discutido no item 7.1.4 deste Capítulo, é comprovado que alguns 

polissacarídeos sulfatados são capazes de modular a diferenciação, a proliferação e 

a migração de células endoteliais vasculares, através do bloqueio da ligação do fator 

de crescimento (VEGF) aos seus receptores de membrana celular (IMAMURA e 

MITSUI, 1987; KOYONAGI et al., 2003). Ademais, estes polímeros são capazes de 

estimular o sistema imune no organismo, bem como induzir à apoptose de células 

cancerígenas (AISA et al., 2005). 

 Um polissacarídeo sulfatado obtido da alga parda Ecklonia cava, composta 

majoritariamente por fucose e por menores concentrações de galactose e de massa 

molar estimada em 1381 kDa, apresentou atividade antiproliferativa em linhagens de 

células tumorais de leucemia U-937 e HL-60 (ATHUKORALA et al., 2009). Fucanas 

obtidas de outra espécie de alga parda, Fucus vesiculosus, também apresentaram 

atividade antiproliferativa sobre células de linfoma humano HS-Sultan (AISA et al., 

2005). Foi verificado que essas fucanas obtidas de espécies diferentes de algas 

pardas possuem o mesmo mecanismo de ação em relação ao bloqueio da 

proliferação celular, que é através da indução das células tumorais a apoptose (AISA 

et al., 2005; ATHUKORALA et al., 2009). 

 Costa e colaboradores (2010) estudaram a atividade antiproliferativa de 11 

espécies de algas marinhas pertencentes às divisões Rhodophyta, Phaeophyta e 

Chlorophyta, em de células de câncer cervical (HeLa). Todos os polissacarídeos 

testados demonstraram atividade antiproliferativa de maneira dose-dependente, no 

entanto, alguns polissacarídeos foram mais ativos sobre as células cancerígenas. 
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Essa distinção de atividade entre os polissacarídeos obtidos das diferentes espécies 

de algas parece estar vinculada às diferenças estruturais destes polissacarídeos. 

 A atividade antitumoral de fucanas sulfatadas purificadas obtidas de algas 

pardas foi avaliada em células tumorais de Sarcoma-180, de melanoma B16 e de 

carcinoma de pulmão Lewis. Uma observação importante neste estudo demonstrou 

que a habilidade antitumoral apresentada por estes polissacarídeos é devido à sua 

capacidade de inibir a angiogênese. O polímero inibiu o desenvolvimento das células 

tumorais através do bloqueio de VEGF aos seus receptores VEGFRs presentes na 

membrana celular. Foi verificado também que quando os polímeros nativos, que já 

possuíam algum grau de sulfatação, foram totalmente sulfatados através de 

modificações químicas, ocorreu uma potencialização na atividade antiangiogênica 

destes polissacarídeos (KOYANAGI et al., 2003). 

 Apesar da maioria dos estudos com polissacarídeos antitumorais serem 

realizadas pelos ensaios in vivo, através de uma aplicação no local do cancêr e in 

vitro utilizando o cultivo de células, Noda e colaboradores (1990) verificaram que a 

administração oral de algas em pó em camundongos afetados por carcinoma Ehrlich 

e Meth-A fibrosarcoma, também demonstrou um efeito antitumoral. As algas mais 

efetivas contra os dois tipos de câncer foram as espécies Sargassum ringgoldianum 

e Porphyra yezoensis. 

 Frações polissacarídicas obtidas de uma espécie de alga verde Capsosiphon 

fulvescens apresentaram atividade antitumoral sobre o sarcoma-180 e 

adicionalmente exibiram atividade imunoestimulante in vitro (PARK et al., 2006).  

 No grupo de pesquisa GLICAM do Departamento de Bioquímica e Biologia 

Molecular da UFPR, pesquisas em relação a atividade antitumoral utilizando as 

heteroramnanas sulfatadas obtidas da macroalga verde Gayralia oxysperma são 

realizadas. Estes estudos foram conduzidos por Ropelatto (2011) e Carvalho (2013) 

que revelaram que estes polissacarídeos são potentes agentes antitumorais em 

linhagens de glioma humano U87MG e U373MG. Carvalho (2013) verificou que 

atividade antitumoral dessas heteroramnanas se dá pela parada do ciclo celular. 

 Os estudos de atividade antitumoral de polímeros obtidos de algas se 

concentram principalmente, nos trabalhos realizados com polissacarídeos obtidos de 

algas pardas e de algas marrons, utilizando diferentes linhagens de células tumorais. 

No entanto, até o momento não foram encontrados relatos de pesquisas envolvendo 

polissacarídeos obtidos de macroalgas verdes marinhas e linhagens celulares de 
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glioma humano, exceto os trabalhos realizados por Ropelatto (2011) e Carvalho 

(2013). 

7.2.1. Gliomas (astrocitomas) 

São denominados de gliomas os tumores cerebrais originados a partir da 

mutação das células da glia. Além de constituírem aproximadamente 50% da massa 

do cérebro, essas células são responsáveis pela sustentação e nutrição dos 

neurônios. Este tecido é composto por três principais tipos de células os 

oligodendrócitos, os astrócitos e as células de Schann (ABTA, 2010). 

Uma das principais características dos gliomas malignos é habilidade de 

invasão. Devido a este fator, um alto índice de recorrência é observado em pacientes 

após a cirurgia de remoção do tumor. Os gliomas são os tumores mais comuns 

dentre os tumores encontrados dentro da cavidade craniana, e apesar do grande 

avanço da medicina em relação aos diagnósticos e aos diferentes tratamentos desta 

doença, a média de sobrevivência de pacientes afetados pelo grau mais agressivo, 

não ultrapassa o período de 15 meses (DEMUTH; BERENS, 2004). 

A denominação glioma pode ser subdividida, dependendo do tipo celular que 

deu origem ao tumor. Os gliomas podem ser classificados como oligodendrogliomas, 

astrocitomas e ependimomas, originados dos oligodendrócitos, astrocitos e células 

ependimais, respectivamente. Tumores originados de dois tipos ou mais de células 

da glia são chamados de gliomas mistos (ABTA, 2010). 

As células da linhagem U87MG de astrocitoma, originadas a partir dos 

astrócitos, foram utilizadas neste trabalho e estão representadas na Figura 24.  Em 

condições normais, os astrócitos possuem um corpo central de onde se projetam 

vários prolongamentos deixando a célula com um formato de estrela. Através de 

contato com axônios, sinapses e outros tipos celulares da glia, as extremidades 

destes prolongamentos celulares desempenham a função de manutenção das 

concentrações iônicas e de metabólitos em taxas adequadas com os neurônios, 

ademais, constituem uma barreira hemato-encefálica com o endotélio dos capilares, 

bem como rigoroso controle da difusão plasma-interstício neuronal (LEVITAN; 

KACZMAREK, 2002). 
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FIGURA 24 – FOTO DA LINHAGEM U87MG DE GLIOBASTOMA HUMANO.  

(A) Aumento de 100 x e (B) Aumento de 400 x. 

 

FONTE: CARVALHO (2013). 

 

 

 Estudos histológicos permitiram classificar os astrocitomas em graus de I a IV, 

sendo esta classificação realizada a partir do nível de anormalidade celular. Os 

tumores de baixos graus (I e II) são ditos como benignos, e os tumores de altos graus 

(III e IV) referidos como malignos. Os tumores ditos como malignos possuem um 

maior potencial de agressividade, onde ocorre um rápido desenvolvimento do tumor 

devido à alta taxa de divisão celular. Devido ao caráter invasivo e agressivo dos 

tumores de graus III e IV, o único tratamento efetivo aplicado para estes tipos de 

tumores é a neurocirurgia (ABTA, 2010). 

 Indivíduos de 40 a 50 anos, principalmente homens, são os mais atingidos 

pelos glioblastomas multiformes (grau IV) que constituem aproximadamente 50% dos 

casos de gliomas. Os astrocitomas anaplásicos (grau III) são diagnosticados 

principalmente em adultos jovens. Anormalidades identificadas nos cromossomos 10 

e 17 dessas linhagens podem estar ligadas ao desenvolvimento destes gliomas, no 

entanto, a causa específica dos tumores cerebrais, em geral, permanece 

desconhecida (ABTA, 2010). 
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 Os sintomas característicos de um indivíduo com glioma são principalmente, o 

aumento da pressão intracraniana e a deficiência motora. Após a realização da 

remoção do tumor por neurocirurgia, o paciente é submetido à radioterapia, ou no 

caso do diagnóstico precoce do tumor, o tratamento por quimioterapia também pode 

ser realizado. Apesar de vários estudos serem realizados com diferentes tipos de 

medicamentos no tratamento de astrocitoma anaplásico e glioblastoma multiforme, 

não se obteve sucesso, visto que todos demonstram efeitos colaterais adversos 

(ABTA, 2010). 

  

 

7.3. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE POLISSACARÍDEOS DE ALGAS 

MARINHAS 

 

 

 O sistema de coagulação sanguínea consiste de duas vias, uma via 

denominada intrínseca e outra denominada extrínseca, onde uma série de fatores 

estão envolvidos regulando este mecanismo. A coagulação sanguínea procede 

através destes fatores de coagulação, sempre que ocorra uma lesão vascular com 

sangramento, formando-se assim, o coágulo, onde dentro de poucos minutos no local 

da lesão, o sangramento é cessado. Como anticoagulantes endógenos e exógenos 

interferem nos fatores de coagulação por inativação ou restrição, a coagulação 

sanguínea pode ser prolongada ou interrompida (JUNG; LE; KIM, 2001). Estes 

compostos anticoagulantes são utilizados com finalidades terapêuticas, como por 

exemplo, para curar a hemofilia (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011). 

 A heparina é o polissacarídeo sulfatado utilizado por mais de 50 anos como 

um anticoagulante comercial e é amplamente empregado na prevenção de distúrbios 

tromboembólicos venosos. No entanto, vários efeitos secundários 

da heparina têm sido observados, tais como o desenvolvimento de trombocitopenia, o 

efeito hemorrágico, a ineficácia em deficiências de antitrombina adquirida ou 

congênita e a incapacidade para inibir a trombina ligada à fibrina (PEREIRA; MELO; 

MOURÃO, 2002). Além disso, a heparina está disponível em concentrações muito 

baixas no intestino de porco ou pulmão bovino, de onde é principalmente extraída. 

Portanto, a necessidade de descobrir fontes alternativas de substâncias 

anticoagulantes é necessária, devido ao grande interesse, na possibilidade de uma 
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terapia anticoagulante com mais segurança (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 

2011). 

  Vários polissacarídeos que apresentam atividade anticoagulante, 

especialmente os obtidos de algas marinhas vermelhas e marrons, têm sido isolados 

e caracterizados. Estes são representados por uma variedade estrutural de 

galactanas e fucanas sulfatadas, as quais podem apresentar elevada atividade 

anticoagulante, a depender da estrutura química e da massa molar do polímero. No 

entanto, destacam-se os polissacarídeos obtidos de algas verdes marinhas, que são 

menos investigados quanto às propriedades anticoagulantes, em relação aos 

polissacarídeos obtidos de algas marrons e vermelhas (MAO et al., 2009; 

WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).  

 Polissacarídeos de algas verdes marinhas apresentam atividade 

anticoagulante (TABELA 12). Em especial, os polímeros obtidos de espécies de 

macroalgas do gênero Monostroma (LEE et al., 1998; HAYAKAWA et al., 2000; MAO 

et al., 2009; e LI et al., 2012). Maeda e colaboradores (1991) demonstraram que 

polissacarídeos sulfatados obtidos de Monostroma nitidum apresentaram atividade 

anticoagulante seis vezes superior a da heparina. Mais recentemente, Mao e 

colaboradores (2009) constataram que polissacarídeos sulfatados obtidos de 

Monostroma latissimum também apresentaram alta atividade anticoagulante quando 

comparados à heparina.   

 Os polissacarídeos citados acima foram testados quanto à atividade 

anticoagulante, por pelo menos um dos três ensaios clássicos de coagulação in vitro: 

prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), prolongamento 

do tempo de trombina (TT) e prolongamento do tempo de protrombina (PT). O 

prolongamento do TTPA sugere a inibição dos fatores intrínsecos e é a medida do 

tempo de coagulação dependente da via intrínseca. O TT é a inibição da atividade de 

trombina, ou da polimerização da fibrina, como tempo de coagulação dependente da 

inibição da trombina. E PT é ensaio que avalia o tempo de coagulação da via 

extrínseca (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).  

 A relação entre a estrutura de alguns polissacarídeos sulfatados e a atividade 

anticoagulante é discutida por Colliec e colaboradores (1991). Os grupos sulfato 

presentes em polissacarídeos podem aumentar as ligações específicas e não 

específicas para uma variedade de proteínas biologicamente ativas, que estão 

envolvidas nas vias de coagulação. A atividade anticoagulante de galactanas 
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sulfatadas, por exemplo, depende principalmente da natureza das unidades 

monossacarídicas, da posição e do teor dos grupos sulfato (SILVA et al., 2010).  

 No geral, para ramnanas sulfatadas é descrito que, principalmente os fatores 

de composição monossacarídica, de teor e posição de grupos sulfato e massa molar 

estejam envolvidos com a atividade anticoagulante destes polímeros (LI et al., 2012). 

Athukorala e colaboradores (2009) estudaram a relação entre a massa molar e a 

atividade anticoagulante de algas marinhas e como resultados, concluíram que 

polissacarídeos sulfatados de alta massa molar (acima de 30 kDa), obtidos de C. 

fragile, exibiram maior capacidade anticoagulante, quando comparados aos seus 

fragmentos polissacarídicos obtidos por hidrólise enzimática (abaixo de 5 kDa). No 

entanto, para discutir melhor esta relação de atividade anticoagulante e de estrutura 

química dos polímeros obtidos de espécies de macroalgas verdes marinhas, estudos 

futuros precisam ser realizados (LI et al., 2012).  
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TABELA 12 - COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA, TEOR E POSIÇÃO DOS GRUPOS SULFATO E ATIVIDADE 

ANTICOAGULANTE DE POLISSACARÍDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE ALGAS VERDES MARINHAS (Chlorophyta). 

