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RESUMO

A trombose ¢ um importante problema de saude publica, uma vez que
apresenta elevada incidéncia, morbidade e mortalidade. Os eventos
trombdéticos podem ser prevenidos e tratados com medicamentos
antiagregantes ou anticoagulantes, no entanto, essas terapias tém
limitacdes associadas, o que restringe o seu uso em algumas situagdes.
Nesse contexto, os produtos naturais sdo uma area de interesse hoje e o
ambiente marinho representa uma fonte de novas moléculas bioativas.
Portanto, aqueles compostos que apresentam agdo sobre a hemostasia
humana sem quase nenhum potencial citotoxico podem representar um
avanco no desenvolvimento de novos farmacos antitrombdticos e
anticoagulantes, e auxiliar no tratamento e prevengdo de eventos
tromboembolicos. Diante disso, este trabalho teve como objetivo
investigar o efeito sobre a hemostasia de um extrato bruto (EDJ), cinco
fracdes (FDJ1-5) e dois compostos isolados (IDJ1-2) provenientes da alga
marinha parda Dictyopteris jolyana. A atividade sobre a coagulagdo foi
avaliada pelos testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa). A ac@o antiagregante foi avaliada
por turbidimetria utilizando-se ADP, epinefrina, acido araquiddnico
(AA), colageno ou fator de ativacdo plaquetaria (PAF) como agonistas.
Previamente a realizagdo dos ensaios, as amostras de plasma pobre ou
rico em plaquetas foram incubadas a 37 °C com EDJ, FDJ1-5, IDJ1-2 ou
o veiculo de dissolugdo (DMSO). EDJ ndo apresentou atividade
anticoagulante significativa. No entanto, EDJ promoveu inibi¢o
significativa da agregagdo plaquetaria induzida por ADP e epineftina, e
foi capaz de reverter parcialmente a primeira onda de agregagao induzida
por ADP. As fragdes e os compostos isolados também inibiram
significativamente a agregagdo plaquetaria. O composto IDJ1 teve CI50
de 441,5 + 4,8 uM para ADP, 407,3 + 7,0 uM para epinefrina, 319,2 +
7,5 uM para colageno e 410,4 £ 6,7 uM para PAF. IDJ2 apresentou menor
atividade antiagregante, com CI50 de 476,1 = 13,8 uM para epinefrina e
maior que 500 uM para os demais agonistas. Os perfis das curvas de
agregacdo indicam que o efeito inibitorio de IDJ1 e IDJ2 esta associado a
inibi¢do da segunda onda de agregacg@o, o que sugere que IDJ1-2 estejam
inibindo a ativagdo plaquetaria através da inibigdo do receptor de ADP do
tipo P2Y12 e de suas vias de sinalizacdo. O efeito de IDJ1-2 sobre a
ativacdo plaquetaria foi avaliado por citometria de fluxo através da
expressdo de PAC1 e da expressio membranar de P-selectina. Os



compostos IDJ1-2 inibiram em mais de 50 % a expressdo desses
marcadores, comprovando que sua atividade estd relacionada com a
inibicdo da ativagdo plaquetaria. O efeito citotoxico de IDJ1-2 foi
avaliado pelo teste de hemolise e efeito na viabilidade de células
mononucleares saudaveis. IDJ1-2 causaram pequena hemdlise e
citotoxicidade significativa, contudo ao compara-los com farmacos de
referéncia, conclui-se que esses resultados ndo inviabilizam futuros testes
in vivo. Estudos in silico predizem que IDJ1-2 possuem potencial de
biodisponibilidade oral segundo a “regra dos cinco” proposta por
Lipinski. A compilagdo dos resultados evidencia a utilizacdo de
moléculas provenientes de D. jolyana como prototipos no
desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos.

Palavras-chave: hemostasia, agregacdo plaquetaria, compostos
marinhos, Dictyopteris jolyana



ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE EFFECT OF ISOLATED
COMPOUNDS OF SEAWEED Dictyopteris jolyana ON PLATELET
AGGREGATION

