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“Não há beleza apenas nesta dimensão, em um centímetro; também há beleza em

dimensões menores, a estrutura interna, também os processos. O fato de que as cores de

uma flor evoluíram para atrair insetos para polinizá-la é interessante; isso significa que os

insetos podem ver a cor. Isso acrescenta uma questão: esse sentido estético também existe

nas formas inferiores? Por que é estético? Todos os tipos de questões interessantes que o

conhecimento da ciência apenas acrescenta à excitação, ao mistério e ao espanto de uma

flor. Isso apenas adiciona. Não entendo como subtrai.”

Richard Feynman.
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RESUMO

Carragenanas são galactanas sulfatadas extraídas de algas marinhas

vermelhas. A estrutura das Carragenanas é composta por unidades de

β-D-galactopiranose 3-ligadas e α-D-galactopiranose 4-ligadas. As principais

Carragenanas estudadas e usadas comercialmente são λ-, κ- e ι-Carragenana. A

estrutura das Carragenanas é atrelada às suas propriedades físicas e, por isso, é

requisitada nas indústrias farmacêutica, alimentícia, têxtil e cosmética. Esta

estrutura pode ser caracterizada por métodos químicos, cromatográficos e

espectroscópicos. As Carragenanas apresentam atividade anticoagulante,

interferindo no sistema de coagulação sanguínea. Este sistema é um processo

interligado que envolve diversas fases e resulta na formação de coágulo. As

Carragenanas interferem no sistema de coagulação principalmente pela inibição do

fator IIa e fator Xa pela ação da antitrombina, de maneira semelhante à Heparina.

Entre as Carragenanas, a λ-Carragenana possui a melhor atividade anticoagulante.

Porém, é possível aprimorar a ação anticoagulante das Carragenanas por

modificações químicas como oxidação, sulfatação ou via a produção de

oligossacarídeos. Nesta revisão, foram abordados assuntos como uma visão

histórica do conhecimento das Carragenanas, suas características estruturais e

suas aplicações, o sistema de coagulação sanguínea, a ação das Carragenanas na

atividade anticoagulante e maneiras possíveis de aprimorar esta atividade.

Palavras-chave: Carragenanas, anticoagulante, modificações químicas.
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ABSTRACT

Carrageenans are sulfated galactans extracted from red seaweeds. The

structure of carrageenans is composed of 3-linked β-D-galactopyranose and 4-linked

α-D-galactopyranose units. The main carrageenans studied and used commercially

are λ-, κ- and ι-carrageenan. The structure of carrageenans is related to their

physical properties and, therefore, they are required in the pharmaceutical, food,

textile and cosmetic industries. Carrageenan structure can be characterized by

chemical, chromatographic and spectroscopic methods. These polysaccharides

have anticoagulant activity, interfering with the blood coagulation system, which is an

interconnected process that involves several stages and results in the clot formation.

Carrageenans interfere in the coagulation system mainly by inhibiting both factors IIa

and Xa by the action of antithrombin, which is similar to the heparin mechanism.

Among the carrageenans, λ-carrageenan shows better anticoagulant activity.

However, it is possible to improve the anticoagulant action of carrageenans using

chemical modifications, such as oxidation, sulfation or by producing

oligosaccharides. In this review, it was discussed a historical view of the knowledge

about Carrageenans, their chemical characteristics and applications, the coagulation

system, the role of Carrageenans in the anticoagulant activity and possible ways to

improve their activity.

Key words: Carrageenans, anticoagulant, chemical modifications.
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1. INTRODUÇÃO

As doenças cardiovasculares estão entre as doenças mais letais no mundo.

Os eventos tromboembólicos estão entre as principais causas destas doenças

devido à formação de trombos no sistema circulatório (MOURÃO et al., 2015). No

Brasil, os eventos tromboembólicos marcaram uma presença mais importante com a

infecção pela síndrome respiratória aguda grave do coronavírus 2 (SARS-CoV-2)

(CUNHA et al., 2021). Tal fato ressalta a importância do uso de anticoagulantes,

como a Heparina, muito aplicada na clínica. Porém, diversos efeitos adversos estão

relacionados à administração contínua desse fármaco (ALBANl et al., 2011), além

da possibilidade de contaminação, como por microrganismos, devido a sua origem

animal. Dessa forma, torna-se fundamental o estudo de moléculas com potencial

atividade anticoagulante, conhecidas como miméticos da Heparina. As

Carragenanas são polissacarídeos naturalmente sulfatados, extraídos de algas

marinhas vermelhas, que têm mostrado potencial atividade anticoagulante. Na

estrutura das Carragenanas há grupamentos sulfato, relatados como essenciais

para a ação anticoagulante. Em acréscimo, as Carragenanas são passíveis de

modificações químicas, as quais podem alterar sua atividade. Entre as

Carragenanas, destacam-se principalmente três tipos: Iota-, Lambda-, e

Kappa-Carragenana, que possuem dois, três e um grupamento sulfato por repetição

dissacarídica, respectivamente. Nesta revisão foi dissertado sobre as características

estruturais das Carragenanas, suas propriedades, aplicações e ferramentas de

análise. Além disso, foi abordado o sistema de coagulação com a cascata clássica

de coagulação e também com um panorama mais moderno e integrado deste

sistema. Por fim, foi discorrido sobre a ação anticoagulante das Carragenanas e

possíveis maneiras de aprimorar esta atividade.

2. CARRAGENANAS - ESTRUTURA, PROPRIEDADES E APLICAÇÕES

11



Carragenanas são galactanas sulfatadas sintetizadas em larga escala

devido a sua aplicação em diversas áreas da indústria (USOV et al., 2011). As

galactanas sulfatadas são os principais componentes contidos nas algas conhecidas

como vermelhas, que são organismos fotossintéticos com alta complexidade. As

algas podem ser divididas em dois grupos principais, de acordo com o tamanho: as

microalgas e macroalgas. Microalgas são pequenas algas encontradas geralmente

em ambientes bentônicos e litorâneos como fitoplâncton, enquanto as macroalgas

são algas marinhas maiores encontradas geralmente na zona litorânea. As algas

marinhas são organismos multicelulares e sua biomassa é um potencial recurso

para gerar produtos bioquímicos muito requisitados (ZIA et al., 2016). Essas algas

são classificadas em três grupos: as Chlorophyceae (algas verdes), Phaeophyceae

(algas marrons) e Rhodophyceae (algas vermelhas) (KUMAR et al., 2021). Dessas,

as algas vermelhas são a divisão mais antiga (USOV et al., 2011) e contém cerca de

7.000 espécies (KUMAR et al., 2021), que se diferenciam entre si pela composição

de polissacarídeos na sua matriz intercelular. Dentre os polímeros, as galactanas

sulfatadas são os principais polissacarídeos contidos na matriz intercelular e na

parede celular não fibrilar. Aqui destaca-se o acentuado interesse nas algas pois

essas galactanas possuem grande capacidade de formação de géis rígidos e

soluções viscosas, características essenciais para as indústrias relacionadas à

produção de alimentos, papeis, têxteis ou até mesmo à extração de petróleo

(STORTZ et al., 2005).