Principais 
monossacarídeos a  

Espécie Percentagem e posição dos 
grupos sulfato b 

Atividade anticoagulante 
(TTPA, TT e TP) c 

Referencia 

     
Ara (80,5%), Ram 
(10,7%), Gal (4,8%) e 
GlcA (4,0%) 

Enteromorpha Clathrata 31,0% (C3 nas unidades de 
arabinose 1,4-ligada) 

TTPA (50 μg.mL-1, > 200 s) 
TT (50 μg.mL-1, > 120 s) 
TP (não apresentou 
atividade) 

QI et al., (2012) 

     
Ram (84,0%), Xil 
(4,8%), Glc (4,6%), gal 
(2,3%), 
man (1,9%) e GlcA 
(2,4%) 

Monostroma latissimum 26,1% (C3 nas unidades de 
ramnose 1,2-ligada e C2 nas 
unidades de ramnose 1,3-ligada) 

TTPA (16 μg.mL-1, > 200 s) 
TT (16 μg.mL-1, > 120 s) 
TP (não apresentou 
atividade) 

LI et al., (2012) 

     
Ram (86,7%), Glc (6,9%) 
e Xil (6,3%)  

Monostroma latissimum 23,5% (C3 e C4 nas unidades de 
ramnose 1,2-ligada) 

TTPA (20 μg.mL-1, > 200 s) 
TT (10 μg.mL-1, > 120 s) 
TP (não apresentou 
atividade) 

MAO et al. 
(2009)  

     
n.d Monostroma nitidum n.d TTPA (100 μg.mL-1, > 200 s) 

 
ATHUKORALA et 
al., (2009) 

     
n.d Codium fragile n.d TTPA (100 μg.mL-1, > 200 s) ATHUKORALA et 

al., (2009) 
     
n.d Ulva perfusa n.d TTPA (100 μg.mL-1, = 55 s) 

 
ATHUKORALA et 
al., (2009) 

n.d = não determinado; a Ram = ramnose, Glc = glucose, Xil = xilose, Gal = galactose, Ara = arabinose, Man = manose, GlcA = ácido glucourônico e GalA 
= ácido galactourônico; b Determinado como SO3Na; c TTPA = Tempo de tromboplastina parcial ativada, TT = Tempo de trombina e TP = Tempo de 
protrombina. 
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7.4. ATIVIDADE ANTIVIRAL DE POLISSACARÍDEOS DE ALGAS MARINHAS 

 

  

 A atividade antiviral de polissacarídeos obtidos de algas marinhas foi 

inicialmente identificada por Gerber e colaboradores (1958), que constataram que 

polissacarídeos obtidos da espécie Gelidium cartilagenium (Rhodophyceae) 

protegiam embriões de galinha contra o vírus Influenza B e o vírus da caxumba. Os 

polissacarídeos com atividade antiviral, na sua maioria são altamente sulfatados 

(HUHEIHEL et al., 2002; CASSOLATO et al., 2008; FERREIRA et al., 2012). Diversas 

espécies de algas marinhas produzem quantidades significantes de polissacarídeos 

sulfatados com estruturas particulares e complexas capazes de inibir a replicação de 

vírus envelopados, incluindo membros de flavivírus, arenavírus, togavírus, 

ortopoxvírus, rabdovírus e herpesvírus (WITVROUW; DE CLERCQ, 1997). 

  A estrutura química, incluindo o grau de sulfatação, a massa molar, os 

açúcares constituintes, a conformação e a estereoquímica determinam a atividade 

antiviral de polissacarídeos obtidos das algas marinhas (ADHIKARI et al., 2006; 

DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004). Além disso, o grau de sulfatação e o 

posicionamento dos grupamentos sulfato desempenham um papel importante na 

atividade antiviral destes polímeros. Polissacarídeos de algas com baixo grau de 

sulfatação, geralmente são inativos contra os diferentes tipos de vírus envelopados 

(DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004). 

 

 
7.4.1. Polissacarídeos sulfatados de algas verdes com atividade contra os vírus 
Herpes Simplex (HSV) 
 

 

 O vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) é capaz de infectar uma ampla 

variedade de células humanas e pode causar várias doenças em indivíduos 

imunodeprimidos (SANTOS et al., 1999). A infecção viral ocorre através da ligação do 

vírus à membrana da superfície celular, chamada de etapa de adsorção viral, a qual é 

realizada pela interação entre regiões carregadas positivamente presentes nas 

glicoproteínas virais, denominadas gB e gC, com o sulfato de heparana da superfície 

da célula alvo (WUDUM; SPEAR, 1989; HEROLD et al., 1995). Após a adsorção do 
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vírus à célula, a glicoproteina do envelope viral (gD) se liga aos receptores HVEM 

(herpes vírus entry mediators) expondo um sítio de ligação para o heterodímero 

gH/gL. Após a ligação do heterodímero, ocorre a exposição do sítio de fusão no 

heterodímero e na gB, o que permite a penetração do vírus na célula por fusão do 

envelope viral com a membrana plasmática celular, conduzindo a entrada do DNA 

viral.  

 Feyzi e colaboradores (1997) constataram que a sequência mínima necessária 

para a interação da heparina com a glicoproteína gC do envelope viral é [1→4)-β-L-

(1C4)-IdoA2-OSO3-(1→4)-α-D-(4C1)-GlcNR’-OSO3-(1→], com no mínimo 10-12 

unidades repetitivas. E o efeito inibitório dos polissacarídeos sulfatados sobre o HSV 

deve-se principalmente à inibição da etapa de adsorção do vírus à célula hospedeira. 

Desta forma, estruturas análogas à heparina podem ser responsáveis pelas 

atividades antivirais apresentadas por polímeros obtidos de algas marinhas (DUARTE 

et al., 2004; LEE et al., 2010).  

 Estudos têm demonstrado que polissacarídeos sulfatados obtidos de algas 

verdes marinhas são potentes como antiherpéticos frente ao HSV-1 e ao HSV-2 

(TABELA 13). Estudos de Lee e colaboradores (2010) demonstraram que ramnanas 

sulfatadas obtidas de Monostroma nitidum foram potentes inibidoras do HSV-2 

(IC50=0,87 μg.mL-1), e concluem que essa capacidade de inibição viral ocorre durante 

a etapa de adsorção do vírus à superfície celular.  

 Nos estudos de Cassolato e colaboradores (2008), heteroramnanas sulfatadas 

obtidas de G. oxysperma exibiram potente atividade antiherpética in vitro, com 

valores de IC50 na faixa de 0,27 a 0,3 µg.mL-1 para o HSV-1 e valores dez vezes 

menores (entre 0,036 e 0,054 µg.mL-1) para o HSV-2, demonstrando que as 

heteroramnanas estudas são capazes de inibir a multiplicação desses dois vírus.  

 A utilização de polissacarídeos sulfatados obtidos de algas marinhas 

apresenta inúmeras vantagens sobre outras classes de antivirais, principalmente por 

apresentarem baixo custo de produção, um amplo aspecto de atuação e baixa 

toxicidade em células animais. Essas características fazem com que esses polímeros 

sejam candidatos promissores no tratamento de infecções virais. Ressalta-se que 

muitos estudos de triagem clínica ainda devem ser realizados com esses compostos 

(FERREIRA, 2011; WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).  
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TABELA 13 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA, TEOR DE GRUPOS SULFATO E ATIVIDADE ANTIHERPÉTICA (HSV-1 

E HSV-2) DE POLISSACARÍDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE ALGAS VERDES MARINHAS (Chlorophyta). 

Principais monossacarídeos a 

 
Espécie Percentagem e posição dos 

grupos sulfato b 
Vírus c Atividade 

antiviral 
CI50 (µg.mL-1) d 

Referencia 

      
Ram, Glc, Xil e GlcA Monostroma 

nitidum 
31,7% (C3 nas unidades de 
ramnose 1,2-ligada e C2 nas 
unidades de ramnose 1,3-
ligada) 

HSV-2 0,87 LEE et al., (2010) 

      
Ram (67,0%), Glc (10%), Xil 
(10%), Gal (6%), Ara (5%), Man 
(2%) e 17% de GlcA e GalA 

Gayralia 
oxysperma 
 

26,1%  HSV-1  
HSV-2 

0,30 
0,05 

CASSOLATO et 
al., (2008) 

      
Gal e IdoA Codium fragile 11,0% HSV-2 4,70 OHTA et al., 

(2009) 
      
Gal, Glc, Ara e Xil Caulerpa 

racemosa 
9,0% HSV-1  

HSV-2 
2,20 - 4,20 
3,0 

GHOSH et al., 
(2004) 

      
a Ram = ramnose, Glc = glucose, Xil = xilose, Gal = galactose, Ara = arabinose, Man = manose, GlcA = ácido glucourônico, GalA = ácido 
galactourônico e IdoA = ácido idurônico; b Determinado como SO3Na; c HSV-1 = vírus Herpes Simplex tipo 1, HSV-2 = vírus Herpes Simplex tipo 2; d 

CI50 = Concentração inibitória 50%. 
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8. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

 A metodologia empregada para os estudos de modulação da vascularização 

em embriões de galinha está esquematizada na Figura 25. 

 

 
FIGURA 25 – ESQUEMA GERAL DA METODOLOGIA UTILIZADA NA AVALIAÇÃO 

DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DAS FRAÇÕES GB, GBH E GBH-S EM RELAÇÃO A 

MODULAÇÃO DA VASCULARIZAÇÃO EM EMBRIÕES DE GALINHA.  

a) fração GB: fração bruta; b) fração GBH: fração purificada c) fração GBH-S: 
produtos de degradação controlada de Smith; d) controle positivo: antivasculogênico 
e antiangiogênico (heparina); e) controle negativo: indutor da vasculogênese e da 
angiogênese (FGFb); f) controle: os suportes de metilcelulose foram preparados 
apenas com água deionizada. * Com modificações na avaliação do processo de 
angiogênese. 
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8.1. MODULAÇÃO DA VASCULARIZAÇÃO EM EMBRIÕES DE GALINHA  

 

 

8.1.1. Modelo Biológico – Embriões de G. domesticus  
 

 

 Ovos de galinha fertilizados e livres de patógenos específicos foram 

gentilmente fornecidos pela Professora Claudia Feijó Ortolani-Machado do 

Departamento de Biologia Celular (UFPR-Curitiba) para os estudos de 

vasculogênese e angiogênese deste trabalho. No laboratório este material foi 

armazenado na temperatura de aproximadamente 16 °C por até no máximo 48 

horas até o início do período de incubação. Os estudos descritos a seguir utilizando 

embriões de G. domesticus foram realizados de acordo com a aprovação do Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da UFPR (CEEA-UFPR) (Processo: 

23075.098873/2011-37). 

  

  

8.1.2. Ensaio da vasculogênese na membrana vesícula vitelínica  
 
 

 Para avaliar a capacidade de modulação da vascularização das frações GB, 

GBH e GBH-S foi inicialmente realizado o ensaio da vasculogênese na membrana 

da vesícula vitelínica (MV) do embrião de galinha. Este método foi adaptado do 

ensaio da membrana corioalantóica (CAM-Assay) (JAKOB et al., 1978) com algumas 

modificações (DIAS et al., 2008).  

 Concentrações de 10, 40, 80, 160, 320 e 480 µg das frações GB, GBH e GBH-

S foram utilizadas para os ensaios da MV. Heparina porcina (Sigma-Aldrich) na 

concentração 80 µg foi utilizada como controle positivo (antivasculogênica). O fator 

de crescimento FGFb (Sigma-Aldrich) na concentração de 50 ng.mL-1 foi empregado 

como controle negativo (indutor da vasculogênese). 

 Ovos embrionados de galinha foram incubados em chocadeira (Lab300-

GERA) com umidade aproximada de 65% e temperatura de 37,5 °C por um período 

de 48 horas (dias embrionário E2, estádio 12-HH; HAMBURGER; HAMILTON, 1951) 

(FIGURA 26D). Após este período, os ovos foram removidos da incubadora e em 
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fluxo laminar unidirecional (CFLV09-VECO) foi aberto um orifício na casca (10 mm 

de diâmetro), em sua base maior, onde está localizada a câmara de ar (FIGURA 

26C). Esta abertura é necessária para separar a membrana interna da casca e a 

membrana vitelínica, permitindo que o suporte seja implantado na MV. Os embriões 

não viáveis foram descartados. Após, os tratamentos (n = 8) foram realizados por 

meio de suportes de metilcelulose em forma de disco (2 mm de diâmetro, 1 

suporte/embrião) e implantados sobre ilhotas sanguíneas da membrana vasculosa 

da vesícula vitelínica, próximas ao embrião (FIGURA 26D).  

 A confecção dos suportes de metilcelulose foi realizada conforme metodologia 

descrita por Dias e colaboradores (2008). Uma solução de metilcelulose (0,45%) foi 

preparada em água deionizada estéril onde as diferentes concentrações das frações 

polissacarídicas GB, GBH e GBH-S (10, 40, 80, 160, 280, 320 e 480μg) e o controle 

positivo heparina (80 μg) e negativo FGFb (50 ng.mL-1) foram adsorvidos nesta 

solução de metilcelulose e polimerizados em câmara de fluxo laminar (10 

μL/suporte) sobre superfície de Teflon®. Da mesma forma, também foram 

confeccionados discos sem tratamento, os quais continham apenas água deionizada 

estéril e metilcelulose (0,45%), sendo estes utilizados como parâmetro de 

vascularização normal do embrião (controle). 

 Após a aplicação dos tratamentos, as aberturas nas cascas foram fechadas 

com a própria casca em forma de tampa, seladas com fita crepe, e os ovos 

retornados à incubadora para continuarem o desenvolvimento por mais 48 horas (dia 

embrionário E4, estádio 24-HH; HAMBURGER e HAMILTON, 1951). Posteriormente, 

os ovos foram retirados da incubadora e a abertura na casca foi reaberta para 

avaliação da vasculogênese na MV (FIGURA 26E).  

 A determinação da modulação da vascularização na MV foi realizada através 

da contagem de vasos sanguíneos que interceptaram o disco de metilcelulose. Para 

facilitar este método de contagem, discos de papel filtro (2 mm de diâmetro) foram 

sobrepostos aos discos de metilcelulose (FIGURA 26E). Após, a contagem de vasos 

foi realizada através de microscópio estereoscópico (BEL®) no aumento de 20 vezes 

(FIGURA 26F) e a resposta dos tratamentos e dos controles positivo e negativo foi 

comparada ao número de vasos da vascularização normal do embrião (discos de 

água deionizada esterilizada e metilcelulose 0,45%). Para facilitar a visualização dos 

resultados a MV foram captados através de câmera fotográfica acoplada ao 

microscópio estereoscópico. 
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FIGURA 26 - ESQUEMA DE FOTOGRAFIAS DEMONSTRANDO A METODOLOGIA DE ENSAIO DA VASCULOGÊNESE EM 

MEMBRANA DA VESÍCULA VITELÍNICA DE EMBRIÕES DE G. domesticus. 
(A) Incubadora (chocadeira); (B) Manipulação dos ovos em câmara de fluxo laminar; (C) Abertura do orifício na casca do ovo; (D) Embrião de 48 horas de 
desenvolvimento. A seta indica o local onde estão presentes as ilhotas sanguíneas, onde foram aplicados os tratamentos; (E) Embrião de 96 horas de 
desenvolvimento. Nesta etapa, após a reabertura dos ovos, os discos de papel filtro foram sobrepostos aos discos de metilcelulose e a contagem de vasos 
sanguíneos foi realizada na zona circunvizinha ao disco de papel filtro (F) com o auxílio de microscópio estereoscópico. 
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8.1.3. Ensaio da angiogênese na membrana corioalantóica  

 

 

 Para avaliação do processo de angiogênese foi realizado o ensaio na 

membrana corioalantóica (CAM-assay), de acordo com os procedimentos 

previamente descritos por Jakob e colaboradores (1978). Neste ensaio, foram 

utilizadas as frações GB (fração bruta) e GBH-S (fração purificada submetida à 

degradação controlada de Smith), visto que para o ensaio de vasculogênese, a 

fração purificada GBH foi a menos efetiva. 