Thrombosis is an important public health problem, due to it high
incidence, morbidity and mortality. Thrombotic events can be prevented
and treated with antiplatelet medications or anticoagulants, however,
these therapies have associated limitations, which restricts their use in
some situations. In this context, natural products are an area of interest
today and the marine environment represents a source of new bioactive
molecules. Therefore, those compounds that act on human hemostasis
with low cytotoxic potential can represent an advance in the development
of new antithrombotic drugs and anticoagulants, and help in the treatment
and prevention of thromboembolic events. The aim of this work was to
investigate the effect on hemostasis of a crude extract (EDJ), five
fractions (FDJ1-5) and two isolated compounds (IDJ1-2) from the brown
seaweed Dictyopteris jolyana. Clotting activity was assessed by
prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT).
The antiplatelet activity was evaluated by turbidimetry using ADP,
epinephrine, arachidonic acid (AA), collagen or platelet activation factor
(PAF) as agonists. Prior to the assays, samples of poor or platelet-rich
plasma were incubated at 37 °C with EDJ, FDJ1-5, IDJ1-2 or the
dissolution vehicle (DMSO). EDJ did not present significant
anticoagulant activity. However, EDJ promoted significant inhibition of
platelet aggregation induced by ADP and epinephrine, and was able to
partially reverse the first wave of ADP-induced aggregation. Fractions
and isolated compounds also significantly inhibited aggregation.
Compound IDJ1 had IC50 of 441.5 + 4.8 uM for ADP, 407.3 + 7.0 uM
for epinephrine, 319.2 + 7.5 uM for collagen and 410.4 + 6.7 uM for PAF.
IDJ2 presented lower antiplatelet activity, with IC50 of 476.1 = 13.8 uM
for epinephrine and greater than 500 pM for the other agonists. The
aggregation curve profiles suggest that the inhibitory effect of IDJ1 and
IDJ2 is associated with inhibition of the second wave of aggregation,
which suggests that IDJ1-2 is inhibiting platelet activation through
inhibition of the P2Y12-type ADP receptor and its pathways signaling.
The effect of IDJ1-2 on platelet activation was assessed by flow
cytometry through expression of PAC1 and membrane expression of P-
selectin. IDJ1-2 compounds inhibited the expression of markers by more
than 50 %, proving that their activity is related to the inhibition of platelet



activation. The cytotoxic effect of IDJ1-2 was assessed by the hemolysis
test and effect on viability of healthy mononuclear cells. IDJ1-2 caused
small hemolysis and significant cytotoxicity, however when comparing
with reference drugs, it was concluded that these results do not impair
future in vivo testing. In silico studies predict that IDJ1-2 possesses oral
bioavailability potential according to the "rule of five" proposed by
Lipinski. The compilation of the results shows the potential use of
molecules from D. jolyana as prototypes in the development of new
antithrombotic drugs.

Keywords: hemostasis, platelet aggregation, marine compounds,
Dictyopteris jolyana
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1 INTRODUCAO

A hemostasia ¢ um mecanismo fisiolégico complexo que envolve
o equilibrio entre as plaquetas e os fatores pro-coagulantes e
anticoagulantes. Uma de suas fun¢des € manter o sangue em estado fluido
durante a circulagdo nos vasos sanguineos e evitar sangramentos ao
interromper a perda sanguinea decorrente de uma lesdo vascular (KRIZ;
RINDER; RINDER, 2009; REZENDE, 2010).

Diante de um dano vascular, as plaquetas aderem ao sitio da leséo,
sdo ativadas e formam o tampdo hemostatico primario que,
posteriormente, é estabilizado por fibras de fibrina como consequéncia da
ativacdo do sistema de coagulacdo. Apods a cicatrizagdo da lesdo e
regeneracdo do tecido, o coagulo de fibrina dissolve-se e o fluxo
sanguineo ¢ restaurado (LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013).

Quando algum dos mecanismos hemostaticos falha devido a
anormalidades genéticas ou adquiridas, pode resultar em um evento
hemorragico ou complicagdes tromboembolicas (KRIZ; RINDER;
RINDER, 2009). Na visdo classica sobre eventos tromboticos, as
plaquetas tém um papel fundamental na trombose arterial, em
contrapartida, a trombose venosa relaciona-se com distirbios da
coagulacdo plasmatica. No entanto, a aterosclerose e a trombose estdo
relacionadas e compartilham riscos comuns (MONTORO-GARCIA et
al.,2016). No decorrer dos ultimos anos, as doengas cardiovasculares tém
se tornado uma das principais causas de obito e exigem um alto gasto para
o Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro entre internagdes e tratamento
dos pacientes (BRASIL, 2015). A elevada incidéncia, morbidade e
mortalidade de eventos tromboembolicos e de suas complicagdes,
associado ao seu elevado custo para o SUS, faz com que esses eventos
sejam considerados um problema de satde publica de grande importancia
(WEITZ; EIKELBOOM, 2016).