A investigação das galactanas de algas vermelhas começou em meados do

século XX, a partir do isolamento da agarose, a qual teve sua estrutura determinada

por completo apenas em 1956. Foi realizado o fracionamento de Carragenanas em

1953 devido ao interesse no monossacarídeo 3,6-anidrogalactose, encontrado como

componente exclusivo dos polissacarídeos de algas vermelhas e provável

responsável pelo comportamento químico destes biopolímeros. Essas investigações

iniciais resultaram em uma maior análise estrutural de galactanas por meio de

métodos químicos, físico-químicos e enzimáticos, permitindo maior conhecimento

das estruturas de galactanas como as Carragenanas (USOV et al., 2011). É
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possível observar essas evoluções no conhecimento da estrutura das Carragenanas

na carta escrita por Smith, D. B; Cook, W. H. (1953), a qual descreve como ocorreu

o fracionamento desses polissacarídeos utilizando a precipitação com KCl. Porém,

as Carragenanas têm sua história conhecida desde 1837, quando foram isoladas

pela primeira vez (LIU et al., 2015), e por eventos como o de 1844, quando Schmidt

extraiu a mucilagem de Chondrus crispus (“Carragheen”). Nesta época, a

Carragenana era conhecida como "musgo carragheen", "musgo irlandês" ou

"carragenina". A partir de então, foram produzidas mais informações acerca da

estrutura deste polissacarídeo e seus componentes (STORTZ et al., 2005). O nome

Carragenana vem do nome coloquial irlandês que era dado à alga vermelha:

Carragenana, que significa “pequena pedra”, devido ao aspecto de sua alga de

origem (CAMPO et al., 2009). Durante a investigação das Carragenanas, alguns

marcos importantes podem ser enfatizados. Como na década de 1960, quando foi

declarado que a Carragenana se tratava de uma família de diversas estruturas e

não de um único tipo de composto. Esse conhecimento foi possível depois da

separação de dois componentes, a Kappa- da Lambda-Carragenana, na presença

de íons de potássio. Esse acontecimento levou à determinação estrutural correta de

Kappa-Carragenana e, mais tarde, da Lambda-Carragenana, sob liderança de David

Rees. A partir de então, novas estruturas de Carragenanas foram também

elucidadas. Outro marco importante para o estudo desses polissacarídeos

aconteceu na década de 1970, ao ser observado que diferentes momentos do ciclo

de desenvolvimento das algas influenciam na estrutura das Carragenanas

produzidas. Assim, foi demonstrada a necessidade de classificar as algas por seu

ciclo de vida antes de estudar seus polissacarídeos. Também foi proposta a

classificação das Carragenanas em famílias conforme sua estrutura química

relacionada ao padrão de sulfatação (STORTZ et al., 2005).

As galactanas sulfatadas encontradas nas algas marinhas possuem uma

estrutura linear constituída de unidades alternadas de β-D-galactopiranose 3-ligada

e α-galactopiranose 4-ligada (Figura 1). Os resíduos 4-ligados podem estar

presentes como derivados 3,6-anidro-α-galactopiranose, em parte ou
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completamente. Além disso, esses resíduos são formados a partir da eliminação

simultânea de um grupo sulfato em C6 e um próton do grupo 3-OH (USOV et al.,

2011).

Figura 1: ESTRUTURA GERAL DAS GALACTANAS (R=SO3
- ou H).

FONTE: O autor (2021), com base em SANTOS et al. (2015).

As unidades β das galactanas pertencem sempre à série enantiomérica D-,

enquanto as unidades α podem pertencer tanto a série D- quanto à L- (STORTZ et

al., 2005). As galactanas que contêm unidades α pertencentes à série L- são

classificadas como agaranas, enquanto as pertencentes a série D- são denominadas

de Carragenanas (Figura 1). Existe ainda um grupo denominado de D-/L- híbridos

que contêm unidades α pertencentes tanto à serie D- quanto L- (USOV et al., 2011).

Assim, nota-se que há uma grande variedade estrutural entre as galactanas. Além

disso, diversas características influenciam a estrutura química das galactanas, tais

como a espécie de alga produtora, os ambientes onde as algas se encontram e até

mesmo os diferentes períodos do ano em que são coletadas (PEREIRA et al.,

2005).

As Carragenanas possuem cerca de 15 a 20% de conteúdo de éster-sulfato,

o que as caracteriza como polissacarídeos aniônicos (Figura 1) (ZIA et al., 2016).

De acordo com os diferentes padrões de sulfatação, diversas estruturas de

Carragenanas podem ser encontradas, entre estas estão: ι-, 𝜅-, λ-, μ-, 𝜈- e

θ-Carragenana (CAMPO et al., 2009). A 𝜅-Carragenana pode ser produzida a partir

da μ-Carragenana por tratamento alcalino, assim como ι- e θ-Carragenana a partir
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de 𝜈- e λ-Carragenana, respectivamente (Figura 2) (AHMED et al., 2014). Entres os

tipos de Carragenana, 𝜅-, ι- e λ-Carragenana se destacam (ZHU et al., 2018).

Figura 2: ESTRUTURA GERAL DAS Carragenanas.
FONTE: O autor (2021), com base em AHMED et al. (2014).