 Os procedimentos de incubação dos ovos, confecção dos discos de 

metilcelulose, abertura dos ovos e contagem dos vasos sanguíneos foram realizados 

conforme a metodologia de vasculogênese. A fim de facilitar a separação das 

membranas da cas e corioalantóica, no quarto dia de incubação os ovos foram 

retirados da incubadora e em fluxo laminar foi feito um orifício na casca dos ovos (2 

mm) na extremidade oposta do embrião e 3 mL de albumina foram retiradas com 

auxílio de seringa com agulha estéril (FIGURA 27A). Estas pequenas aberturas 

foram seladas com fita crepe e os ovos reincubados por mais dois dias.  

 No sexto dia de incubação (dia embrionário - E6; estádio 29-HH), os ovos 

foram retirados da estufa e, em câmara de fluxo laminar, foi realizada a aplicação 

dos tratamentos com os suportes de metilcelulose, preparados nas concentrações 

de 40, 80, 160, 320 e 480 μg da fração GB e 40, 80, 160, 320 da fração GBH-S. 

Heparina (80 μg) foi utilizada como controle positivo e FGFb (50 ng.mL-1) como 

controle negativo. Os embriões não viáveis foram descartados. Conforme os ensaios 

de vasculogênese, para o ensaio de angiogênese também foram confeccionados 

discos sem tratamento, os quais continham apenas água deionizada estéril e 

metilcelulose (0,45%), sendo estes utilizados como parâmetro de vascularização 

normal da membrana corioalantóica (controle). Os suportes foram implantados no 

terço externo da membrana corioalantóica, onde vasos capilares estavam crescendo 

(FIGURA 27B). Então, os ovos foram fechados e reincubados por mais 48 horas 

(E8; estádio 34-HH).  

 Concluído o período de 8 dias de incubação, os ovos foram retirados da 

incubadora e a região onde foram aplicados os tratamentos foi analisada em 

microscópio estereoscópico com aumento de 20X (FIGURA 27D). A resposta dos 

polissacarídeos sobre a angiogênese foi determinada pela contagem do número de 
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vasos sanguíneos, conforme metodologia de vasculogênese, com auxílio de disco 

de papel filtro (FIGURA 27C).  As respostas dos tratamentos e dos controles 

(positivo e negativo) foram comparadas ao número de vasos da vascularização 

normal do embrião, o qual foi tratado somente com os discos contendo água 

deionizada esterilizada e metilcelulose 0,45%. Os resultados observados na MC 

foram captados através de câmera fotográfica acoplada ao microscópio 

estereoscópico. 

 

 

 

8.1.4. Análise estatística 
 

 

 Os resultados foram expressos como médias (n = 8) ± desvio padrão da 

média (DPM). As análises estatísticas foram realizadas através de análise de 

variância univariada (ANOVA), seguida do teste Tukey, sendo os valores de p < 0,05 

considerados estatisticamente significativos. Para as análises estatísticas e para 

confecção dos gráficos foi utilizado o programa GraphPad Prism 5. 
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FIGURA 27 - ESQUEMA DE FOTOGRAFIAS DEMONSTRANDO A METODOLOGIA 

DE ENSAIO DA ANGIOGÊNESE EM MEMBRANA CORIOALANTÓICA DE 

EMBRIÕES DE G. domesticus. 

(A) Retirada de 3 mL de albumina do ovo com 4 dias de incubação; (B) Embrião de 6 
dias de desenvolvimento. Etapa em que foram implantados os tratamentos no terço 
externo da membrana corioalantóica. No detalhe da seta o aspecto do disco de 
metilcelulose; (C) Embrião de 8 dias de desenvolvimento. Nesta etapa, após a 
reabertura dos ovos, os discos de papel filtro (seta) foram sobrepostos aos discos de 
metilcelulose e a contagem de vasos sanguíneos foi realizada na zona circunvizinha 
ao disco de papel filtro (D) com o auxílio de microscópio estereoscópico. 
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8.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL in vitro 

 

 

 A atividade antitumoral in vitro das frações GB e GBH-S foram realizadas em 

colaboração com o grupo de Oxidações Biológicas e Cultivo Celular do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR. 

 

  

8.2.1. Linhagem celular utilizada 

 

 

 Os ensaios de atividade antitumoral foram realizados em células tumorais de 

glioma humano da linhagem U87MG (glioblastoma grau IV). A linhagem celular foi 

cedida pela Profa. Dra. Mari Cleide Soyogar (Laboratório de Biologia Celular e 

Molecular; Núcleo de Terapia Celular – NUCEL) da Universidade de São Paulo 

(USP). O cultivo das células de glioma foi realizado em DMEM alta glucose contendo 

10% de SFB (soro fetal bovino) e gentamicina em estufa a 37 °C com 5% de CO2.  

 

 

8.2.2. Preparação das frações polissacarídicas para o ensaio biológico 
 

 

 Para realizar o ensaio biológico de atividade antitumoral dos polissacarídeos 

de G. brasiliensis foi preparada uma solução estoque de 5 mg.mL-1 das frações GB e 

GBH-S em água miliQ. Para esterilização destas amostras, as soluções 

polissacarídicas foram filtradas em filtro estéril, com limite de exclusão de 0,22 μm, 

em fluxo laminar. A dosagem de açúcares totais das frações GB e GBH-S foi 

realizada de acordo com Dubois et al. (1956) afim de ajustar corretamente as 

concentrações de polissacarídeos que foram utilizadas. Para o ensaio de viabilidade 

celular, as concentrações utilizadas foram de 25, 100 e 500 μg.mL-1 em termos de 

açúcar total dissolvidos em meio de cultura. 
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8.2.3. Determinação da viabilidade celular das células de astrocitoma 

 

 

 O método in vitro do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

Difeniltetrazolio), que determina a viabilidade celular através de ensaio colorimétrico, 

foi utilizado para determinar a atividade antitumoral das heteroramnanas de G. 

brasiliensis conforme Mossmann (1983) com modificações.  

 As células tumorais da linhagem U87MG foram contadas e plaqueadas 1x104 

células/poço em placa de 96 poços com volume final de 300 µL em cada poço. 

Após, foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% CO2 por 24 horas, para a adesão das 

células nas placas. O meio de cultura foi removido e adicionado os diferentes 

polissacarídeos nas concentrações de 25, 100 e 500 μg.mL-1, sendo incubados por 

24 e 48 horas em estufa a 37 °C, 5% CO2. Após incubação, o meio de cultura foi 

removido e adicionado 300 μL da solução de MTT em HBSS (5 mg.mL-1) e incubado 

por 2 horas em estufa nas mesmas condições anteriores. Após esse período o MTT 

que não reagiu foi retirado e adicionado 300 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) para 

dissolver os sais de formazana formados. A absorbância foi medida em leitor de 

microplacas (TECAN INFINITE M200) com filtro de 570 nm, utilizando como branco 

o DMSO. A condição controle, representada como 100% de viabilidade celular foi 

correspondente a células mantidas somente com meio de cultura. Os ensaios de 

atividade antitumoral foram realizados em quatro experimentos independentes e em 

triplicata para cada concentração.  

 

 

8.2.4. Análise estatística 
 

 

 As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 

5 sendo os resultados submetidos à análise de variância univariada (ANOVA), 

seguida do teste Tukey, sendo os valores de p < 0,05 considerados estatisticamente 

significativos. 
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8.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE 

 

 

 Os ensaios de atividade anticoagulante foram realizados em coagulômetro 

CORNLEY KL340 conforme os métodos descritos por Mourão et al. (1996). Kits 

comerciais HemosILTM  da INSTRUMENTATION LABORATORY e plasma normal 

humano citratado foram utilizados para os três ensaios clássicos de coagulação: 

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), Tempo de Trombina (TT) e Tempo 

de Protrombina (TP).  

 Concentrações de 0,1; 1,0; 5,0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 µg.mL-1 das frações 

polissacarídicas GB e GBH e concentrações de 0,1; 1,0; 5,0; 10; 20; 40 e 60 µg.mL-1 

da fração GBH-S foram utilizadas para os ensaios de coagulação. Heparina porcina 

(Sigma-Aldrich) nas concentrações 0,1-20 µg.mL-1 foi empregada como controle 

positivo. 

 

 

8.3.1. Ensaio de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) 

 

 

 O ensaio de TTPA foi realizado com amostras de plasma humano normal 

citratado (90 µL) na presença de 10 µL dos polissacarídeos nas concentrações 

descritas no item anterior, solubilizados em NaCl 0,9%, seguido de incubação à 37 

°C por 60 segundos. Após, foram adicionados 100 µL do reagente comercial para 

ensaio de TTPA pré-aquecido, sendo realizada nova incubação a 37 °C por mais 2 

minutos. Cloreto de cálcio pré-aquecido (100 µL, 0,25 mol/L) foi adicionado e o TTPA 

medido pelo tempo de formação do coágulo em coagulômetro.  

 

 

8.3.2. Ensaio de tempo de trombina (TT) 
 

 

 Para realizar o ensaio de TT, plasma humano normal citratado (90 µL) foi 

misturado com 10 µL de diferentes concentrações dos polissacarídeos solubilizados 

em NaCl 0,9% e incubados por 60 segundos à 37 °C. Então, 200 µL pré-aquecidos 
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de reagente comercial para ensaio de TT foram adicionados, e o tempo de formação 

do coágulo foi medido em coagulômetro. 

 

 

8.3.3. Ensaio de tempo de trombina (TP) 

 

 

 O ensaio de TP foi realizado com plasma humano normal citratado (90 µL) 

misturado com 10 µL de diferentes concentrações dos polissacarídeos solubilizados 

em NaCl 0,9%, incubados por 60 segundos à 37 °C. Em seguida, 200 µL pré-

aquecidos de reagente comercial para ensaio de TP foram adicionados e o tempo de 

coagulação é medido em coagulômetro. 

 

 

8.3.4. Análise estatística 
 
 

 Os resultados foram expressos como média (n = 3) ± desvio padrão da média 

(DPM). As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad 

Prism 5. 

 
 

8.4. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIVIRAL 

 

 

 Os ensaios de atividade antiviral foram conduzidos com a fração bruta GB, 

sendo realizados no Departamento de Virologia do Instituto de Microbiologia Paulo 

de Góes, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) pelo grupo de pesquisa da 

Profa. Dra. Maria Teresa Villela Romanos, com a qual o grupo GLICAM do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR mantêm colaboração 

científica.  
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8.4.1. Células e Vírus 

 

 

 Para os ensaios antivirais foram utilizadas as células Vero, linhagem isolada 

de rim de macaco verde africano. Para o cultivo destas células foi utilizado o meio 

essencial mínimo (MEM) de Eagle suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50 

µg.mL-1 de gentamicina, 2,5 µg.mL-1 de fungizona e 10% de soro fetal bovino 

inativado por calor e mantido a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO2.  

 O HSV-1 foi isolado de lesões nos lábios e o HSV-2 isolado de lesões na 

genitália de humanos no Departamento de Virologia da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro – UFRJ. A identificação dos vírus foi empregada a reação em cadeia da 

polimerase (PCR – polymerase chain reaction) utilizando primers específicos 

(MARKOULATOS et al., 2001). 

 

 

8.4.2. Ensaio citotóxico 
 

 

 Para a determinação das concentrações máximas não tóxicas (CMNT), as 

monocamadas de células Vero foram expostas às concentrações de 200; 100; 50; 

25; 12,5; 6,25 e 3,15 mg.mL-1 da fração GB e incubadas a 37 °C sob atmosfera com 

5% de CO2 por 48 horas. Após este período, foram observadas as alterações 

morfológicas das células tratadas com os polissacarídeos em microscópio óptico 

invertido (Leitz) e a CMNT foi determinada (WALKER et al., 1971). 

 A viabilidade celular foi avaliada através da captação do vermelho neutro 

pelas células conforme o método de Borefreund e Puerner (1985) com modificações. 

As células foram incubadas com solução de vermelho neutro a 0,01% por 3 horas a 

37 °C sob atmosfera com 5% de CO2. Posteriormente, o meio foi removido e as 

células foram fixadas com formalina 4%, em tampão fosfato de sódio pH 7,2. O 

corante incorporado pelas células viáveis foi eluído por uma mistura de solventes 

contendo metanol, ácido acético e água na proporção de 50:1:49. A captação da 

coloração pelas células foi avaliada por densidade óptica (DO) do eluído a 490 nm 

em espectrofotômetro automático (ELx800TM-Bio-TeK Instruments). A CC50 
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(concentração citotóxica para 50% das células em cultura) foi definida como a 

concentração necessária para reduzir em 50% a captação do corante. 

 

 

8.4.3. Ensaio de atividade antiviral 

 

 

 A metodologia utilizada para a determinação da atividade antiviral da fração 

GB foi através do método de redução do título viral. Os títulos virais foram 

calculados utilizando o método estatístico de Reed e Muech (1938) e foram 

expressos como a dose infecciosa para 50% da cultura do tecido (DICT50 – dose 

infecciosa para 50% da cultura de tecido) por mL. 

 Inicialmente foi feita uma triagem dos polissacarídeos sulfatados quanto à 

atividade antiviral. Nesta etapa inicial, as monocamadas de células Vero foram 

tratadas com a fração polissacarídica GB na CMNT e uma suspensão viral (100 

DICT50.mL-1) foi adicionada as culturas de células tratadas e não tratadas (controle 

do vírus) com a fração GB. Após 48 horas de incubação a 37 °C (em atmosfera com 

5% de CO2) o sobrenadante foi coletado e os títulos virais foram determinados em 

células tratadas e não tratadas.  

 

 
 

8.4.4. Cinética de inibição viral (curva dose-resposta) 
 

 

 Através da CMNT, foi inicialmente estabelecida a curva de dose-resposta, 

onde a fração GB foi diluída a partir dessa concentração e avaliada de acordo com o 

método de redução do título viral em relação ao controle. O título viral encontrado 

em cada concentração foi plotado no gráfico da concentração dos polissacarídeos 

sulfatados x porcentagem de inibição (PI). A partir desse gráfico foi obtida a 

concentração efetiva capaz de inibir em 50% a replicação viral (CI50), definida como 

a concentração requerida para alcançar 50% de proteção contra os efeitos 

citopáticos provocados pelo vírus. O índice de seletividade (IS) foi determinado pela 

razão entre CC50/CI50, que corresponde à relação entre a concentração dos 
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polissacarídeos da fração GB necessária para reduzir a viabilidade celular em 50% e 

a concentração de GB capaz de causar 50% de inibição viral.  