Atualmente, os eventos tromboéticos podem ser prevenidos e
tratados com medicamentos antiagregantes ou anticoagulantes. Dentre
eles, destacam-se os antiplaquetarios, onde se incluem o Aacido
acetilsalicilico (AAS) e o clopidogrel, e os medicamentos
anticoagulantes, como os antagonistas da vitamina K e os inibidores
indiretos do fator Xa (FXa). No entanto, essas terapias tém limitacdes
associadas, como uma janela terapéutica estreita, interagdes
medicamentosas e alimentares importantes, plaquetopenia, e necessidade
de monitorizagdo laboratorial frequente. Portanto, a busca por novos
farmacos antitromboticos e anticoagulantes mais seguros, eficazes, com
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melhor custo-beneficio e de simples monitorizagao laboratorial ainda se
faz necessaria (KIM et al., 2010; SURIN et al., 2010; BAGLIN, 2013).

No contexto da hemostasia, a busca por agentes antitrombdticos e
anticoagulantes em produtos naturais representa uma area de grande
interesse hoje. O ambiente marinho abrange uma série de organismos cujo
desenvolvimento de habilidades metabolicas para garantia de sua
sobrevivéncia em habitats diversos e hostis resultou na biossintese de uma
série de metabodlitos com estruturas quimicas Unicas, € por vezes sem
precedentes no ambiente terrestre, que desempenham uma vasta gama de
atividades especificas (MARTINS et al., 2014).

Alguns destes metabdlitos também apresentam atividades
farmacologicas, como antiofidica (DOMINGOS et al., 2011), citotoxica
(AZEVEDO et al., 2008), anti-inflamatdria, antiangiogénica (CUMASHI
et al., 2007), anticoagulante (MOURA et al., 2011) entre outras, o que
refor¢a seu potencial como fonte de novos compostos com atividades
biologicas. Desta forma, moléculas bioativas de origem marinha t€m sido
amplamente estudadas quanto as suas atividades sobre as plaquetas e
sobre a coagulacdo, na procura por novos prototipos para o
desenvolvimento de terapias antitromboéticas (MARTINS et al., 2014). De
fato, os produtos naturais sdo fontes de novos agentes terapéuticos e nos
ultimos anos uma grande quantidade de compostos tem sido aprovada
para ser utilizada em varias areas, desde quimioterapicos a cosméticos
(CATALANI et al., 2016; KHALID et al., 2016).

Portanto, aqueles compostos de origem natural capazes de apontar
uma boa agdo sobre a hemostasia humana podem representar um
importante avango em dire¢do ao desenvolvimento de novos farmacos
antitromboéticos e anticoagulantes que auxiliem no tratamento e
prevengdo de eventos tromboembolicos na populagdo em geral (L1 et al.,
2012; KU etal., 2013). Diante disso, um dos objetivos do presente estudo
¢ verificar a atividade sobre a hemostasia do extrato bruto, fragdes e
compostos isolados da alga marinha parda Dictyopteris jolyana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de compostos de origem natural, na forma de
extrato bruto, fracdes e compostos isolados provenientes de algas da
espécie Dictyopteris jolyana, sobre a agregacio plaquetaria e coagulagio
sanguinea humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a acdo de extrato bruto de algas da espécie D. jolyana
sobre a via extrinseca e intrinseca da coagulagio sanguinea;

e Estudar o efeito de extratos brutos de algas da espécie D. jolyana
sobre a agregacao plaquetaria induzida por difosfato de adenosina (ADP)
e epinefrina;

o Verificar a a¢do das fragdes obtidas a partir do extrato bruto de
D. jolyana sobre a agregagdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina;

e Selecionar as fragdes com melhor atividade antiagregante e
verificar a agao de seus compostos isolados sobre a agregacdo plaquetaria
induzida por ADP, epinefrina, acido araquidonico (AA), colageno e fator
de ativacdo plaquetaria (PAF);

e Determinar a concentragdo inibitoria 50 % (Clso) dos compostos
isolados de D. jolyana frente a agregagdo induzida por ADP, epinefrina,
AA, colageno e PAF;

o Investigar o efeito dos compostos isolados de D. jolyana sobre a
ativagdo plaquetaria através da avaliagdo da expressdo membranar de
Gpllb/Illa ativada (PAC1) e de P-selectina (CD62P);

e Verificar se os compostos isolados de D. jolyana propiciam
hemolise de eritrocitos humanos saudaveis;

e Verificar se os compostos isolados de D. jolyana possuem efeito
citotoxico em células mononucleadas humanas saudaveis;

e Realizar a estipulagdo teorica da solubilidade e permeabilidade
dos compostos isolados de D. jolyana utilizando modelos
computacionais, de acordo com alguns pardmetros fisico-quimicos
propostos por Lipinski e colaboradores (2001).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 HEMOSTASIA