A 𝜅-Carragenana é composta por repetições dissacarídicas de

β-D-galactose 4-sulfato (G4S) 3-ligado e 3,6-anidro-α-D-galactopiranose (DA)

4-ligado, com um grupamento sulfato por repetição dissacarídica. A ι-Carragenana

tem uma estrutura muito similar, porém, com dois grupamentos sulfato por repetição

dissacarídica nas posições 4 da unidade β (G4S) e 2 da unidade α (DA2S). Por fim,

a λ-Carragenana possui três grupamentos sulfato por repetição dissacarídica no

carbono 2 da unidade β (G2S) e nos carbonos 2 e 6 da unidade α (D2S,6S), não

possuindo, dessa forma, uma unidade 3,6-anidro, como ocorre na ι- e

κ-Carragenana (ZIA et al., 2016).

λ-, ι - e κ-Carragenanas possuem algumas características em comum. Por

exemplo, são muito solúveis em água (ZIA et al., 2016), sendo a λ-Carragenana a
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mais solúvel e a κ-Carragenana a menos (NECAS et al., 2013). Em relação às

propriedades biológicas, foi demonstrado que estas Carragenanas não foram

citotóxicas em experimentos com células NCM460 e análises de viabilidade celular

(MCKIM et al., 2013). Assim, foi sugerido que as Carragenanas não são tóxicas

pelas vias de exposição oral, dérmica e inalatória, assim como não são irritantes

para os olhos nem causam alergias na pele (WEINER et al., 2014). Weiner et al.

(2014) também relataram que as Carragenanas, especialmente a λ- e

κ-Carragenana, não são degradadas no sistema gastrointestinal, indicando que

esses polissacarídeos são, até certo ponto, resistentes às mudanças de pH.

A estrutura química das Carragenanas é atrelada às propriedades físicas,

entre elas, a capacidade de gelificação em solução dependente de cátions

(RUNNING et al., 2012). κ- e ι-Carragenanas possuem uma grande facilidade de

formação de géis porque na presença de cátions formam duplas hélices em suas

estruturas que geram uma rede ordenada tornando possível o processo de

gelificação. Por outro lado, a λ-Carragenana é conhecida por ser apenas um agente

espessante e de alta viscosidade (ZHU et al., 2018), incapaz de formar hidrogéis de

forma natural (RUNNING et al., 2012). Foi sugerido por Campo et al. (2009) que

isso se dá porque ι- e κ-Carragenanas formam essas redes tridimensionais com

duplas hélices resultantes da reticulação das cadeias adjacentes, com os grupos

sulfatos orientados externamente. Já os grupos sulfato na posição 2 em

λ-Carragenana estão voltados para dentro. Essa orientação impede a reticulação e

a formação de uma rede ordenada, que tornaria possível o processo de gelificação.

Assim, λ-Carragenana não tem facilidade em formar géis senão por associação com

íons trivalentes, como demonstrado, pela primeira vez, por Running et al. (2012).

São justamente estas propriedades gelificantes e espessantes que fazem as

Carragenanas serem muito visadas pela indústria (VAN DE VELDE et al., 2002). A

indústria alimentícia é uma área que se utiliza muito das Carragenanas para alterar

aspectos físicos de produtos como sorvete, iogurte e presunto. Para o uso na

indústria alimentícia, a consistência de gel é indispensável, assim, o tratamento

alcalino preliminar à extração do polissacarídeo para remover alguma matéria
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estranha e, simultaneamente, para modificar os polissacarídeos pode ser um

processo utilizado. Neste tratamento alcalino, o grupo sulfato da posição 6 de

α-galactopiranose 4-ligados dá lugar a resíduos de 3,6-anidro-α-galactopiranose,

dessa forma, a capacidade gelificante pode aumentar (USOV et al., 2011). Além da

aplicação direta nos alimentos, as Carragenanas podem ser utilizadas para formar

uma película antimicrobiana, preservando a validade de frutas, como foi sugerido

por Bico et al. (2009).

A indústria cosmética também utiliza as Carragenanas na formulação de gel

para banho ou para cuidados com a pele e corpo. Além disso, as Carragenanas

possuem atividade antioxidante, importante para a área da estética na formulação

de produtos antioxidantes e anti-idade (PIMENTEL et al., 2018). Os estudos de Fu

et al. (2020) mostram a potencialidade da indústria têxtil em usar Carragenanas

para formar uma película protetora para isolar oxigênio, absorver calor e, portanto,

produzir uma nova fibra férrica de Carragenana com propriedade retardadora de

chamas (FU et al., 2020). As Carragenanas agem também como agentes de

colagem naturais, usados na fabricação de colagem de têxteis, tornando o processo

de produção mais sustentável. Outra aplicação das Carragenanas na indústria têxtil

são os processos de impressão, lavagem enzimáticas e detergentes para tecidos

(KUMAR et al., 2017). Ao passo que mais se soube sobre sua estrutura e

potencialidades, as Carragenanas foram usadas primeiramente como agentes

espessantes, emulsificantes e estabilizantes na indústria. Porém, a

biocompatibilidade, alto peso molecular, alta viscosidade e capacidade de

gelificação desses polissacarídeos conferiram alta importância para sua

investigação e atingiram o campo da pesquisa médica, farmacêutica e

biotecnológica, além da indústria (QUITO et al., 2020). As Carragenanas têm sido

avaliadas frente a diversas atividades biológicas, tais como antioxidante

(SOLOKOVA et al., 2011), antitumoral (HU et al., 2006), imunoestimulatória (CHENG

et al., 2007), antiviral (TISCHER et al., 2006), imunomodulatórias,

anti-hiperlipidêmico (CAMPO et al., 2009) e anticoagulante (SANTOS et al., 2019;

ARAÚJO et al., 2013). Um exemplo desta importância foi demonstrado no trabalho
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de Tang et al. (2012), onde foi observado que as Carragenanas podem ser capazes

de ter atividade anti-vírus da influenza, reforçando o potencial farmacológico deste

conjunto de polissacarídeos.

Para a aplicação das carragenans, uma etapa importante no seu estudo

envolve a extração e caracterização química. Devido à alta hidrofilicidade, sua

extração é realizada com água, normalmente entre 80-90 °C. O tratamento prévio

da biomassa de alga, antes da extração, pode ser feito com ácido diluído,

considerando que, assim, os cátions polivalentes são retirados, facilitando a

extração de polissacarídeos. Neste caso, é necessário ter cuidado com a possível

degradação dos polissacarídeos contidos na alga e é sugerido o uso de um tampão

na extração ou um tratamento alcalino preliminar (USOV et al., 2011). As

Carragenanas são geralmente extraídas de algas do gêneros Agardhiella,

Chondrus, Eucheuma, Furcellaria, Gigartina, Hypnea, Iridaea, Sarconema, e Solieria

(QUITO et al., 2020).