 

 

8.4.5. Mecanismos de ação 

 

 

 Os estudos dos mecanismos de ação foram avaliados através da metodologia 

de titulação por plaqueamento, que se baseia em diluições logarítmicas (10-1 a 10-5) 

da suspensão viral (Atividade virucida) e dos sobrenadantes (Atividade sobre o 

receptor celular e Atividade na penetração viral) inoculadas em placas com 

monocamada confluente de células Vero. Depois de inoculadas, as células foram 

incubadas por 60 minutos a 37 °C em ambiente com 5% de CO2. Passado este 

período, foi adicionada a carboximetil celulose (1,5% em MEM) e as células 

incubadas por mais 48 horas. Após, o meio foi retirado, as células lavadas com PBS 

pH 7,2, fixadas com formaldeído 4% em PBS e coradas com cristal violeta (1% em 

PBS).  

 A percentagem de inibição for determinada através da comparação entre os 

títulos vírus na presença (teste) e ausência (controle) das substâncias. 

 

 

 

8.4.6. Ensaio de atividade virucida 
 

 

 Para verificar a atividade virucida da fração GB, uma amostra de 100 µL de 

suspensão viral (105DICT50.mL-1) foi adicionada a 900 μL de polissacarídeos na 

CMNT ou MEM-Eagle (controle). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 37 

°C por 2 horas e em seguida, os títulos residuais dos vírus tratados ou não tratados 

foram determinados, onde a atividade virucida foi determinada pelo ensaio de 

redução de formação de placas de vírus em relação ao controle não tratado e 

expresso como percentagem de inibição. 
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8.4.7. Ensaio de atividade sobre o receptor celular 

 

 

 Para avaliar a atividade da fração GB sobre o receptor celular, monocamadas 

de células Vero foram pré-tratadas com GB na MNTC ou MEM-Eagle (controle) por 

1h a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com MEM-Eagle, 

inoculadas com 100 TCID50.mL-1 de suspensão viral e incubadas a 37 °C por 48 

horas. Passado este período, o sobrenadante foi coletado e os títulos virais das 

células tratadas foram determinados, onde a atividade antiviral foi avaliada pelo 

ensaio de redução de placa de vírus e expresso como percentagem de inibição. 

 

 

8.4.8. Ensaio de atividade na penetração viral 

 

 

 Para realização do ensaio de atividade de penetração viral, monocamadas de 

células Vero foram inoculadas com 100 DICT50.mL-1 de suspensões virais e 

incubadas a 4 °C por 1 hora. Após, as células foram lavadas com MEM-Eagle 

adicionadas da fração GB (tratamento) ou MEM-Eagle (controle). A temperatura das 

culturas foi imediatamente elevada para 37 °C e mantida por uma hora para permitir 

que ocorresse a penetração das partículas virais no interior das células. Após o 

período de incubação, as monocamadas de células foram lavadas, MEM-Eagle 

fresco foi adicionado e as culturas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. 

Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e os títulos virais das células tratadas e 

não tratadas foram determinados e a atividade antiviral foi avaliada pelo ensaio de 

redução da placa de vírus e expresso como percentagem de inibição. 
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9. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

9.1. ATIVIDADE MODULADORA DA VASCULARIZAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 

DE G. brasiliensis 

 

 
9.1.1. Tratamentos realizados na membrana vitelínica (vasculogênese) 
 

 

 Os estudos de vasculogênese foram avaliados utilizando as frações GB, GBH 

e GBH-S nas concentrações de 10, 40, 80, 160, 240, 320 e 480 μg sobre o processo 

de vasculogênese da membrana vitelínica (MV) em embriões de G. domesticus, 

considerando-se os eventos primordiais da vascularização. A determinação da 

modulação da vasculogênese pelas frações GB, GBH e GBH-S foi efetuada a partir 

da quantificação dos vasos sanguíneos da MV que interceptaram os suportes de 

metilcelulose (com o auxilio de discos de papel filtro). Heparina na concentração de 

80 μg foi utilizada como controle positivo e o fator de crescimento FGFb (fibroblast 

growth factor-basic),  na concentração de 50 ng.mL-1 foi empregado como controle 

negativo. Também foram realizados os tratamentos com suportes contendo apenas 

metilcelulose 0,45% e água deionizada (controle). Estes controles foram empregados 

como controle onde a vascularização do embrião encontrava-se em condições 

normais de desenvolvimento. 

 As respostas foram expressas como média (n = 8) e desvio padrão da média e 

calculadas como percentagem de inibição da vascularização como representado na 

Tabela 14. No grupo controle, a vascularização média (n = 8) foi de 86,8 vasos (0% 

de inibição) e a mortalidade dos embriões nestas condições foi de 10% em relação 

ao total de ovos avaliados. O fator de crescimento promotor da angiogênese 

empregado como controle negativo (FGFb) induziu a  formação de vasos 

sanguíneos, onde se observou um aumento de 48% da vascularização (128 vasos) 

em relação ao grupo controle (0% de vascularização - 86 vasos) e a mortalidade foi 

de aproximadamente 10% dos embriões avaliados. No grupo tratado com o controle 

positivo heparina (HP) foi observado uma diminuição da vascularização em 58,8% 
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onde havia apenas 35,4 vasos quando comparados ao grupo controle (0% de 

vascularização - 86 vasos) e um total de 30% de embriões mortos. 
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TABELA 14 – ATIVIDADE ANTIVASCULOGÊNICA DAS FRAÇÕES GB, GBH E 

GBH-S ISOLADAS DE G. brasiliensis SOBRE A MEMBRANA DA VESÍCULA 

VITELÍNICA DE EMBRIÕES DE GALINHA. 

Fração a Concentração  
(µg) 

Número de  
vasos da MV b 

% de inibição c % de mortalidade dos 
embriões 

     
Controle - 86,8 ± 4,0 0 10 
GB 10 86,2 ± 4,8 0,6 10 
 40 84,0 ± 4,8 3,2 10 
 80 58,5 ± 4,4 32,6 29 
 160 35,1 ± 4,3 59,5 45 
 240 11,7 ± 4,4 86,6 89 
 320 5,0 ± 3,0 94,2 92 
 480 0 100 100 
     
Controle - 86,8 ± 4,0 0 10 
GBH 10 87,1 ± 3,9 0 10 
 40 85,7 ± 8,2 1,2 10 
 80 58,1 ± 4,8 33,0 25 
 160 49,3 ± 8,1 43,2 42 
 240 30,0 ± 8,7 65,4 89 
 320 11,3 ± 4,1 86,9 90 
 480 5,3 ± 3,2 93,9 100 
     
Controle - 86,8 ± 4,0 0 10 
GBH-S 10 84,7 ± 7,9 2,4 10 
 40 71,5 ± 6,2 17,6 25 
 80 34,7 ± 7,0 60,0 58 
 160 23,0 ± 4,3 73,5 69 
 240 7,5 ± 2,0 91,3 90 
 320 0 100 100 
 480 0 100 100 
     
 HP d 80 35,3 ± 4,7 58,8 30 
Controle +     
   % de aumento da 

vascularização 
 

FGFb e 50 ng.mL-1 128 ± 12,9 48 10 
Controle -     

a GB = fração bruta, GBH = fração purificada, GBH-S = produtos de degradação controlada de Smith; 
b número de vasos da membrana da vesícula vitelínica que interceptaram o disco de papel filtro e 
desvio padrão (n = 8); c percentagem de inibição em relação ao controle (metilcelulose 0,45% e água 
deionizada); d HP = heparina porcina empregada como controle positivo; e FGFb = fator de 
crescimento empregado como controle negativo. 
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A fração bruta GB foi potencialmente ativa e inibiu a formação da 

vascularização da MV de forma dependente da concentração. Esses resultados são 

discutidos a seguir em maiores detalhes. 

 A Figura 28 apresenta o número de vasos sanguíneos da MV em função da 

concentração dos polissacarídeos presentes na fração GB, sendo estes resultados 

comparados ao controle (0% de inibição - 86 vasos). A análise através da contagem 

do número de vasos mostrou que não houve diferença significativa (p < 0,001) entre 

as concentrações de 10 e 40 μg da fração GB, estas concentrações também não 

foram efetivas na MV inibindo a formação de vasos quando comparadas ao controle 

(0% de inibição - 86 vasos). O efeito antivasculogênico significativo da fração GB foi 

detectado em 32% (58,5 vasos) quando se utilizou a concentração de 80 μg. 

 

 

 
 

FIGURA 28 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MV DE G. domesticus EM 

FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GB. Veículo: controle; Controle positivo: HP (80 

μg) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL-1). 

*** Diferenças significativas ao nível de p < 0,001 em relação ao controle (ANOVA 

seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as 

concentrações de GB e HP (p < 0,01). 
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 Nota-se ainda na Figura 28 que um efeito mais pronunciado da fração GB foi 

na concentração de 160 μg, onde a inibição da formação dos vasos sanguíneos foi 

de 59,5% (31,5 vasos) com uma taxa de mortalidade aproximada dos embriões de 

50%. Estatisticamente, este resultado não foi diferente do controle positivo HP (35,3 

vasos – 58,8% de inibição) como pode ser observado nos detalhes da letra “c” na 

Figura 27. Desta forma, para se obter o mesmo efeito de HP sobre a vascularização 

da MV, 160 μg da fração GB foi necessária. Também não houve diferença 

significativa quanto à formação de vasos na MV entre as concentrações de 240 e 

320 μg, onde as percentagens de inibição foram de 86,6% (11,5 vasos) e 94,2 % (5 

vasos) respectivamente. Nestas concentrações (240 e 320 μg) houve uma alta taxa 

de mortalidade, onde aproximadamente 90% dos embriões estavam mortos. 

 Quando se utilizou a concentração de 480 μg da fração GB ocorreu uma 

inibição de 100% dos vasos sanguíneos e a mesma percentagem de mortalidade foi 

observada. Por isso, não foram utilizadas concentrações superiores a essa para a 

fração GB neste estudo (FIGURA 28).  

 A Figura 29 apresenta o número de vasos sanguíneos da MV em função da 

concentração dos polissacarídeos presentes na fração GBH, sendo estes resultados 

comparados ao controle (0% de inibição - 86 vasos). A taxa de mortalidade dos 

embriões para a fração GBH foi similar aos encontrados para a fração GB nas 

mesmas concentrações. 

Como observado nos resultados da fração GB, não houve diferença 

significativa (p < 0,001) entre as concentrações de 10 e 40 μg da fração GBH e neste 

estudo estas concentrações também não foram efetivas na MV inibindo a formação 

de vasos, quando comparadas ao controle (0% de vascularização - 86 vasos). A 

efetividade da fração GBH sobre a vascularização foi observada a partir da 

concentração de 80 μg, onde ocorreu uma percentagem de 32% de inibição (58,5 

vasos) da formação dos vasos na MV em relação ao controle (0% de inibição - 86 

vasos) (FIGURA 29). 

 Como demonstrado na Figura 29, a fração GBH não demonstrou diferença 

estatisticamente significativa entre as concentrações de 80 e 160 μg, e entre as 

concentrações de 320 e 480 μg quanto à inibição dos vasos. Também não houve 

diferença significativa entre a fração GBH na concentração de 240 μg (30 vasos - 

65,4% de inibição) e HP. Portanto, para se obter o mesmo efeito antivasculogênico 
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na MV de HP (58,8% de inibição), uma concentração 3 vezes maior da fração GBH 

(240 μg = 65,4% de inibição) é necessária. 

 

 

 
FIGURA 29 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MV DE G. domesticus EM 

FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GBH. Veículo: controle; Controle positivo: HP 

(80 μg) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL-1). 

*** Diferenças significativas ao nível de p < 0,001, em relação ao controle (ANOVA 
seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as 
concentrações de GBH e HP (p < 0,01). 
  

   

Quanto aos resultados de atividade antivasculogênica das frações GB e GBH, 

pode-se notar que uma concentração maior de GBH (240 μg) é necessária para se 

obter o mesmo efeito de GB na concentração de 160 μg  (59,5% de inibição - 31,5 

vasos). Deste modo, a fração bruta GB foi mais efetiva que a fração GBH quanto a 

inibição dos vasos sanguíneos da MV de embriões de galinha. 

  Dando continuidade aos estudos de vasculogênese na membrana da vesícula 

vitelínica a Figura 30 representa o número de vasos em função da fração obtida por 

degradação controlada de Smith (GBH-S) no tratamento de quatro dias de 

desenvolvimento embrionário em relação ao controle.  
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FIGURA 30 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MV DE G. domesticus EM 

FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GBH-S. Veículo: controle; Controle positivo: HP 

(80 μg) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL-1). 

*** Diferenças significativas ao nível de p < 0,001, em relação ao grupo controle 
negativo (ANOVA seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferenças 
significativas entre as concentrações de GBH-S e HP (p < 0,01). 
 

 

 Na Figura 30 pode-se notar que a partir da concentração de 40 μg, a fração 

GBH-S já foi efetiva inibindo a formação de vasos na MV em 17,6% (71,5 vasos) em 

relação ao controle (0% de inibição - 86 vasos). Todas as concentrações testadas 

foram estatisticamente diferentes entre si (p < 0,001).  

  Neste estudo, a fração GBH-S foi mais efetiva em comparação às frações GB 

e GBH, onde 60% de inibição (34,7 vasos) da formação dos vasos MV é observada 

quando se aplicou a concentração de 80 μg de GBH-S. Sendo assim, essa fração é 

igualmente ativa à HP (35,4 vasos - 58,8% de inibição) nas mesmas concentrações. 

 As taxas de mortalidade dos embriões, quando tratados com a fração GBH-S, 

foram de 10, 25, 58, 69, 90, 100 e 100% para as concentrações de 10, 40, 80, 160, 

240, 320 e 480, respectivamente. O aumento da mortalidade dos embriões de G. 

domesticus frente às maiores concentrações dos polissacarídeos testados (GB, GBH 

e GBH-S) parece estar ligado ao efeito antivasculogênico destes polímeros. A 

diminuição da vascularização pode causar indisponibilidade de nutrientes 

necessários para o desenvolvimento normal do embrião. 
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 Os resultados de atividade antivasculogênica na MV foram captados através 

de câmara fotográfica acoplada ao microscópio estereoscópico, e as fotografias estão 

mostradas na Figura 31 para melhor entendimento da ação destes polissacarídeos 

sobre a MV de embriões de G. domesticus. 

A Figura 31 ilustra a ação antivasculogênica das frações GB e GBH-S na MV 

quando comparadas ao controle (FIGURA 31A). A fração GB na concentração de 80 

μg inibiu a formação dos vasos sanguíneos da MV (FIGURA 31B). Na concentração 

de 320 μg essa ação foi visivelmente mais acentuada, onde há presença de poucos 

vasos sanguíneos (FIGURA 31E). 