O sistema hemostatico envolve o equilibrio entre as plaquetas e os
fatores pro-coagulantes e anticoagulantes. Uma de suas fungdes € manter
o sangue em estado fluido durante a circulagdo nos vasos sanguineos e
evitar sangramentos ao interromper a perda sanguinea decorrente de uma
lesdo vascular (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; REZENDE, 2010;
VERSTEEG et al., 2013).

O sangue em estado fluido circula através da vasculatura no
sistema circulatério. Quando ha lesdo vascular, forma-se rapidamente um
tampao hemostatico no local para minimizar a perda de sangue pelo
endotélio lesado. A porgdo sanguinea plasmatica é rica em proteinas
soluveis que atuam de forma conjunta em uma cascata de eventos que
culmina na formacdo de um coagulo de fibrina (SMITH et al., 2015).

Estudos apontam que os mecanismos hemostaticos atuam de forma
dindmica e interligada, envolvendo interacdes rapidas e complexas entre
a resposta plaquetaria, proteinas da coagulagdo e¢ a parede vascular
(LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013). No entanto, para fins de
estudo, a hemostasia pode ser dividida didaticamente em hemostasia
primaria, hemostasia secundéria e fibrindlise. A hemostasia primaria
engloba as interagdes entre as plaquetas e as paredes dos vasos
sanguineos. Nessa etapa, a ativa¢do das plaquetas ocorre apds a exposigdo
de componentes da parede lesada, seguida pela ades@o ao endotélio e a
formagdo de um tampdo hemostatico com a agregacdo plaquetaria. A
hemostasia secundaria envolve fatores teciduais e plasmaticos, que
iniciam a cascata de coagulacdo, o que culmina com a geracdo de
trombina (KE; HUANG, 2016). A tltima etapa da hemostasia ocorre com
o mecanismo de fibrinolise, que envolve a degradagdo da fibrina ¢ a
dissolug@o do codgulo formado na circulagdo, restaurando a circulagdo
sanguinea local e prevenindo complicagdes tromboemboliticas
(VERSTEEG et al., 2013).

3.2 HEMOSTASIA PRIMARIA

No corpo humano adulto, circulam 1 x 10'? plaquetas de forma
continua em 1.000 m? de superficie vascular com adesdo e agregacio
minimas. As plaquetas, também conhecidas como trombdcitos, sdo
fragmentos citoplasmaticos anucleados, formados como resultado de
endomitoses de megacaridcitos em resposta a trombopoetina. Apds a
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saida da medula o6ssea, as plaquetas circulam por cerca de 10 dias na
corrente sanguinea e depois sdo retiradas da circulagdo e destruidas no
baco e no figado. Quando em repouso, as plaquetas apresentam forma
discoidal com didmetro de 2-3 um e seu volume médio é de 7 um?. Elas
possuem um sistema interno complexo de microtibulos e citoesqueleto
de actina, responsaveis pela mudanga conformacional apds o processo de
ativacdo da plaqueta. A membrana plaquetaria é uma bicamada
fosfolipidica que expressa varios receptores de superficie, dentre eles
estdo os receptores acoplados a proteina G (GPCR) e glicoproteinas (Gp),
como a glicoproteina IIb/Illa (Gpllb/Illa). A plaqueta também possui um
sistema canalicular aberto que comega na membrana plasmatica e permite
o intercAmbio de substincias entre os compartimentos extra e intracelular.
Esse sistema tubular denso sequestra ions calcio (Ca?"), liberando-os na
ativacdo plaquetdria. Adicionalmente, o citoplasma plaquetario contém
mitocondrias e granulos, denominados corpusculos densos, granulos-a e
lisossomos. As mitocondrias agem na sintese de trifosfato de adenosina
(ATP), essencial para o funcionamento da plaqueta. O glicogénio ¢
encontrado no endoplasma plaquetario, e é onde o material de reserva ou
fonte de energia da plaqueta fica armazenado (Figura 1) (CIMMINO;
GOLINO, 2013; VERSTEEG et al, 2013; GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014).