Beaumont et al., (2021) sugere que a caracterização de Carragenanas pode

ser feita na escala molecular e macromolecular. A escala molecular se dá pela

análise minuciosa da composição e estrutura da galactana (BEAUMONT et al.,

2021). Normalmente, é realizada uma avaliação monomérica da molécula por uma

hidrólise ácida para que, assim, as unidades galactose e 3,6-anidro-galactose, bem

como os grupos sulfato sejam liberados para uma análise quantitativa. O método

mais utilizado na análise quantitativa de monossacarídeos após hidrólise é a

cromatografia gás-líquido (GLC) para identificação monossacarídica por uma

relação massa/carga (USOV et al., 2011) acoplada a espectrômetros de massa.

Essas ferramentas, em conjunto, possibilitam a detecção por meio da contagem de

íons. A etapa de derivatização envolve redução e acetilação dos monossacarídeos e

é importante para aumentar a volatilidade dos monossacarídeos na análise por

cromatografia gasosa (BEAUMONT et al., 2021). A analise por GLC indica a

composição monossacarídica de cada Carragenana, sendo útil para identificar

derivados naturalmente metilados. Recentemente, Amicucci et al. (2019)

desenvolveram um método abrangente para caracterizar a composição
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monossacarídica utilizando um fluxo de trabalho de extração, derivatização e

hidrólise em placa de 96 poços. Em seguida, é realizada análise por UHPLC/QqQ

MS (cromatografia líquida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massa

de quadripolo triplo) operado em modo de monitoramento de reação múltipla

dinâmica (dMRM).

As Carragenanas também podem ser estudadas por espectroscopia de

ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C a fim de descobrir informações

estruturais como anomericidade da ligação glicosídica e padrão de substituição dos

grupos substituintes na estrutura. Além disso, o espectro de HSQC relaciona a

ligação entre os átomos de 1H e 13C (BEAUMONT et al., 2021). Normalmente a

análise de RMN é realizada em temperatura elevada para reduzir a viscosidade da

solução, podendo ser realizadas análises mono- e bidimensionais. (VAN DE VELDE

et al., 2002). Geralmente, as amostras são solubilizadas em água deuterada (D2O),

congeladas e liofilizadas para remover a água (H2O) residual e melhorar a qualidade

do espectro. Além disso, é necessário utilizar uma solução como padrão interno

para fazer a calibração, como a acetona, um meio tradicional de calibração dos

polissacarídeos, que possui valores de δ= 2,208 ppm para 1H e δ= 32,69 para 13C.

Um exemplo de espectro de RMN 1H de κ-Carragenana é mostrado na

figura 3.
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Figura 3: Espectro de 1H de κ-Carragenana extraída da alga Kappaphycus alvarezii (Fonte: O Autor

(2018)).

O sinal α-anomérico correspondente a unidade de

3,6-anidro-α-D-galactopiranose (DA) aparece em 5,09 ppm. Outros assinalamentos

correspondentes a díade de κ-Carragenana são mostrados na figura. (SANTOS et

al., 2015). A integração dos sinais α-anoméricos permite quantificar o teor de cada

díade correspondente aos tipos de Carragenanas presentes no material analisado.

Na investigação da estrutura macromolecular de Carragenanas, a principal

análise envolve a determinação da massa molecular ponderal média (Mw). A

técnica utilizada é a cromatografia de exclusão de tamanho ou cromatografia de

permeação em gel, (BEAUMONT et al., 2021). Além de ser utilizada para a

determinação de massa molecular ponderal média, a cromatografia também auxilia

na análise de homogeneidade da amostra. Estas técnicas são importantes para

elucidar a estrutura das Carragenanas em diferentes aplicações biológicas (PATEL

et al., 2012).
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3. SISTEMA DE COAGULAÇÃO SANGUÍNEA

Para compreender a maneira que as Carragenanas atuam como agentes

anticoagulantes, é necessário discorrer sobre o sistema de coagulação sanguínea.

Este sistema não depende apenas de uma cascata de ativação de zimogênios à

proteases mas depende de todas as etapas do sistema de coagulação de uma

forma conjunta (ADAMS et al., 2009).

O sistema de coagulação é importante porque o organismo necessita de

mecanismos que impeçam a perda de sangue, além de mecanismos que impeçam

a formação de trombos, de forma a evitar indesejadas obstruções intravasculares,

visando a hemostasia (RIEWALD et al., 2002). Assim, de uma maneira mais

tradicional, o sistema de coagulação é dividido em duas etapas, a hemostasia

primária e a secundária. Esta divisão é muito útil quando se pensa na didática do

assunto. Dentro destas, ocorre uma ordem de processos objetivando a coagulação,

mas que estão continuamente relacionadas. A hemostasia primária é o processo

que envolve a ação celular na formação de um tampão estável no local lesionado. A

fonte primária dessa etapa é as plaquetas (ONISHI et al., 2016), células sanguíneas

que se agregam, auxiliando o processo de coagulação (KUMAR; ABBAS; ASTER,

2021). Quando um vaso é lesionado, o colágeno presente na parede do vaso é

exposto e, assim, as plaquetas são atraídas para este local. Justamente nesta

região, há a liberação do Fator de Von-Willebrand (vWF), o qual faz uma ponte entre

o colágeno e os receptores da superfície plaquetária promovendo sua adesão e

agregação para ativar as plaquetas (PALTA et al., 2014). Tal ativação causa uma

degranulação nas plaquetas e estas liberam alguns fatores importantes como

adenosina difosfato (ADP), serotonina e tromboxano A2 (TXA2). A ação da

serotonina causa um efeito constritivo, diminuindo o fluxo sanguíneo. A liberação de

ADP com TXA2, por sua vez, estimulam a agregação de mais plaquetas no local de

lesão e, além disso, as plaquetas ativas expõem sítios de ligação para o fibrinogênio

de plaquetas visando a formação do tampão através da agregação plaquetária.
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Assim, o tampão plaquetário formado depois destes processos auxilia a reunir

fatores de coagulação previamente ativados na hemostasia secundária, a qual

envolve a cascata de coagulação (ONISHI et al., 2016).