 Ainda na Figura 31C, observa-se que fração GBH-S, na concentração de 80 

μg inibiu significativamente a vasculogênese e na concentração de 160 μg não se 

observa mais a presença de vasos sanguíneos na MV.   
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FIGURA 31 – FOTOGRAFIAS DOS VASOS SANGUÍNEOS DA MV DE EMBRIÕES DE G. domesticus COM QUATRO DIAS DE 

DESENVOLVIMENTO.   

(A) Controle (metilcelulose e água); (B) Tratamento com 80 μg de GB; (C) Tratamento com 80 μg de GBH-S; (D) Tratamento com 
80 μg de HP; (E) Tratamento com 320 μg de GB e (F) Tratamento com 160 μg de GBH-S. Barra = 4mm. 

135 
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 Com o objetivo de avaliar a ação dos polissacarídeos das frações GB, GBH e 

GBH-S sobre o fator de crescimento foram realizados experimentos de aplicação 

simultânea destas frações com o fator de crescimento indutor da vascularização 

FGFb. Estes resultados estão demonstrados na Figura 32. 

Na Figura 32, o tratamento somente com FGFb promoveu um aumento na 

vascularização em torno do disco de metilcelulose, onde se observou um aumento 

de 48% (128 vasos) em relação ao controle (0% de inibição - 86 vasos). No entanto, 

esse efeito foi diminuído, quando se realizou a aplicação simultânea de FGFb (50 

ng.mL-1) e as frações GB, GBH e GBH-S (160 μg).  

A Figura 32A representa o número de vasos sanguíneos em função dos 

tratamentos controle (metilcelulose 0,45% e água), GB (160 µg), GB (160 µg) + 

FGFb (50 ng.mL-1) e FGFb (50 ng.mL-1). A aplicação conjunta de GB e FGFb 

ocasionou uma diminuição da vascularização em 41,4% (53 vasos) em relação ao 

tratamento somente com o FGFb (128 vasos). Ademais, quando a MV foi tratada 

simultaneamente com GB e FGFb (75 vasos) não houve diferença significativa do 

grupo tratado com o controle (86,8 vasos). 

Analisando a Figura 32B pode-se observar que aplicação simultânea de GBH 

e FGFb ocasionou uma diminuição da vascularização em 27,9% (35,8 vasos) em 

relação ao tratamento realizado somente com o FGFb (128 vasos). Os resultados do 

tratamento conjunto de GBH e FGFb (92,2 vasos) também não foram 

estatisticamente diferentes do controle (86,8 vasos). 

A aplicação dos produtos de degradação controlada de Smith (fração GBH-S) 

com FGFb ocasionou uma diminuição de 53% (67,9 vasos) da vascularização da MV 

e este resultado foi estatisticamente diferente do controle (86,8 vasos) (FIGURA 

32C). 

Estes resultados sugerem que os polissacarídeos sulfatados presentes nas 

frações GB, GBH e GBH-S bloqueiam de alguma forma a capacidade do FGFb de 

induzir a formação de novos vasos na MV de embriões de G. domesticus.  
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FIGURA 32 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MV DE EMBRIÕES DE G. 

domesticus DEMONSTRANDO O EFEITO DAS FRAÇÕES GB, GBH E GBH-S 

SOBRE FGFb.  

Os tratamentos foram realizados apenas com as frações (160 μg); Simultaneamente 
com as frações e FGFb (50 ng.mL-1) e somente com FGFb (50 ng.mL-1). *** 
Diferenças significativas ao nível de p < 0,001, em relação ao grupo controle 
(veículo) (ANOVA seguido de Tukey). (A) GB, (B) GBH e (C) GBH-S. 
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9.1.2. Tratamentos realizados na membrana corioalantóica (angiogênese) 

O ensaio da angiogênese na membrana corioalantóica (CAM-assay) é um 

modelo in vivo amplamente utilizado para estudar o desenvolvimento de vasos 

sanguíneos a partir de vasos pré-existentes em embriões (FOLKMAN, 1971; JAKOB 

et al., 1978; MCCORMICK et al., 1984; VU et al., 1985; NGUYEN et al., 1994; 

IRUELA-ARISPE et al., 1995; DIAS et al., 2008).  

Os estudos de angiogênese deste trabalho foram realizados utilizando as 

frações GB e GBH-S nas concentrações de 40, 80, 160, 320 e 480 μg e 40, 80, 160 e 

320 μg respectivamente. Este ensaio foi avaliado sobre o processo de angiogênese 

da membrana corioalantóica (MC) em embriões de G. domesticus, considerando-se a 

vascularização formada a partir dos vasos pré-existentes. A determinação da 

modulação da angiogênese pelas frações GB e GBH-S foi efetuada a partir da 

quantificação dos vasos sanguíneos da MC que interceptaram os suportes de 

metilcelulose (com o auxilio de discos de papel filtro). Heparina na concentração de 

80 μg foi utilizada como controle positivo e o fator de crescimento FGFb (fibroblast 

growth factor-basic),  na concentração de 50 ng.mL-1 foi empregado como controle 

negativo. Também foram realizados os tratamentos com suportes contendo apenas 

metilcelulose 0,45% e água deionizada (controle). Estes controles foram empregados 

como controle onde a vascularização do embrião encontrava-se em condições 

normais de desenvolvimento.  

Os resultados foram expressos em percentagem a partir da contagem do 

número de vasos da MV após os tratamentos e correlacionados ao grupo controle 

(vascularização normal da MC) e estão apresentados na Tabela 15. Como no 

processo de vasculogênese, pode-se notar que neste estudo de angiogênese, a 

fração constituída pelos produtos de degradação controlada de Smith (GBH-S) foi 

mais efetiva quanto à inibição da vascularização. Os tratamentos realizados com 320 

μg de GB ocasionaram uma inibição de 89,6% da vascularização (7,1 vasos) em 

relação ao número de vasos na MC dos embriões não tratados (controle). Efeito 

similar de inibição dos vasos foi observado quando se aplicou uma concentração 

menor de GBH-S (160 μg – 7,1 vasos) sobre a MC.  
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TABELA 15 – ATIVIDADE ANTIANGIOGÊNICA DAS FRAÇÕES GB E GBH-S 

ISOLADAS DE G. brasiliensis SOBRE A MEMBRANA CORIOALANTÓICA DE 

EMBRIÕES DE GALINHA. 

Fração a Concentração  
(µg) 

Número de  
vasos da MC b 

% de inibição c % de mortalidade 
dos embriões 

     
Controle - 68,9 ± 1,8 0 10 
GB 40 60,8 ± 6,0 11,7 19 
 80 46,0 ± 3,1 33,2 17 
 160 34,5 ± 6,5 49,9 23 
 320 7,1 ± 4,7 89,6 20 
 480 0 100 20 
     
Controle - 68,9 ± 1,8 0 10 
GBH-S 40 44,7 ± 3,2 35,1 29 
 80 18,6 ± 2,0 73,0 19 
 160 7,0 ± 4,2 89,8 18 
 320 0 100 28 
     
HP d 80 22,7 ± 2,6 67,0 31 
Controle +     
   % de aumento da 

vascularização 
 

FGFb e 50 ng.mL-1 96,0 39,3 14 
Controle -     

a GB = fração bruta, GBH-S = produtos de degradação controlada de Smith; b número de vasos da 
membrana corioalantóica que interceptaram o disco de papel filtro e desvio padrão (n = 8); c 
percentagem de inibição em relação ao controle (metilcelulose 0,45% e água); d HP = heparina 
porcina empregada como controle positivo; e FGFb = fator de crescimento empregado como controle 
negativo. 

 

   

  Estes resultados podem ser observados na Figura 33 que mostra o número 

de vasos sanguíneos da MC em função das diferentes concentrações das frações GB 

(FIGURA 33A) e de GBH-S (FIGURA 33B) em relação ao grupo não tratado controle 

(68 vasos – 0% de inibição) em embriões com oito dias de desenvolvimento.  
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FIGURA 33 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MC DE EMBRIÕES DE G. 

domesticus EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE GB e GBH-S, Controle positivo: 

HP (80 μg) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL-1). 

*** Diferenças significativas ao nível de p < 0,001, em relação ao controle (veículo) 
(ANOVA seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 
as concentrações de GB, GBH-S e HP (p < 0,01). 
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 Analisando os resultados apresentados na Figura 33 verifica-se que tanto a 

fração bruta (GB) como a fração constituída pelos produtos de degradação 

controlada de Smith (GBH-S) foram potencialmente ativas e inibiram a formação da 

vascularização da MC de forma dependente da concentração. O fator da 

angiogênese FGFb induziu a  formação de vasos sanguíneos, onde se observou um 

aumento na vascularização de 39,3% (96,3 vasos) em relação ao grupo controle 

negativo (68,9 vasos) e HP na concentração de 80 μg inibiu a vascularização em 

67,0% (22,7 vasos). 

 Através dos resultados apresentados na Figura 33A, pode-se observar que a 

fração GB na concentração de 80 μg já foi efetiva, onde se observou uma inibição de 

33,2% (46 vasos) dos vasos na MC em relação ao controle (68,9 vasos). Na 

concentração de 160 μg de GB houve inibição de 89,6% dos vasos sanguíneos e na 

maior concentração dessa fração (480 μg) houve 100% de inibição. 

 Analisando os resultados apresentados na Figura 33B, observa-se que a 

fração GBH-S na concentração de 40 μg ocasionou inibição significativa dos vasos 

sanguíneos, em 35% (44,7 vasos) em relação ao controle (68 vasos). E na maior 

concentração de GBH-S testada (320 μg) ocorreu uma inibição de 100% da 

vascularização.  

 Ainda na Figura 33, se observa que a fração GBH-S, na concentração de 80 

μg, não foi significativamente diferente da fração HP na mesma concentração. 

Portanto, neste estudo a fração GBH-S é igualmente efetiva à HP, na concentração 

de 80 μg. No entanto, para a fração GB, uma concentração 2 vezes maior é 

necessária para se observar esse mesmo efeito. Isto demonstra uma maior 

efetividade de inibição da angiogênese da fração GBH-S em relação à fração GB.  

 Desta forma, os resultados apresentados na Figura 33 demonstram que tanto 

a GB como a GBH-S inibiram a formação dos vasos sanguíneos na MC, de acordo 

com o observado nos resultados do ensaio da MV (vasculogênese). 

 Os resultados do presente estudo mostraram que quando as frações 

polissacarídicas GB e GBH-S foram administradas, estes tratamentos promoveram 

um importante efeito antiproliferativo da vascularização na membrana da vesícula 

vitelínica e na membrana corioalantóica de embriões de G. domesticus, evidenciado 

pela diminuição do número de vasos. 

 Em maiores detalhes, a Figura 34 ilustra a MC de embriões de G. domesticus 

tratada com a fração GBH-S (320 μg) em comparação ao controle (metilcelulose e 
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água). Após a administração de GBH-S é visível o seu efeito inibitório sobre a 

vascularização da MC, enquanto que no tratamento controle o desenvolvimento da 

vascularização continua normalizado até o oitavo dia de desenvolvimento. Essa 

diferença é facilmente evidenciada pelo tamanho do alantoide (anexo embrionário 

altamente vascularizado que está ligado ao intestino posterior do embrião, 

armazenando os produtos de excreção até o nascimento e auxiliando nas trocas 

gasosas do embrião com o meio externo). 

 

 

 
 

FIGURA 34 – FOTOGRAFIAS DE EMBRIÕES E DA MEMBRANA 

CORIOALANTÓICA DE G. domesticus DE OITO DIAS DE DESENVOLVIMENTO. 

(A) MC tratada com o controle (metilcelulose e água) e detalhe da seta na região 
onde foi implantado o disco de metilcelulose, sobreposto pelo disco de papel filtro; 
(B) Tratamento com GBH-S (320 μg) e detalhe da seta na região onde foi implantado 
o disco de metilcelulose, sobreposto pelo disco de papel filtro. 
 
 

 A ação antiangiogênica das heteroramnanas presentes nas frações GBH-S (na 

concentração de 80 μg) e GB (concentração de 160 μg), em comparação ao 

tratamento controle estão ilustradas na Figura 35. Detalhadamente, a Figura 35A 

mostra a MC tratada com o controle (metilcelulose e água), onde a vascularização 

está normalizada. Analisando a Figura 35B apresenta a MC tratada com 80 μg de 

A 

B 
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GBH-S, a vascularização foi inibida e a capacidade de inibição desses 

polissacarídeos parece se estender para os outros componentes do embrião, a 

exemplo da MV. O mesmo se observa quando se aplicou 160 μg de GB na Figura 

35C. 

 

 

 
 

 

FIGURA 35 – FOTOMICROGRAFIAS DOS VASOS SANGUÍNEOS DA MEMBRANA 

CORIOALANTÓICA DE G. domesticus DE OITO DIAS DE DESENVOLVIMENTO. 

 (A) Controle (metilcelulose e água); (B) Tratamento com 80 μg de GBH-S e (C) 
Tratamento com 160 μg de GB. MV = Membrana da vesícula vitelínica e MC = 
Membrana corioalantóica. Barra = 1,5 mm. 
 

 

 Os embriões de G. domesticus submetidos ao ensaio de angiogênese na MV 

foram avaliados quanto à taxa de mortalidade. Os ovos que sofreram contaminação 

após os tratamentos foram descartados e não foram incluídos nos cálculos de 

mortalidade. Os embriões submetidos ao tratamento com o controle apresentaram 

uma percentagem de mortalidade de aproximadamente 15%. Distintamente dos 

embriões submetidos ao ensaio de vasculogênese, que apresentaram uma alta taxa 

C 

MC 

MV MV 

MC 

B 

MC 

A 

MV 
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de mortalidade, os embriões submetidos aos tratamentos com as frações GB, GBH-

S, HP e FGFb no processo de angiogênese em MC apresentaram mortalidade em 

torno de 20%, 24%, 31% e 14%, respectivamente. Essa diferença de mortalidade 

pode estar ligada ao fato que os embriões que foram submetidos ao ensaio de 

angiogênese (6 dias de incubação), encontravam-se mais desenvolvidos em relação 

aos embriões submetidos a metodologia de vasculogênese (2 dias de incubação), 

devido ao maior tempo de incubação. 

Como observado através do processo de vasculogênese, no ensaio de 

angiogênese o tratamento somente com o fator de crescimento angiogênico FGFb, 

também promoveu um aumento na vascularização em torno do disco de 

metilcelulose (39,3% - 96,3 vasos) em relação ao controle (68,9 vasos). Pode-se 

notar na Figura 36 que este efeito foi diminuído em aproximadamente 50% quando 

se realizou a aplicação simultânea de FGFb e a fração polissacarídica GBH-S na 

concentração de 160 μg. Em resumo, as heteroramnanas sulfatadas presentes na 

fração GBH-S preveniram de alguma forma o efeito indutor da vascularização do 

FGFb. 

FIGURA 36 – NÚMERO DE VASOS SANGUÍNEOS DA MC DE EMBRIÕES DE G. 

domesticus DEMONSTRANDO O EFEITO DA FRAÇÃO GBH-S SOBRE FGFb. 