Figura 1 - Estrutura plaquetaria.
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Em condigdes fisiologicas, as plaquetas ndo interagem com o
endotélio, porém, apds ocorrer lesdo vascular, elas respondem
rapidamente as propriedades trombogénicas das células endoteliais, e
formam o trombo plaquetario. A primeira camada de plaquetas liga-se ao
endotélio através do estdgio inicial de adesdo, enquanto que o
subsequente crescimento do trombo depende da ativagdo, secrecdo e
agregacao plaquetaria (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).

3.2.1 Adesao plaquetaria

A adesdo inicial das plaquetas aos locais de lesdo vascular é
mediada por diversas glicoproteinas de membrana. A Gplb/V/IX é um
receptor Unico de estrutura complexa, cujo principal componente é a
Gplb, pois ele é responsavel pelo contato indireto com a parede do vaso
através da interposi¢ao do fator de von Willebrand (FvW) (Figura 2). A
auséncia ou deficiéncia de Gplb ou FvW causam defeitos expressivos na
hemostasia. As GplV, Gpla/lla e GpVI sdo receptores de colageno
numerosos que estdo na superficie das plaquetas e ligam-se diretamente
ao colageno exposto na lesdo vascular. Além disso, assim como a Gplb,
essas Gp também podem se ligar indiretamente a parede vascular
(WALLE et al., 2005; CIMMINO GOLINO, 2013).

Figura 2 - Envolvimento de multiplas interacdes receptor-ligante na
hemostasia primaria.
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3.2.2 Ativacao plaquetaria

O processo de adesdo plaquetaria é capaz de, por si so, causar a
ativacdo das plaquetas. A ativacgdo plaquetaria também pode ser iniciada
pela ligacdo de agonistas a receptores especificos da membrana externa
da plaqueta (Figura 3). Alguns dos agonistas plaquetarios mais
importantes sdo o difosfato de adenosina, a epinefrina, o fator de ativagdo
plaquetaria, a trombina, o colageno e o tromboxano A2 (TXA2). O ADP
e a epinefrina sdo agonistas soltiveis liberados apds a secregdo do
contetdo granular das plaquetas. Determinados agonistas, como o PAF e
o colageno, sdo liberados pelo rompimento do endotélio e exposicdo do
subendotélio, enquanto outros agonistas, como o TXA2, sdo liberados
pelas plaquetas que foram ativadas pelo processo de adesdo (KICKLER,
2006).

Figura 3 - Mecanismos de ativacio plaquetaria.
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O ADP ¢ um agonista de funcdo fundamental na agregagdo
plaquetaria, pois uma vez secretado, amplifica a ativagdo induzida por
outros agonistas. O ADP possui trés receptores principais na superficie
membranar: P2Y, P2Y 12 e P2X;. O receptor P2Y € acoplado a proteina
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Gq e, uma vez estimulado pelo ADP, é capaz de ativar a fosfolipase C
(PLC). A PLC hidrolisa o fosfatidilinositol 4-bifosfato (PIP2), um
fosfolipideo de membrana, gerando dois segundos mensageiros, o
diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de inositol (IP3). O IP3 promove o
aumento transitério da concentragdo intracelular de Ca®*, ativando o
sistema contratil actina-miosina, o que ocasiona modificagdes do
citoesqueleto, extensdo de filopddios, e mudanga do formato da plaqueta
de discoidal para esférico (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO;
FERREIRO, 2010; BROOS et al., 2011). Ja o DAG ¢ responsavel pela
ativacdo da proteina quinase C (PKC), que realiza a fosforilagdo de
diversos substratos, contribuindo para a secre¢do do contetido granular
plaquetario (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO; FERREIRO,
2010). Em resumo, a ativagdo do P2Y causa uma efémera modificagdo
da mobilizagdo intracelular de Ca*, do formato da plaqueta e da secrecdo
plaquetaria, o que resulta em uma fraca e passageira agregagio
plaquetaria (ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010). Uma agregacdo
plaquetaria estavel e firme requer a ligacdo do ADP ao receptor P2Y 12,
que ¢ acoplado a proteina Gi. A ativag¢do do P2Y 12 inibe a adenilato ciclase
(AC) e ativa a fosfoinositideo 3 quinase (PI3K), o que causa a
amplificac@o do sinal de agregacdo, inclusive da agregacdo iniciada por
outros agonistas, ¢ a ativa¢do da Gpll/bllla. A coativagdo de ambos os
receptores, P2Y 1 e P2Y 12, ¢ imprescindivel para a agregacdo induzida por
ADP, uma vez que a inibigdo seletiva de um desses receptores resulta em
diminuicdo significativa da agregacdo. Ja o receptor P2X; é um canal
i6nico envolvido no rapido influxo de Ca®" extracelular, o que conduz a
alteracdes de forma da plaqueta, mas ndo a sua ativacdo (JIN;
KUNUPULI, 1998; ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; CIMMINO;
GOLINO, 2013).