A hemostasia secundária envolve reações bioquímicas que ativam

zimogênios a proteases. Ao fim desta cascata, o fibrinogênio circulante é convertido

a fibrina, uma proteína insolúvel, que auxilia na formação do coágulo (KUMAR;

ABBAS; ASTER, 2021). A cascata de coagulação é dividida entre via extrínseca e

via intrínseca. A via intrínseca se dá de maneira espontânea, quando as superfícies

de membrana são expostas de alguma forma e interagem com o sangue devido a

alguma lesão (SANTOS et al., 2015). Com essa exposição, o fator de Hageman

(fator XII) é ativado e, juntamente com a ativação do fator XI, a cascata é

desencadeada (ONISHI et al., 2016). A via extrínseca tem este nome porque o fator

que a desencadeia é o fator tecidual ou tromboplastina, uma glicoproteína

transmembranar (PANT et al., 2018) que não está no sangue circulante, mas é

expressa na camada endotelial dos vasos sanguíneos e é exposta quando há lesão

tecidual (SANTOS et al., 2015). O fator tecidual, então, se liga ao fator VII, também

culminando na cascata de coagulação. Essas duas vias se unem através do fator X

na via comum, na qual ocorre a conversão, proteolítica, de fibrinogênio plasmático

em fibrina insolúvel pelo fator IIa (trombina) e, por meio do fator XIII, as fibrinas são

ligadas formando um processo de coágulo de fibrina. Esse processo é representado

na figura 4 (PANT et al., 2018).
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Figura 4: Esquema Clássico da Cascata de Coagulação (Fonte: O autor (2021), com base em

ONISHI et al. (2014)).

Apesar de a coagulação ser sistematicamente dividida em etapas e

processos, como foi mencionado acima, o sistema de coagulação ocorre com a

colaboração conjunta dessas etapas. O que foi abordado até agora é válido porque

esses procedimentos para formar um tampão celular e uma cascata de coagulação

realmente ocorrem de maneira esquemática e são necessários. Porém, o

entendimento da cascata de coagulação sofreu uma modificação para um modelo

que abrange de uma forma mais intensa a interligação das vias extrínseca e

intrínseca, além da simples ativação de zimogênios em cascata. Esse modelo
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também abrange um melhor entendimento dos mecanismos de regulação da

coagulação, da potência de fatores para alcançar a hemostasia regulada e de

processos mediados por membranas (ADAMS et al., 2009).

Essa visão mais atual do sistema de coagulação é bem descrita por Adams

et al. (2009), os quais demonstram que esse evento envolve o fator tecidual como

um instigador protagonista da coagulação porque, além de se complexar com o fator

VIIa, ativa os fatores X e IX e acentua a importância do fator IIa para a formação de

um tampão estável. Aqui já é possível observar a ligação direta entre a hemostasia

primária e secundária apresentadas anteriormente. Além disso, essa visão mais

conjunta mostra a interdependência dos fatores de coagulação com os elementos

celulares, na qual os componentes celulares fornecem uma superfície fosfolipídica

com carga negativa onde os eventos envolvendo os fatores de coagulação podem

ocorrer, de maneira localizada. Adams et al. (2009) descreveram algumas fases que

demonstram de maneira clara a ligação entre as etapas do sistema de coagulação:

fase de iniciação, amplificação e de propagação, que já haviam sido nomeadas por

Pérez-Goméz et al. (2007). Na fase de iniciação ocorre a exposição dos fatores de

coagulação (FC) e do fator tecidual (FT), expresso em diversos tecidos e células,

como plaquetas, além de micropartículas circulantes (MP). O FT se complexa com o

fator VII formando o complexo extrínseco tenase (CET). Pequenas quantidades de

fatores IX e X são ativados, fazendo com que protrombinase seja formada, a qual

converte a protrombina em sua forma proteolítica ativa, o fator IIa (BUNGAY et al.,

2008). A fase seguinte é a de amplificação, que, literalmente, amplifica a formação

de fator IIa, acelerando a agregação plaquetária (PÉREZ-GÓMEZ et al., 2007).

Nesta fase, o fator IXa se complexa com seu cofator VIIIa, formando o complexo

intrínseco tenase (CIT) em uma superfície de membrana, na presença de cálcio

(Ca2+). Além disso, a junção do fator Xa com o fator Va, forma o complexo

protrombinase (CP). A formação destes complexos causa um grau de amplificação

no processo de coagulação por aumentar os níveis de ativação do fator X, gerando

uma produção acentuada de fator IIa (ADAMS et al., 2009). O fator IIa produzido

interage com os receptores de plaqueta, fazendo com que plaquetas tenham

24



interações com outros componentes de membrana, como a proteína 1 ativada por

proteases (PAR-1) (CANDIA et al., 2001). Essa proteína promove maior expressão

de fator Va na membrana e receptores nas plaquetas. Ocorre uma degranulação

alfa das plaquetas, melhorando a agregação plaquetária. Além disso, o fator IIa

também aumenta a geração do fator VIIIa pela liberação do complexo do fator VIII

com o fator de Von Willebrand. Os complexos são colocados para possibilitar a

geração eficiente de grandes quantidades de fator IIa para a fase seguinte. A fase

de propagação é a última e depende do recrutamento de plaquetas ativas para o

sítio de lesão para gerar o fator IIa, CP, CIT e CET para formar um tampão estável

(Adams et al., 2009). Dessa forma, ocorre uma “explosão” da formação de fator IIa

para que se possa formar fibrina suficiente na formação do coágulo. Então, o fator

XIII reticula covalentemente as cadeias de fibrina para uni-las numa rede. Por sua

vez, a fator IIa também ativa o TAFI (Inibidor de Fibrinólise Ativável pela Trombina -

fator IIa) (HOFFMAN et al., 2006), para proteger o coágulo, impedindo que a fibrina

seja degradada (Figura 5).
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Figura 5: Esquema Moderno da Cascata de Coagulação (Fonte: O autor (2021), com base em
ADAMS et al. (2009)).