Os tratamentos foram realizados apenas com a fração GBH-S (160 μg); 
Simultaneamente com GBH-S e FGFb (50 ng.mL-1) e somente com FGFb (50 ng.mL-

1). *** Diferenças significativas ao nível de p < 0,001, em relação ao grupo controle 
(veículo) (ANOVA seguido de Tukey). 
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O mecanismo de ação das heteroramnanas sulfatadas presentes nas frações 

GB e GBH-S sobre a vascularização permanece em parte desconhecido. No 

entanto, algumas hipóteses são descritas com o objetivo de esclarecer a atividade 

antiangiogênica de polissacarídeos sulfatados obtidos de fontes marinhas, a 

exemplo das fucanas sulfatadas e das galactanas sulfatadas (KOYANAGI et al., 

2003; CUMASHI et al., 2007; POMIN, 2012). 

 

 

9.1.3. Mecanismo de ação das heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis 
sobre a vascularização 
 

 

 De um modo geral, a atividade de inibição da vascularização apresentada por 

polissacarídeos sulfatados obtidos de algas marinhas ocorre através da capacidade 

destes compostos interferirem nas ligações específicas de alguns fatores 

angiogênicos, principalmente os VEGFs (KOYANAGI et al., 2003) e o FGFb (SOEDA 

et al., 2000; POMIN, 2012). No processo de angiogênese, células do mesoderma 

necessitam da disponibilidade de FGFb para que ocorra a formação dos 

angioblastos. Nesta etapa, ocorre também a diferenciação dos angioblastos e a 

formação de um novo tubo vascular mediado por moléculas de VEGF (POMIN, 

2012). Através de ligações eletrostáticas, fucanas e galactanas sulfatadas são 

capazes de se ligar às moléculas FGFb e VEGF impedindo o evento de formação de 

novos vasos, visto que estes indutores estariam impedidos de se ligarem aos seus 

respectivos receptores de membrana, os FGFRs e VEGFs (KOYANAGI et al., 2003; 

CUMASHI et al., 2007; POMIN, 2012). 

No presente trabalho, as heteroramnanas sulfatadas inibiram a vascularização 

na MV e na MC de embriões de G. domesticus. Uma hipótese é que estes polímeros 

altamente sulfatados estariam impedindo a ligação das moléculas angiogênicas 

(VEGF e FGFb) aos seus respectivos receptores de membrana através de ligações 

eletrostáticas, assim como descrito para as fucanas e as galactanas sulfatadas 

(KOYANAGI et al., 2003; CUMASHI et al., 2007). Ademais, esse mecanismo pode 

ser aceito para os processos de vasculogênese e angiogênese, visto que os mesmos 

fatores (VEGF e FGFb) estão envolvidos nos primórdios da vascularização e na 
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formação de vasos a partir de vasos pré-existentes (DIAS et al., 2005; DIAS et al., 

2008). 

 Pomin (2012) descreve que a neovascularização fisiopatológica (crescimento 

de tumores através da formação de novos vasos) é possível devido a capacidade das 

células tumorais sintetizarem moléculas VEGF e FGFb. Desta forma, as 

heteroramnanas sulfatadas obtidas de G. brasiliensis poderiam prevenir a ligação 

destes indutores aos seus receptores específicos impedindo a neovascularização. 

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a aplicação 

simultânea do FGFb e das heteroramnanas sulfatadas presentes na fração GBH-S 

ocasionou uma diminuição da vasculogênese/angiogênese, o que comprova a ação 

destes polímeros sobre o FGFb. Este processo pode estar correlacionado ao 

sequestro de FGFb por estes polissacarídeos sulfatados, o que previne a ligação de 

FGFb aos receptores, inibindo assim, a formação de novos vasos sanguíneos. Este 

tipo de mecanismo está de acordo com a proposta para a ação de fucanas sulfatadas 

sobre a vasculogênese e a angiogênese, isoladas da alga parda Sargassum 

sthenophyllum (KOYANAGI et al., 2003; DIAS et al., 2005; DIAS et al., 2008). 

Contudo, não está claro se o mecanismo de ação dos polissacarídeos das frações 

GB, GBH e GBH-S é devido ao mecanismo de sequestro de FGFb ou de interferência 

na ação de outros fatores de crescimento como o VEGF.   

As características estruturais da fração GBH-S quanto ao alto grau de 

sulfatação (38,2%), massa molar e composição monossacarídica (Ram = 78,2%, Xil = 

1,9 e Glc = 19,8%) podem estar ligadas à maior atividade de inibição da formação de 

vasos sanguíneos destes polissacarídeos, observada nos ensaios de vasculogênese 

e angiogênese. O grau de sulfatação dos polissacarídeos é descrito como o principal 

fator na atividade antiangiogênica destes polímeros (POMIN, 2012). Polissacarídeos 

sulfatados obtidos de algas marrons tiveram sua atividade antiangiogênica (avaliada 

em células endoteliais do cordão umbilical) diminuída quando estes grupos 

carregados negativamente foram substituídos por substituintes não carregados 

(CUMASHI et al., 2007). 

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, as heteroramnanas 

sulfatadas obtidas de G. brasiliensis são potenciais como agentes antiangiogênicos, 

podendo em um futuro próximo serem empregados na clínica médica. 

9.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS POLISSACARÍDEOS DE G. brasiliensis 
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 Os polissacarídeos obtidos de G. brasiliensis foram submetidos ao ensaio de 

citotoxicidade em células humanas tumorais com o objetivo de avaliar o potencial 

antitumoral desses compostos. Nesse ensaio, foi utilizada a linhagem de glioma 

humano (U87MG, classificada em grau diferenciado de progressão maligna). As 

frações GBH e os produtos de degradação controlada de Smith, GBH-S foram 

submetidas a está avaliação. 

  

 

9.2.1. Análise da viabilidade de células tumorais 
 

 

 O ensaio de citotoxicidade foi realizado através de viabilidade celular pelo MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio) para investigar a atividade 

antitumoral das heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis (MOSSMANN, 1983), 

onde a dosagem da atividade metabólica de células viáveis é determinada através de 

ensaio colorimétrico. Os sais tetrazólio formam o sal formazana que é hidrofóbico e 

possui coloração (solubilizado em DMSO) sendo quantificados por 

espectrofotometria. Isso é possível devido à redução dois sais tetrazolium através da 

reação enzimática que envolve a oxidação do NADH/NADPH catalisada pelo 

complexo succinato-tetrazólium redutase que está presente nas células viáveis. 

 As células de astrocitoma foram submetidas às frações GBH e GBH-S por 24 e 

48 horas nas concentrações de 25, 100 e 500 μg.mL-1.  Após foi realizada a dosagem 

da atividade metabólica através do método MTT.  

 

 

9.2.2. Viabilidade celular de células U87MG após tratamento com 
polissacarídeos por 24 e 48 horas 
 
 

A Figura 37 apresenta os resultados de viabilidade celular por 24 e 48 horas 

após o tratamento das células U87MG com os polissacarídeos. No tempo de 24 

horas, o tratamento da linhagem U87MG com as frações polissacarídicas GBH e 
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GBH-S não reduziram a viabilidade celular nas concentrações utilizadas (FIGURA 

37A). 
 A Figura 37B demonstra o tratamento das células U87MG com os diferentes 

polissacarídeos pelo tempo de 48 horas. Verificou-se que tanto a fração GBH, como 

a fração GBH-S, proporcionaram redução significativa na viabilidade celular, em 

todas as concentrações utilizadas, quando comparadas às células mantidas na 

condição controle. Especificamente, a diminuição de viabilidade das células tumorais 

pela fração GBH foi de 33,3%, 47,2% e 54,9% nas concentrações de 25, 100 e 500 

μg.mL-1, respectivamente. Em relação ao tratamento pelo tempo de 48 horas das 

células tumorais com a fração GBH-S, a concentração de 500 μg.mL-1 foi a mais 

efetiva, onde se observou uma redução da viabilidade celular em 69% em relação ao 

grupo controle. Nas concentrações de 25 e 100 μg.mL-1 a diminuição da viabilidade 

celular foi de 23,4% e 52,3% respectivamente.  

 É importante notar que, quando se utilizou a concentração de 500 μg.mL-1 de 

GBH (54,9% de redução da viabilidade celular) a diminuição da viabilidade celular foi 

equiparável à fração GBH-S, na concentração de 100 μg.mL-1 (52,3% de redução da 

viabilidade celular). Apesar da diferença não ser estatisticamente significativa, na 

concentração de 25 μg.mL-1, a fração GBH foi mais efetiva e a diminuição da 

viabilidade celular foi de 33,3%, enquanto a fração GBH-S promoveu uma diminuição 

de 23,4% nessa mesma concentração (Figura 37B).  

 Verifica-se que as frações GBH e GBH-S diminuíram a viabilidade das células 

tumorais da linhagem U87MG, no tempo de 48 horas após o tratamento e uma 

tendência de efeito dose-dependente pode ser observada para as duas frações. No 

entanto, a fração obtida por degradação controlada de Smith, GBH-S, foi mais efetiva 

que a fração purificada GBH no tempo de 48 horas, quando se utilizou a 

concentrações de 100 e 500 μg.mL-1. 
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FIGURA 37 – VIABILIDADE CELULAR DA LINHAGEM DE GLIOMA HUMANO 

U87MG APÓS TRATAMENTO COM POLISSACARÍDEOS DAS FRAÇÕES GBH E 

GBH-S. 

(A) 24 horas e (B) 48 horas. A condição controle é representada como 100% de 
viabilidade. Os dados demonstrados são relativos de 4 experimentos independentes 
realizados em triplicatas. A significância estatística mostrada é referente à condição 
controle (ANOVA seguido de Tukey: * = p < 0,05; ** = p < 0,01 e *** = p < 0,001). 
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre as concentrações de uma 
mesma fração individual (p < 0,01). 
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Frações polissacarídicas constituídas de 23% de grupos sulfato obtidas da 

alga parda S. pallidum apresentaram capacidade de redução da viabilidade, de 

maneira dose-dependente, de células HepG2 de hepatoma humano, A549 de câncer 

de pulmão humano e de MGC-803 de câncer gástrico no tempo de 48 horas. A 

inibição foi 62,2%, 64,8% e 79,6% para as células HepG2, A549 e MGC-803, 

respectivamente, na concentração de 1000 μg.mL-1 (YE et al., 2008). 

 Nos estudos de atividade antitumoral de Ropelatto (2011) com 

heteroramnanas sulfatadas obtidas de G. oxysperma, utilizando a linhagem celular 

U87MG, os resultados de diminuição da viabilidade das células tumorais U87MG 

foram observados no tempo de 24 horas. No entanto, os resultados foram 

significativos somente na concentração de 1000 μg.mL-1. Já no tempo de 48 horas, 

Ropelatto (2011) verificarou que a máxima diminuição da viabilidade celular (65%) foi 

observada com uma fração polissacarídica bruta na concentração de 1000 μg.mL-1.  

 Dando continuidade aos estudos de Ropelatto (2011), foi observado que após 

o tratamento das células de glioma com as diferentes frações polissacarídicas, em 

qualquer concentração, não foi possível verificar através de microscópio óptico indício 

de células mortas, ou seja, a presença de células soltas. Ao invés disso, foi verificado 

poços com menor confluência. Isso sugere que talvez as frações polissacarídicas 

estivessem inibindo a proliferação dessas células tumorais, ao invés de promover sua 

morte.  

 Dando continuidade a estes estudos, os mecanismos de ação das 

heteroramnanas sulfatadas de G. oxysperma e seus produtos de degradação 

controlada de Smith, foram avaliados por citometria de fluxo (CARVALHO, 2013). 

Estes polissacarídeos sulfatados ocasionaram um aumento no número de células na 

fase G1 do ciclo celular, indicando que os mesmos atuam como compostos 

antitumorais pela parada do ciclo celular. O mecanismo de ação das heteroramnanas 

sulfatadas de G. brasiliensis, ainda não realizados, poderiam determinar se esta é 

uma característica das heteroramnanas sulfatadas. 

 Uma observação sobre a atividade antitumoral de fucanas sulfatadas sobre 

células tumorais de Sarcoma 180, de melanoma B16 e de carcinoma de pulmão 

Lewis é que a habilidade antitumoral apresentada por estes polissacarídeos está 

relacionada à sua capacidade de inibir a angiogênese. O polímero inibiu o 

desenvolvimento das células tumorais através do bloqueio de VEGF aos seus 

receptores VEGFRs presentes na membrana celular. Foi verificado também que 
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quando os polímeros nativos, que já possuíam algum grau de sulfatação, foram 

totalmente sulfatados através de modificações químicas, ocorreu uma 

potencialização na atividade antiangiogênica destes polissacarídeos (KOYANAGI et 

al., 2003).  

Desta forma, assim como para os ensaios de vasculogênese e angiogênese 

deste trabalho, a principal hipótese para ação antitumoral das heteroramnanas 

sulfatadas obtidas da macroalga verde G. brasiliensis seria através do sequestro dos 

fatores angiogênicos VEGF e FGFb.  

 

 

9.3. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DOS POLISSACARÍDEOS DE G. brasiliensis 

 

  

 O potencial anticoagulante dos polissacarídeos sulfatados obtidos de G. 

brasiliensis, frações GB, GBH e GBH-S foi determinado pelo prolongamento do 

tempo de coagulação em segundos, através dos ensaios clássicos de coagulação 

TTPA (Tempo de tromboplastina parcial ativada), TT (Tempo de trombina) e TP 

(Tempo de protrombina). Estes testes são denominados de testes funcionais, pois 

monitoram a formação do coágulo de fibrina, sendo indicados como testes screennig 

para hemostasia, incluindo sintomas de hemorragia, monitoramento da terapia 

anticoagulante e, também, como exame de rotina para pré-operatórios (KAMAL; 

TEFFERI; PRUTHI, 2007).  

 Para a avaliação das atividades anticoagulantes foram utilizadas a solução 

salina como controle negativo (valores normais de coagulação), concentrações 

crescentes da fração nativa GB (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100  μg.mL-1 de 

plasma, concentração final), da fração purificada GBH (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 

100  μg.mL-1 de plasma, concentração final) e na fração purificada e dos produtos de 

degradação controlada de Smith, fração GBH-S (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60 μg.mL-1 de 

plasma, concentração final). Heparina obtida da mucosa intestinal de suínos (Sigma-

Aldrich) foi empregada como controle positivo nas concentrações crescentes de 0,1, 

1, 5, 10 e 20 μg.mL-1 de plasma (concentração final).  

 Os resultados dos ensaios TTPA, TT e TP foram expressos como médias (n = 

3) ± DPM e estão listados na Tabela 16.  
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TABELA 16 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE POR TTPA, TT E 

PT DAS FRAÇÕES GB, GBH E GBH-S ISOLADAS DE G. brasiliensis.  

Fração a Concentração (µg.mL-1) TTPA (s) b TT (s) c PT (s) d 
     
 salina 29,6 ± 1,5 13,0 ± 1,0 8,3 ± 0,6 
GB 0,1 32,0 ± 5,5 14,6 ± 1,1 12,3 ± 0,6 
 1 28,3 ± 2,3 21,3 ± 0,6 37,6 ± 1,5 
 5 34,6 ± 3,0 35,0 ± 1,0 46,3 ± 3,8 
 10 43,3 ± 4,0 47,0 ± 2,0 52,6 ± 3,2 
 20 68,0 ± 1,7 56,6 ± 2,9 53,0 ± 3,0 
 40 94,0 ± 7,8 99,6 ± 2,1 74,3 ± 4,0 
 60 129,6 ± 8,3 113,0 ± 1,0 99,0 ± 1,0 
 80 173,6 ± 5,8 >120 >120 
 100 >200 >120 >120 
     
 salina 29,6 ± 1,5 13,0 ± 1,0 8,3 ± 0,6 
GBH 0,1 31,0 ± 3,0 13,3 ± 0,6 13,6 ± 1,5 
 1 28,6 ± 0,5 23,6 ± 1,5 29,3 ± 2,5 
 5 36,0 ± 2,6 36,0 ± 1,0 37,6 ± 0,6 
 10 45,6 ± 2,8 42,3 ± 0,6 44,3 ± 1,5 
 20 57,3 ± 2,1 55,6 ± 0,6 55,6 ± 2,1 
 40 89,6 ± 3,0 91,6 ± 4,6 63,6 ± 3,2 
 60 132 ± 7,9 105,6 ± 3,8 86,6 ± 1,5 
 80 168,3 ± 3,5 >120 108 ± 7,2 
 100 >200 >120 >120 
     

 salina 29,6 ± 1,5 13,0 ± 1,0 8,3 ± 0,6 
GBH-S 0,1 42,3 ± 1,5 17,3 ± 1,1 13,0 ± 1,0 
 1 57,0 ± 3,0 38,6 ± 0,6 45,0 ± 1,7 
 5 85,6 ± 2,0 62,0 ± 2,6 56,6 ± 2,1 
 10 130,6 ± 4,6 73,6 ± 4,9 87,0 ± 2,6 
 20 189,0 ± 4,9 97,3 ± 2,1 94,6 ± 3,8 
 40 >200 >120 117,6 ± 2,5 
 60 >200 >120 >120 
     
 salina 29,6 ± 1,5 13,0 ± 1,0 8,3 ± 0,6 
HP 0,1 55,0 ± 4,0 34,3 ± 1,5 17,3 ± 1,1 
 1 87,3 ± 0,5 82,6 ± 3,5 65,3 ± 2,1 
 5 156,3 ± 8,0 106,0 ± 2,0 88,0 ± 1,0 
 10 >200 >120 108,3 ± 2,5 

 20 >200 >120 >120 
     

a GB = fração bruta, GBH = fração purificada, GBH-S = produtos de degradação controlada de Smith 
e HP = Heparina porcina (controle positivo); b TTPA = Tempo de tromboplastina parcial ativada em 
segundos; c TT = Tempo de trombina em segundos; d TP = Tempo de protrombina em segundos. 
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9.3.1. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)  

 
 

 O reagente de TPPA é chamado de tromboplastina parcial ativada, pois o 

fator tissular não está presente junto com os fosfolipídios (KAMAL; TEFFERI; 

PRUTHI, 2007). Este ensaio baseia-se na ativação do sistema intrínseco da 

coagulação e é uma boa técnica para avaliação de problemas com os fatores VIII e 

IX, além dos fatores de contato. A cefalina de coelho utilizada no ensaio atua como 

substituto plaquetário e o fator de contato necessário para desencadear a 

coagulação é o caolin ou sílica. A ativação do fator XI é dependente de cálcio, por 

isso é necessária a adição do mesmo para ativação da cascata (HAN et al., 2005, 

MARTINICHEN et al., 2005). Assim, as deficiências ou inibidores dos fatores de 

coagulação das vias intrínseca e final comum resultam no prolongamento do ensaio 

de TTPA. 
 A heparina apresentou atividade anticoagulante para o ensaio de TTPA, 

sendo que na concentração de 0,1 µg.mL-1 aumentou em 0,8 vezes o tempo de 

coagulação do plasma e na dose de 10 µg.mL-1 já inibiu completamente a formação 

do coágulo quando comparado com os valores obtidos para o controle negativo 

(29,6 s). 

 Na Figura 38 pode se observar que as frações GB, GBH e GBHS foram 

capazes de prolongar o tempo de coagulação pelo teste de TTPA de maneira dose-

dependente. Os polissacarídeos presentes na fração GBH-S foram potencialmente 

mais efetivos que os polissacarídeos das frações GB e GBH, na concentração de 1 

µg.mL-1 o tempo de coagulação do plasma foi de 57,0 s para GBH-S, 1,9 vezes 

maior que o controle negativo (29,6 s). A ação máxima de GBH-S (>200 s) foi 

atingida na concentração de 40 µg.mL-1. A fração purificada GBH foi igualmente 

efetiva à fração GB nas mesmas concentrações. A fração nativa GB, na 

concentração de 10 µg.mL-1, o tempo para coagulação do plasma foi de 43,3 s 

sendo 1,4 vezes maior que o do grupo controle negativo (29,6 s) e a ação máxima 

(>200 s) foi atingida com 100 µg.mL-1.  
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FIGURA 38 – TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (TTPA) PARA 

AS FRAÇÕES POLISSACARÍDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G. 

brasiliensis.  

Plasma humano com valores normais de TTPA foi incubado com diferentes 
concentrações de polissacarídeos. Valores >200 s foram considerados como 
ausência de coagulação. 
  

  

 Comparando a ação anticoagulante dos polissacarídeos sulfatados presentes 

nas frações GB, GBH e GBH-S, observa-se uma potência diferente, pois a fração 

obtida por degradação controlada de Smith, GBH-S, foi mais efetiva que GB e GBH 

e em baixas concentrações já são capazes de prolongar o TTPA. Estes dados 

sugerem que os polissacarídeos sulfatados estão interagindo com fatores da via 

intrínseca da coagulação ou com a via final comum, prolongando o tempo 

necessário para a coagulação, e que as diferenças estruturais entre eles resultam 

em respostas diferentes. 
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9.3.2. Tempo de Trombina (TT) 

O teste de Tempo de Trombina é utilizado para avaliar o último passo da 

cascata de coagulação, a formação de fibrina mediada pela trombina (ALBAN; 

FRANZ, 2001). Neste ensaio, a heparina inibiu totalmente a coagulação em uma 

concentração de 10 µg.mL-1. As frações GB, GBH e GBH-S foram efetivas e 

prolongaram o tempo de coagulação do plasma quando este tempo foi avaliado pelo 

teste de TT (FIGURA 39).  
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FIGURA 39 – TEMPO DE TROMBINA (TT) PARA AS FRAÇÕES 

POLISSACARÍDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G. brasiliensis. 

Plasma humano com valores normais de TT foi incubado com diferentes 
concentrações de polissacarídeos. Valores >120 s foram considerados como 
ausência de coagulação. 

Quando se utilizou os polissacarídeos das frações GB e GBH na 

concentração de 1 μg.mL-1 o tempo de coagulação foi de 21,3 e 23,6 s, sendo 1,6 e 
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1,8 vezes maior em relação ao tempo de coagulação do controle negativo (13,0 s) 

respectivamente. A atividade máxima atingida foi na concentração de 80 μg.mL-1 de 

plasma para ambas as frações, GB e GBH, com valores de coagulação > 120 s. 

  Como observado para o teste de TTPA, a fração GBH-S foi mais efetiva e na 

concentração de 1 μg.mL-1 o tempo de coagulação foi de 38,6 s sendo 2,9 vezes 

maior em relação ao controle negativo (13,0 s). Na concentração de 40 μg.mL-1 a 

fração GBH-S a atividade máxima foi atingida, com valores > 120 s.  

 

 

9.3.3. Tempo de Protrombina (TP) 
 

 

 O teste de Tempo de Protrombina é utilizado para avaliar a via extrínseca da 

cascata de coagulação. Neste teste, a heparina prolongou o TP em 17,3 s, sendo 2 

vezes maior em relação ao controle negativo (8,3 s) e inibiu totalmente a coagulação 

na concentração de 20 μg.mL-1.  

 A atividade anticoagulante avaliada por TP das frações GB, GBH e GBHS 

está demonstrada na Figura 40. Todas as frações testadas foram efetivas e 

prolongaram o tempo de coagulação avaliado pelo teste de TP em diferentes 

concentrações. A fração GBH-S prolongou potencialmente o TP, no entanto, uma 

concentração maior, 60 μg.mL-1, dos polissacarídeos desta fração foi necessária 

para inibir totalmente a coagulação em relação aos testes de TTPA e TT, 40 μg.mL-

1. A fração GB inibiu totalmente a coagulação quando se utilizou uma concentração 

de 80 μg.mL-1, enquanto que para a fração GBH, 100 μg.mL-1 foram necessários 

para se ter a mesma atividade. 

 A fração GBHS contém maiores teores de sulfato (38,2%), maior 

concentração de unidades de ramnose (74,5 mol%) e polissacarídicos de massa 

molar menor. Estes fatores podem estar potencializando a atividade anticoagulante 

dessa fração, em relação às frações GB e GBH, como observado nos três ensaios 

anticoagulantes testados (TTPA, TT e PT). 
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FIGURA 40 – TEMPO DE PROTROMBINA (TP) PARA AS FRAÇÕES 

POLISSACARÍDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G. brasiliensis.  

Plasma humano com valores normais de TP foi incubado com diferentes 
concentrações de polissacarídeos. Valores >120 s foram considerados como 
ausência de coagulação. 
 
 
   

 A prolongação do TTPA indica a inibição do sistema intrínseco e/ou da via 

final comum da coagulação, a prolongação de TT baseia-se na inibição da atividade 

da trombina ou da polimerização da fibrina e a prolongação de TP demonstra a 

inibição da via extrínseca da cascata de coagulação. Portanto, os resultados de 

atividade anticoagulante das frações GB, GBH e GBH-S, obtidos de G. brasiliensis, 

demonstram que esses polissacarídeos sulfatados são capazes de atuar no sistema 

intrínseco e/ou na via final comum e no sistema extrínseco da cascata de 

coagulação. 

 Nos experimentos de TTPA, TT e TP desse trabalho, a heparina apresentou 

uma ação anticoagulante muito alta, pois em baixas concentrações já inibiu 

completamente a coagulação do plasma. Estes resultados reforçam o grande risco 

de sangramento que a heparina pode causar, uma vez que o seu intervalo de 

segurança é muito pequeno. 

 A atividade anticoagulante de polissacarídeos sulfatados obtidos de diversas 

espécies de macroalgas verdes marinhas é descrita por vários pesquisadores (MAO 
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et al., 2008; ZHANG et al., 2008; MAO et al., 2009; QI et al., 2012). A complexidade 

das estruturas desses polissacarídeos, como por exemplo, a massa molar, o teor de 

sulfato, os monossacarídeos constituintes e o padrão de ligação entre essas 

unidades monossacarídicas são as principais características no estudo da atividade 

anticoagulante desses polímeros (PEREIRA; MELO; MOURÃO 2002). No entanto, a 

relação exata entre, a atividade anticoagulante e a estrutura química dessas 

moléculas, ainda não está esclarecida. 

  Mao e colaboradores (2008) estudaram a atividade anticoagulante através 

dos testes de TTPA e TT de uma fração purificada (870 kDa), constituída 

principalmente por ramnose (79,4%) e contendo 28,2% de sulfato, obtidas da 

macroalga verde Monostroma nitidum. Essa fração prolongou o TTPA e inibiu 

totalmente a formação do coágulo em uma concentração de 100 µg.mL-1 com 

valores de coagulação > 200 s. Uma concentração de 200 µg.mL-1 foi necessária 

para inibir de forma total a coagulação quando se utilizou o teste de TT com valores 

de coagulação > 120 s. Mais recentemente, os mesmos pesquisadores 

demonstraram que ramnanas sulfatadas (massa molar de 55 kDa, 86,7 % de 

ramnose e 23,5 % de sulfato) obtidas de outra espécie de macroalga verde marinha, 

Monostroma latissimum, foram mais efetivas, em relação aos polissacarídeos 

obtidos de M. nitidum, quanto a atividade anticoagulante, nas mesmas condições 

experimentais. No teste de TTPA, 20 µg.mL-1 e no teste de TT, 10 µg.mL-1 dos 

polissacarídeos inibiram totalmente a formação do coágulo (MAO et al., 2009). Para 

esse último estudo, os polissacarídeos não foram efetivos na via extrínseca da 

cascata de coagulação pelo teste de TP.   

 Modificações químicas realizadas nos polissacarídeos nativos podem auxiliar 

no estudo da relação entre, a estrutura química e a atividade anticoagulante desses 

polímeros. Fragmentos polissacarídicos de massas molares diferentes (10,6-725,4 

kDa), obtidos por oxidação com periodato a partir de um polissacarídeo nativo, 

extraído de M. latissimum, foram estudados quanto à atividade anticoagulante por 

Zhang e colaboradores (2008). Os fragmentos que continham maiores massas 

molares, entre 61,9-725,4 kDa, foram mais efetivos quanto à atividade 

anticoagulante, quando comparados aos fragmentos de menor massa molar (10,6-

26,0 kDa).  

 A relação entre a estrutura química e a atividade anticoagulante, é descrita 

em detalhes para homopolissacarídeos como, galactanas e fucanas sulfatadas 
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obtidas de organismos marinhos (COLLIEC et al., 1991; PEREIRA; MELO; 

MOURÃO 1999; HAYAKAWA et al., 2000). O padrão de interação heparina-

antitrombina pode não se estender para outros polissacarídeos sulfatados. Cada tipo 

de polissacarídeo pode formar um complexo particular com o inibidor do plasma e a 

protease alvo. Os requerimentos estruturais para a interação de polissacarídeos 

sulfatados com inibidores da coagulação e suas proteases alvo não são apenas uma 

consequência da sua densidade de carga. A base para essa interação é complexa, 

pois envolve polissacarídeos naturalmente heterogêneos e assim, um profundo 

conhecimento das características químicas desses polissacarídeos sulfatados é um 

pré-requisito para a compreensão da sua atividade anticoagulante (ZHANG et al., 

2008).   

 

 

9.4. ATIVIDADE INIBITÓRIA DOS POLISSACARÍDEOS DA FRAÇÃO GB OBTIDA 

DE G. brasiliensis SOBRE O HSV-1 E O HSV-2  

 

 

 Os vírus herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) podem causar infecções 

primárias e recidivantes, e as lesões herpéticas produzidas por estes vírus são 

consideradas um problema de saúde mundial. De modo geral, a maioria das 

infecções orais é causada pelo HSV-1 e as infecções genitais pelo HSV-2 (WIGG; 

MIRANDA, 2008). O uso de antivirais tanto a nível tópico como sistêmico já tem sido 

amplamente discutido sobre sua eficácia, enfatizando a importância do uso do 

aciclovir e de seus efeitos reduzidos de toxicidade (De CLERCK, 2004). No entanto, 

tem-se observado o aparecimento de estirpes resistentes a esse antiviral. Deste 

modo, a busca por outras opções de tratamento deve ser considerada (FERREIRA; 

MARTINS; ROMANOS, 2009). 