Para manter a hemostasia do organismo, além de mecanismos para evitar o

extravasamento de sangue, são necessários mecanismos para regular o sistema de

coagulação a fim de evitar a formação de trombos. Para isto, há regulações naturais

no organismo que atuam em diferentes fases do sistema de coagulação, por vias

enzimáticas, por inibição ou modulação da atividade de algum cofator (ADAMS et

al., 2009). Um exemplo desta regulação natural é o Inibidor da via da formação de

tecidos (TFPI), que é uma proteína produzida no endotélio e age neutralizando a

ativação catalítica do fator X e inibindo o complexo extrínseco tenase (DAHLBACK

et al., 2005). A antitrombina (AT) também é um regulador do sistema de coagulação

por ser um inibidor de serina protease e age preferencialmente em enzimas livres
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envolvidas com CIT, CET e CP. Assim, a AT limita a coagulação ao local lesionado e

não permite uma extensão patológica (PIKE et al., 2005).

Porém, em situações em que estes mecanismos naturais não são

suficientes, entra a ação anticoagulante de moléculas exógenas para prevenir a

formação de trombos por coagulação exacerbada (FRANSSON et al., 2013). Estas

moléculas podem ser de diferentes fontes e estruturas. Entretanto, sua

característica comum é interferir no sistema de coagulação sanguínea. Uma

molécula anticoagulante de referência na clínica é a Heparina, um polissacarídeo do

grupo dos glicosaminoglicanos altamente sulfatado e negativamente carregado.

Esta molécula age como anticoagulante, aumentando a afinidade da proteína

inibitória AT pelo fator Xa e pelo fator IIa, facilitando a inativação destes

elementos-chaves da cascata de coagulação, interferindo no sistema de coagulação

(HIRSH et al., 2001). Apesar de a Heparina não possuir uma forte ligação com o

fator IIa devido a sua alta carga negativa, ATIII se liga à estrutura polissacarídica da

Heparina por uma sequência pentassacarídica, necessária para induzir uma

mudança conformacional do complexo terciário e fazê-la agir como anticoagulante

(LINDAHL et al., 1983). Quando a Heparina se liga ao inibidor de serina protease

ATIII, esta sofre uma alteração conformacional que resulta na inibição do fator IIa e

de outras proteases da cascata de coagulação através de um complexo terciário

(SANTOS et al., 2015). Dessa forma, a cadeia de Heparina, AT e fator IIa formam

um complexo terciário, inibindo a conversão de fibrinogênio solúvel em um coágulo

de fibrina insolúvel. Além da Heparina, os antagonistas de vitamina K agem inibindo

os fatores dependentes da vitamina K da cascata, como a Varfarina, e há ainda os

novos anticoagulantes orais sem vitamina K, que partem das limitações dos

antagonistas. Estes agem visando componentes específicos da cascata de

coagulação, como o fator IIa ou fator Xa, trazendo uma ação mais protetiva que a

Varfarina, por exemplo (ENRIQUEZ et al., 2016).

4. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE E ANTITROMBÓTICA DAS

CARRAGENANAS
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Um dos registros mais antigos que se tem sobre a atividade anticoagulante

das Carragenanas é de Hawkins et al. (1963), que se utilizaram do isolamento de κ

e λ-Carragenana realizado por Smith, D. B; Cook, W. H. (1953) da alga Chondrus

crispus. Usando testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de trombina (TT), os

autores demonstraram que essas Carragenanas eram menos potentes que a

Heparina mas se assemelhavam a ela inibindo o estágio terminal da coagulação, ou

seja, a transformação do fibrinogênio em fibrina, responsável pela consolidação do

coágulo. Sugeriu-se, desde então, que as Carragenanas possuem uma potencial

atividade anticoagulante que poderia ser investigada posteriormente. Além disso,

Hawkins et al. (1963) observaram que a λ-Carragenana foi mais ativa que a

κ-Carragenana tanto no teste de TP quanto no de TT, mostrando que as diferenças

estruturais destas Carragenanas poderiam ter alguma influência na sua atividade.

A partir dos anos 2000, muitos outros relatos são encontrados na literatura

sobre o potencial anticoagulante das Carragenanas. A atividade de ι e

κ-Carragenana, ambas com a unidade 𝛽 4-sulfatada, é descrita em trabalhos como o

de Silva et al. (2010). Neste estudo foi testada a atividade anticoagulante dos três

principais tipos de Carragenanas, extraídas da alga vermelha Hypnea musciformis,

usando testes de tempo de tromboplastina parcial (aPTT) e TP, com plasma

humano doado. Foi observado que as Carragenanas possuem uma atividade

anticoagulante mediante a inibição do fator IIa. Além disso, segundo Silva et al.

(2010), ι- e κ-Carragenana apresentaram um resultado de aPTT de 132 e 240

segundos, respectivamente, enquanto λ-Carragenana foi a que mostrou maior

atividade anticoagulante com um tempo de 240 segundos em uma concentração

cinco vezes menor. Assim, foi observado que ι-Carragenana apresentou a menor

atividade anticoagulante em sua forma nativa, seguida pela κ-Carragenana. Os

autores atribuíram a maior atividade de λ-Carragenana ao maior teor de

grupamentos sulfatos existentes na estrutura desta Carragenana. Além disso, os

melhores resultados na diminuição do tempo de aPTT indicaram que as

Carragenanas agem especificamente pela via intrínseca. Este foi um avanço
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importante para conhecer o mecanismo de ação das Carragenanas, considerando a

vasta possibilidade de atuação dos anticoagulantes em todo o sistema de

coagulação. Araújo et al. (2012) observaram que ι-Carragenana não modificou o

tempo em aPTT, o que mostra que esse polissacarídeo não afetou

significativamente a cascata de coagulação pela via instrínseca. Rodrigues et al.