 Neste contexto, destaca-se a potente atividade antiviral apresentada por 

muitos polissacarídeos sulfatados obtidos de fontes naturais contra vírus 

envelopados, ex.: vírus da imunodeficiência humana (HIV), herpes simplex vírus 

(HSV) e citomegalovírus humano (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004; 

DUARTE et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008; TALARICO et al., 2011; FERREIRA 

et al., 2012). 
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 Vírus herpes simplex infectam as células do hospedeiro através da interação 

entre a glicoproteína C do envelope viral e o heparan sulfato (presente na superfície 

das células). O complexo formado (vírus-célula) ocorre através de interações entre 

grupos aniônicos (principalmente sulfato) no polissacarídeo e aminoácidos básicos da 

glicoproteína viral, e também por grupos não iônicos, dependendo da hidrofobicidade 

dos aminoácidos intercalados entre os grupos básicos da zona de ligação da 

glicoproteína (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004). 

 O efeito inibitório dos polissacarídeos sulfatados é descrito destacando à sua 

habilidade em interferir na etapa inicial da interação do vírus com a célula hospedeira, 

e consequentemente, ao bloqueio da entrada viral na célula. Esta habilidade de 

interferir na interação vírus-célula ocorre devido à grande densidade de cargas 

negativas presentes nestes polímeros polissulfatados, tornando possível a interação 

com os domínios da glicoproteína viral, que são carregados positivamente. Outro 

mecanismo tem sido proposto, onde que além da proteção das cargas positivas da 

glicoproteína viral, os compostos polissulfatados promovem um potencial negativo 

adicional, capaz de interromper o contato inicial vírus-célula (CALLAHAN et al.,1991). 

 Tendo em vista a importância dos polissacarídeos sulfatados como potenciais 

agentes antivirais, a fração polissacarídica bruta (GB) obtida da macroalga verde G. 

brasiliensis foi submetida a testes de atividade antiviral contra o HSV-1 e o HSV-2. 

Para a realização destes testes foi utilizada a cultura de células Vero (fibroblasto de 

rim de macaco africano) e as amostras de vírus herpes simplex tipos 1 e 2 isoladas a 

partir do fluido de vesículas características de herpes labial e de lesões da genitália, 

respectivamente. Estas amostras de vírus pertencem à coleção do LEDAC 

(Laboratório Experimental de Drogas Antivirais e Citotóxicas/IMPPG/UFRJ). 

 Para avaliar da atividade antiviral das heteroramnanas sulfatadas produzidas 

pela alga G. brasiliensis, inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade. Este 

ensaio é baseado na mudança de morfologia celular e na captação do corante 

vermelho neutro. A partir desse teste pode-se observar que os polissacarídeos da 

fração GB não apresentaram efeito sobre a viabilidade das células Vero. Esse 

resultado é semelhante ao obtido por outros estudos que avaliam a atividade antiviral 

de polissacarídeos de algas verdes (CASSOLATO et al., 2008; VO et al., 2011).  

Avaliando a atividade antiviral de polissacarídeos obtidos de 10 espécies de 

algas verdes pertencentes a diferentes ordens, Lee e colaboradores (2004) não 

observaram toxicidade desses polímeros sobre células Vero, mesmo em 
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concentrações acima de 900 μg.mL-1. Ademais, em estudos com uma espécie do 

gênero Gayralia, particularmente a espécie G. oxysperma, Cassolato e colaboradores 

(2008) verificaram que heteroramnanas sulfatadas obtidas dessa alga não 

apresentaram toxicidde sobre células Vero.  

 Os polissacarídeos sulfatados presentes na fração GB exibiram potente 

atividade antiherpética in vitro, sendo mais efetivos contra o HSV-2 do que para o 

HSV-1. Na Tabela 17 verifica-se que a fração GB demonstrou baixo efeito inibitório 

no crescimento das células Vero, com valores de CC50 superiores a 200 µg.mL-1. 

       A fração GB exibiu potente atividade antiherpética com valor de CI50 de 1,2 

µg.mL-1 para o HSV-1 e com valor 1,5 vezes menor (0,78 µg.mL-1) para o HSV-2. 

Esses resultados demonstram que os polissacarídeos sulfatados presentes na fração 

GB foram capazes de inibir a multiplicação desses dois tipos vírus. Ademais, a fração 

GB apresentou altos índices de seletividade (IS = CC50/CI50), com valores na ordem 

de >166,6 para HSV-1 e 1,5 vezes maior para (> 256,4) para o HSV-2, demonstrando 

a especificidade do efeito inibitório desses polímeros contra o vírus herpes simplex.  

 

 

TABELA 17 – CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIVIRAL DA FRAÇÃO BRUTA 

GB OBTIDA DE G. brasiliensis. 

CC50 (µg.mL-1) a CI50 (µg.mL-1) b IS c 
 

>200 HSV-1 HSV-2 HSV-1 HSV-2 
1,2 0,78 >166,6 >256,4 

HSV-1 = vírus Herpes simplex tipo 1; HSV-2 = vírus Herpes simplex tipo 2; a CC50 (concentração 
citotóxica 50%): concentração necessária para reduzir em 50% do número de células Vero viáveis; b 
CI50 (concentração inibitória 50%): concentração necessária para reduzir em 50% a replicação viral 
em células Vero; c IS índice de seletividade = CC50/CI50  

 

  

 A Figura 41 apresenta os resultados do mecanismo de ação dos 

polisscarídeos da fração GB obtida de G. brasiliensis sobre a infecção pelo HSV-1 e 

pelo HSV-2 às células Vero. Pode-se verificar que a fração GB apresentou atividade 

virucida com uma percentagem de inibição de 26% para HSV-1 e um valor elevado 

de 97% para o HSV-2. Além disso, o pré-tratamento das células com a fração GB 

mostrou uma alta percentagem de inibição de 78% e 95% para HSV-1 e HSV-2, 

respectivamente. No ensaio de penetração, 76% de inibição foram observados para 

HSV-1 e 78% para HSV-2.  
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FIGURA 41 – MECANISMO DE AÇÃO ANTIVIRAL DA FRAÇÃO GB OBTIDA DE G. 

brasiliensis MEDIANTE AO HSV-1 E AO HSV-2.  

Atividade Virucida: partículas dos vírus foram tratadas com a fração GB, onde a 
amostra foi incubada a 37 °C por 2 horas, diluída, e inoculada em monocanadas de 
células Vero. Atividade sobre o Receptor: a fração GB foi adicionada às células 
Vero no período de 1 hora e removida antes da infecção. Atividade de Penetração: 
a fração GB foi adicionada às células Vero após a adsorção e então as células foram 
incubadas durante 1 hora e, em seguida, a fração foi removida. 
 
 
 
 Polímeros sulfatados obtidos de diferentes gêneros de macroalgas e 

microalgas verdes, como Enteromorpha, Chaetomorpha, Monostroma, Caulerpa, 

Codium e Gayralia (GHOSH et al., 2004; LEE et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008; 

VO et al., 2011), exibem atividade antiherpética. Polissacarídeos sulfatados isolados 

de uma espécie de macroalga verde, Monostroma latissimum, apresentaram potente 

atividade inibitória contra diferentes tipos de vírus envelopados, a exemplo do 

citomegalovírus humano, que apresentou IS = 2180, do HIV-1 (IS = 1740) e do vírus 

herpes simplex tipo 1 (IS = 8100). Estes polissacarídeos também inibiram a adsorção 

do vírus à célula hospedeira e interferiram nas etapas posteriores da replicação viral 

(LEE et al., 1999). 

 A atividade antiviral de polissacarídeos sulfatados tem sido frequentemente 

correlacionada com a massa molar e o grau de sulfatação. Como regra geral, é 

suposto que a atividade antiviral dos polissacarídeos sulfatados é maior quando se 
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aumenta o peso molar e o grau de sulfatação destes polímeros (WITVROUW; De 

CLERCQ, 1997). Polissacarídeos com baixa massa molar e baixos teores de grupos 

sulfato, não desempenham atividade antiviral. No entanto, outros fatores como, por 

exemplo: conformação da cadeia polissacarídica, influência de sítios hidrofóbicos e 

posicionamento dos grupos sulfato são também importantes para o desempenho de 

atividade biológica produzida por estes polissacarídeos (DAMONTE; MATULEWICZ; 

CEREZO, 2004). 

 A alta atividade anti-HSV-1 e anti-HSV-2 descrita para as heteroramnanas 

sulfatadas da alga verde G. oxysperma foi correlacionada com uma combinação de 

fatores estruturais, como a alta massa molar e o elevado conteúdo de grupos 

sulfato, onde 75% e 80% das unidades de ramnose e de ácido urônico, 

respectivamente, são substituídos por grupos sulfato (CASSOLATO et al., 2008). 

Aliado a essas características o caráter hidrofóbico do grupo metil das unidades de 

ramnose é um fator adicional que poderia contribuir para a atividade antiherpética 

desses polissacarídeos (CASSOLATO et al., 2008; LEE et al., 2010).  

Para as heteroramnanas de G. brasiliensis possivelmente as características 

estruturais de alto grau de sulfatação, massa molar, composição monossacarídica 

estejam envolvidos na capacidade antiviral destas moléculas. No entanto, mais 

estudos sobre o mecanismo de ação destes polímeros sobre capacidade de 

infecção da célula pelo vírus precisam ser realizados. 
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10. CONCLUSÕES

CAPITULO I 

- A macroalga verde Gayralia brasiliensis pertencente à ordem Ulvales (Chlorophyta) 

produz heteroramnanas sulfatadas (29,4% de grupos sulfato), contendo 

majoritariamente unidades de α-L-ramnose (64,0%) e menores proporções de 

glucose (14,5%), xilose (14,7%) e galactose (6,7%). Adicionalmente, este 

polissacarídeo é constituído por ácidos urônicos (9,1%) sendo ácidos glucurônico e 

galacturônico na proporção de 3,2% e 3,7%, respectivamente. 

- Através de ultrafiltração em membrana (cut-off 300 kDa) obteve-se uma fração 

retida (GBH, 72% de rendimento) que se mostrou homogênea quanto a massa molar 

(2.100 kDa). 

- Através de análises químicas e espectroscópicas conduzidas com a heteroramnana 

sulfatada GBH foram detectadas unidades de ramnose 3-ligadas as quais estão 

parcialmente substituídas por grupos sulfato em C-4, C-2 e/ou em ambos carbonos 

C-2 e C-4 e unidades de ramnose 4-, 3- e/ou dissulfatadas (3,4 sulfato). 

Adicionalmente, unidades de ramnose 2,3-substituidas que representam pontos de 

ramificação do polímero e ácidos urônicos, estão presentes principalmente como 

unidades 2-, 4- e 2,4-ligadas também foram encontrados nesta fração. 

- Pela integração dos sinais α anoméricos da fração GBH (carboxi-reduzida e 

dessulfatada), presentes no espectro de RMN 1H foi possível determinar a relação 

das unidades de ramnose 2,3-dissubstituídas, 3- e 2-ligadas, na proporção de 

0,26:1,0:0,51, respectivamente. 

- Através da degradação controlada de Smith a partir de GBH foi possível obter uma 

heteroramnana modificada quimicamente (GBH-S) de menor massa molar e com 

elevados teores de grupos sulfato (38,2%) e ramnose (78,2%). 
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CAPITULO II 

 
 

- As heteroramnanas sulfatadas presentes nas frações GB, GBH e GBH-S 

apresentaram potente atividade antivasculogênica na membrana da vesícula 

vitelínica de embriões de G. domesticus sendo a heteroramnana modificada GBHS a 

que apresentou maior atividade. Na concentração de 320 µg GBHS ocasionou 100% 

de inibição da vascularização enquanto que GB e GBH nesta mesma concentração 

inibiram a vascularização em 94,2 e 86,9%, respectivamente. As frações GB e GBH-

S também inibiram a formação de vasos da membrana corioalantóica destes 

embriões em 100% nas concentrações de 480 e 320 µg. 

 

- Estas heteroramnanas apresentaram atividade antitumoral significativa em células 

tumorais de glioma humano, onde as frações GBH e GBH-S (500 µg.mL-1) 

diminuíram significantemente a viabilidade das células tumorais cerebrais (glioma 

humano, linhagem U87MG) no tempo de 48 horas em 54,9% e 69%, 

respectivamente. 

 

- Além disso, as heteroramnanas de G. brasiliensis, apresentaram atividade 

anticoagulante, avaliada in vitro pelos testes de TTPA, TT e TP. A ação máxima 

(>200 s) das frações GB, GBH e GBH-S para o teste de TTPA foi observada nas 

concentrações de 100, 100 e 40 µg.mL-1, respectivamente. Para o teste de TT esta 

ação foi detectada nas concentrações de 80, 80, 40 µg.mL-1 para as frações GB, 

GBH e GBH-S, respectivamente. Adicionalmente, GB (100 µg.mL-1), GBH (80 µg.mL-

1) e GBH-S (60 µg.mL-1) também apresentaram atividade máxima anticoagulante 

pelo teste de TP. 

 

- A fração GB foi potencialmente ativa contra o HSV-1 e o HSV-2, onde se observou 

baixo efeito inibitório no crescimento das células Vero, com valores de CC50 

superiores que > 200 µg.mL-1. A atividade anti-herpética foi determinada com valores 

de CI50 igual a 1,2 µg.mL-1 para o HSV-1 e 0,78 µg.mL-1 para o HSV-2. Ademais, as 

heteroramnanas apresentaram altos índices de seletividade (IS = CC50/CI50), com 

valores na ordem de >166,6 para HSV-1 e > 256,4 para o HSV-2. 
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- Adicionalmente, os polissacarídeos da fração GB apresentaram atividade virucida 

com inibição de 26% para HSV-1 e de 97% para o HSV-2. Além disso, esta fração 

apresentou ação sobre a ligação do vírus a célula (78% e 95% de inibição para 

HSV-1 e HSV-2, respectivamente) e no ensaio de penetração, 76% para HSV-1 e 

78% para HSV-2 de inibição, respectivamente. 

- A fração modificada (GBH-S) obtida por degradação controlada de Smith foi 

significativamente mais eficiente que as frações brutas (GB e GBH) nos testes de 

atividade biológica. Portanto, este tipo de modificação química é importante não só 

para os estudos de estrutura química de polissacarídeos, mas também para os 

estudos de atividade biológica destes polímeros. 

- Devido à capacidade de atuar em diferentes sistemas biológicos, as 

heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis se mostram como novas moléculas 

promissoras na área biomédica.  
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