(2010) investigaram a atividade anticoagulante de ι-Carragenana extraída da alga

Solieria filiformi mediante dois métodos de extração: com papaína bruta em tampão

acetato de sódio com cisteína 5mM e EDTA (M1) ou com água quente (M2). Houve

um maior rendimento na fração obtida por M1, além de ser a única das duas frações

a apresentar atividade anticoagulante por aPTT, ainda que de maneira muito inferior

à Heparina. Foi possível observar neste estudo que a ι-Carragenana atua pela via

intrínseca da cascata de coagulação, uma vez que não apresentou atividade em

testes como TP. De maneira semelhante, Rodrigues et al. (2011) avaliaram por

aPTT a atividade anticoagulante de κ-Carragenana extraída da alga vermelha

Hypnea musciformis por dois métodos diferentes de extração. A principal diferença

entre os métodos é que em um deles a κ-Carragenana foi isolada por meio de uma

digestão proteolítica com a papaína (M1) e no outro método foi mediante extração

com água quente seguida de cromatografia de troca iônica (M2). Os resultados

mostraram que o a fração de κ-Carragenana obtida por M1 apresentou um menor

teor de sulfato e de conteúdo de carboidratos totais que por M2. Foi observado

pelas análises por aPTT que a atividade anticoagulante da κ-Carragenana extraída

por M1 foi maior, considerando que o tempo do aPTT foi prolongado. Os autores

apontam a importância do tipo de extração utilizada porque as características

físico-químicas e a biossíntese destes polissacarídeos podem ser afetadas pelos

fatores ambientais (RODRIGUES et al., 2011). Foi possível observar neste estudo

que a atividade anticoagulante melhorou com a fração que apresentou menor teor

de sulfato. Se a melhora da atividade anticoagulante for atribuída à redução do teor

de sulfato, entra-se em desacordo com o que disse Silva et al. (2010) e esta

afirmação deve ser repensada. Porém, há a possibilidade de a atividade

anticoagulante ter sido alterada a partir de uma possível mudança no peso
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molecular das κ-Carragenanas obtidas por cada método de extração e esta

caracterização não foi feita no trabalho mencionado. Araújo et al. (2013) mostraram

que, além de a presença dos grupamentos sulfato beneficiarem a atividade

anticoagulante em Carragenanas, a posição em que estão inseridos tem também

grande influência. Estas afirmações foram identificadas através da sulfatação

seletiva de Carragenanas e análises por aPTT para correlacionar a regioquímica

dos grupos sulfato com a atividade anticoagulante. A partir dos resultados obtidos,

foi observada que a sulfatação em C2 de 3,6-anidro-α-D-Galp e C6 de β-D-Galp tem

efeito benéfico na atividade anticoagulante por aPTT. Liang et al. (2014) vincularam

os efeitos estruturais de Carragenanas à atividade anticoagulante, confirmando o

que foi sugerido por Araújo et al. (2013) que a posição de substituição dos grupos

sulfato mostra o maior impacto na atividade anticoagulante. Além disso, os testes de

aPTT e PT realizados indicaram uma ordem de importância da região sulfatada para

o um melhor desempenho na atividade anticoagulante. Esta sequência nas

Carragenanas segue G-6 > A-2 > G-2, sendo “G” referente à unidade β-D-Galp e “A”

à 3,6-anidro-α-D-Galp. Fatores como a concentração das Carragenanas também

influencia na atividade anticoagulante como foi apontado por Sanjivkumar et al.

(2020).

λ-Carragenana possui a unidade 𝛽 2-sulfatada e é descrita como a

Carragenana de maior atividade anticoagulante, como já foi observado pelos

estudos de Silva et al. (2010) em comparação com a ι- e κ-Carragenana. Solokova

et al. (2014) registraram uma atividade antitrombótica conservada em

λ-Carragenana, diferente do que ocorre com a Heparina. Segundo os autores tal

fato foi constatado a partir de resultados obtidos pela agregação plaquetária no

plasma em experimentos in vitro de aPTT. É importante citar que a atividade

anticoagulante é diferente da atividade antitrombótica. Se a atividade anticoagulante

tem a finalidade de interferir na cascata de coagulação, a atividade antitrombótica

tem a função de impedir a formação de trombos através de uma menor agregação

plaquetária (SOLOKOVA et al., 2013). A ação antitrombótica está intimamente

vinculada com a ação anticoagulante nas Carragenanas. Guan et al. (2017) citam a
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maior atividade antitrombótica de λ-Carragenana comparado à κ-Carragenana

devido ao maior teor de sulfato em λ-Carragenana, da mesma forma que ocorre na

atividade anticoagulante. Sabendo que λ-Carragenana possui a maior atividade

anticoagulante e antitrombótica dentre as Carragenanas e que essa atividade ocorre

pela via intrínseca da cascata de coagulação, Groult et al. (2019) avaliaram a

atividade anticoagulante de derivados de λ-Carragenana obtidos por degradação

com H2O2. As propriedades anticoagulantes dos derivados de e λ-Carragenana

preparados neste estudo foram avaliadas por meio da inibição da atividade dos

Fatores Xa e IIa promovida por AT, ou seja, um processo muito similar ao da

Heparina. Foi observado que a maioria dos oligossacarídeos (λ-Cos) inibiu os

fatores Xa e IIa por meio de sua interação com AT. Os autores sugerem que esse

resultado pode ter acontecido por causa de uma maior liberdade estérica obtida com

o início da despolimerização da λ-Carragenana nativa, permitindo uma melhor

acessibilidade à provável sequência de ligação entre a Carragenana e a AT. A partir

de certo ponto da despolimerização, houve uma diminuição na atividade anti-Xa que

estava claramente relacionada à dessulfatação não intencional consequente da

modificação química das moléculas de λ-caragenana e não com a síntese de

oligossacarídeos menores, sugerindo que substituições chave de sulfato estão

incluídos na sequência de ligação potencial de λ-Carragenana a AT. Entretanto, o

menor λ-Cos foi identificado como um inibidor direto do fator IIa, mesmo

dessulfatado. Assim, pode-se avaliar, a partir deste estudo, a alta atividade

anticoagulante de derivados de λ-Carragenana, que ocorre, provavelmente, por

mecanismos muito próximos ao da Heparina, como a interação com os fatores Xa e

IIa, por interação direta ou através da antitrombina. Apesar de Groult et al. (2019)

mostrarem que a despolimerização foi sinérgica à atividade anticoagulante, Saluri et

al. (2020) demonstraram, a partir da síntese de λ-Carragenanas de diferentes pesos

moleculares, que a atividade anticoagulante de λ-Carragenana diminuiu com

diminuição do peso molecular.

A alga Botryocladia occidentalis é capaz de produzir Carragenanas (GBO).

A estrutura destas Carragenanas é conhecida e definida por repetições de
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α-D-galactose 2,3-dissulfatada ou 2-sulfatada ligada a unidades β-D-galactose

2-sulfatada (SAMPAIO et al., 2020). Essas características estruturais de GBO

permite sua classificação no grupo das Carragenanas, pertencentes à família das

λ-Carragenanas, devido a sulfatação em C2 da unidade β. Farias et al. (2000)

observaram que a atividade anticoagulante de GBO se dá por inibição dos fatores

IIa e Xa pela AT. Além disso, a ação anticoagulante de GBO foi 15 vezes maior

quando comparada à atividade da agarana 2-O-sulfatada extraída de Echinometra

lucunter, apesar da densidade de carga dos polissacarídeos serem semelhantes.

Segundo os autores, essa atividade mais alta em GBO pode ocorrer pela presença

de galactose 2,3-sulfatada, uma vez que esse tipo de unidade é ausente na

agarana. Melo et al. (2004) indicaram que a base de interação entre GBO com os

diversos fatores do sistema de coagulação é complexa e depende da distribuição

dos grupos sulfato e da composição dos monossacarídeos. Assim, este estudo

mostrou que a atividade anticoagulante se deve a fatores como densidade de carga

do polissacarídeo, composição monossacarídica, sítios de sulfatação e presença de

unidades dissulfatadas. Sampaio et al. (2020) mostraram que GBO possuem uma

atividade anticoagulante e antitrombótica dependente da dosagem. Ou seja, GBO

atingiram atividade anticoagulante notável em até 130 unidades internacionais

[IU]/mg em diferentes testes (aPTT, TT E TP). Porém, em doses muito aumentadas,

houve a formação de trombos. Sampaio et al. (2020) ainda relataram que GBO

possui uma atividade anticoagulante independente de serpina, ligando-se aos

fatores IIa e Xa na ausência de AT em experimentos in vitro, ao contrário do que

acontece com a Heparina. O mecanismo independente de serpina ocorre por uma

inativação direta de componentes do complexo da protrombinase, como fator Va,

fator Xa e fator II, e do complexo de tenase intrínseca, como fator VIIIa, fator IXa e

fator X, mostrando a ligação entre atividade anticoagulante e as características

físico-químicas das GBO.

É possível observar que a atividade anticoagulante das Carragenanas

depende de diversos fatores, desde a alga de origem, método de extração, estrutura

química do polímero. Ainda há maneiras de aprimorar essa atividade anticoagulante
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utilizando modificações químicas que alterem a estrutura dos polissacarídeos.

Santos et al. (2019) e Araújo et al. (2013) realizaram a oxidação de C6 e a

sulfatação seletiva de Carragenanas, respectivamente. Através destes trabalhos é

possível analisar o efeito da modificação estruturais na atividade anticoagulante das

Carragenanas. Santos et al. (2019) oxidaram Carragenanas de diferentes padrões

de sulfatação e testaram suas atividades anticoagulantes através de ensaio de

aPTT. Em relação as Carragenanas nativas, foi observado que a λ-Carragenana foi

a fração mais potente, seguida por θ-Carragenana, ι-Carragenana e κ-Carragenana.

Com a reação de oxidação seletiva de C6 das unidades β, houve um aumento da

atividade anticoagulante de algumas Carragenanas, incluindo κ e λ-Carragenana e

uma diminuição da atividade de ι-Carragenana. Foi ainda observado que a atividade

anticoagulante de κ-Carragenana parcialmente oxidada foi maior que a amostra

totalmente oxidada, sugerindo que oxidação completa das unidades β-D-Galp não

causou um efeito biológico mais intenso e que o grupamento carboxila não é a

principal característica que explica a maior atividade dos derivados oxidados. Araújo

et al. (2013) sulfataram regiosseletivamente as Carragenanas naturalmente

sulfatadas e testaram a atividade anticoagulante por meio de aPTT, encontrando

uma maior atividade anticoagulante nas frações modificadas. Foi observado um

efeito benéfico na atividade anticoagulante com o aumento de DS. Porém, esse

aumento de atividade não ocorreu de maneira crescente e por isso os autores

sugeriram que não apenas a densidade de sulfato é importante na estrutura das

Carragenanas para uma melhor atividade anticoagulante, mas também a posição

dos grupos sulfatos. Ambos trabalhos mostram que as modificações químicas

alteram a atividade anticoagulante das Carragenanas. Ou seja, há um efeito

sinérgico dos grupos carboxila com a atividade anticoagulante em algumas

Carragenanas, bem como a sulfatação aumenta esta atividade, de acordo com a

regiosseletividade dos grupamentos sulfatos inseridos. Pode-se observar também,

pelos estudos de Groult et al. (2019), a possibilidade de aprimorar a atividade

anticoagulante de Carragenanas através da síntese de polissacarídeos com

tamanho de cadeia menor, como oligossacarídeos. Assim, a modificação química
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pode ser uma alternativa para melhorar a atividade anticoagulante das

Carragenanas.

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A partir do exposto é observado que as Carragenanas são objeto de estudo

há bastante tempo e suas aplicações ainda são muito investigadas. Há uma

diversidade estrutural nas Carragenanas, relacionada principalmente ao padrão de

sulfatação, que contribui para suas características físico-químicas e bioativas. Além

disso, a determinação da estrutura química das Carragenanas por métodos

analíticos é uma etapa essencial no seu estudo. Dentre as aplicações biológicas das

Carragenanas, o estudo da atividade anticoagulante tem destaque na literatura

devido à sua potencial aplicação na clínica, como em casos de doenças

cardiovasculares, e aos potenciais riscos causados a longo prazo por

anticoagulantes como a Heparina. A atividade anticoagulante destes

polissacarídeos varia em cada família de Carragenana, sendo a λ-Carragenana a

mais bioativa com um mecanismo próximo ao da Heparina. Esse mecanismo

envolve principalmente a inibição do fator IIa e Xa através de AT e é repetido por

GBO, que possuem uma estrutura próxima a da λ-Carragenana com a unidade 𝛽

2-sulfatada, porém, com a unidade α 2,3-dissulfatada, e são promissores agentes

anticoagulantes, agindo através de um mecanismo dependente ou independente de

serpina. Modificações químicas como a oxidação, sulfatação e produção de

oligossacarídeos podem aprimorar a atividade anticoagulante de Carragenanas,

segundo experimentos in vitro. Há ainda diversos pontos para serem investigados,

por exemplo, elucidar interferência das Carragenanas nos complexos tenase e de

protrombina como um mecanismo mais moderno da ação anticoagulante destes

polissacarídeos.
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