A resposta plaquetdria por acdo da epinefrina é mediada pela
proteina Gi, através de receptores a2-adrenérgicos. A epinefrina causa
influxo de Ca**, o que estimula a fosfolipase A, (PLA2) a hidrolisar
fosfolipideos da membrana plaquetaria, principalmente a fosfatidilcolina
e a fosfatidiletanolamina, liberando assim acido araquidonico (AA). O
AA liberado € entdo substrato para a enzima cicloxigenase 1 (COX1), que
desencadeia a sintese de prostaglandinas. A enzima tromboxano sintetase
age sobre essas prostaglandinas, produzindo TXA2. O TXA?2 sintetizado
¢ secretado pelas plaquetas e tem um papel importante na vasoconstri¢ao
e na ativa¢do de outras plaquetas (amplificacdo de sinal), facilitando a
formagédo do trombo. A epinefrina é considerada um agonista mais fraco
que o ADP, ja que ndo ¢é capaz de induzir mudanga conformacional nas
plaquetas (BROOS, 2011).
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O PAF ¢ um eficiente agente agregante in vivo e in vitro. Produz
seus efeitos estimulando o seu receptor acoplado a proteina G especifico,
que € expresso constitutivamente na superficie plaquetaria. Assim como
o ADP, o PAF ativa a via da PLC-IPs-Ca?" e inibe a AC por meio da
proteina Gq e da proteina Gi, respectivamente. Ele também ativa a PLA2,
0 que resulta na produgdo e liberagdo de segundos mensageiros, como
TXA2 e prostaglandinas derivadas de AA. Dessa forma, o PAF ¢ capaz
de promover mudanca conformacional das plaquetas, agregacdo
plaquetaria e liberagdo do conteudo granular dependente do metabolismo
de AA. Esse agonista participa do sistema de amplificacdo e sinergismo
plaquetario, pois ¢ liberado por plaquetas ativadas e as ativa
consequentemente, gerando um /oop de ativagdo (CHAO; OLSON, 1993;
ZIMMERMAN et al., 2002; RAMAKRISHNAN et al., 2017).

O colageno, uma das proteinas mais abundantes da matriz
subendotelial vascular, atua como um potente estimulo para adesdo e
agregacdo plaquetaria quando é exposto devido a um dano vascular. A
ativacdo induzida por colageno pode ser subdividida em trés etapas
principais. Primeiro ocorre a interagdo das plaquetas com o complexo
colageno e FvW e seus receptores, Gpla/lla, Gplb-IX-V e,
principalmente, GPVI, o que desencadeia o aumento da concentra¢do do
jon Ca®" intracelular e o metabolismo do fosfatidilinositol. Apds isso,
ocorre a liberagdo do contetido granular denso e a consequente exposicao
e ativagdo do receptor Gpllb/Illa levando a ativagdo das plaquetas
adjacentes para formagdo do trombo branco (NIESWANDT, 2003;
SURIN et al., 2010; CIMMINO; GOLINO, 2013).

3.2.3 Secrecao plaquetaria

Como anteriormente mencionado, a adesdo da plaqueta ao
endotélio lesionado gera uma subsequente sinalizagdo citoplasmatica que
promove a modificagdo da forma da plaqueta pela ativagdo do sistema
contratil actina-miosina (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO;
FERREIRO, 2010; BROOS et al., 2011). A interagdo entre a miosina e a
actina também promove por contragdo a compressio dos constituintes do
citosol plaquetario, inclusive dos granulos citoplasmaticos, provocando a
sua fusdo com a membrana externa e, com isso, levando a secrecdo de
substancias ou degranulacao, o que enriquece o microambiente local com
uma grande quantidade de moléculas bioativas. Sdo trés as populacdes
granulares que existem nas plaquetas: os granulos densos, os granulos-o
e os lisossomos (RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; BROOS et al.,
2011; CIMMINO; GOLINO, 2013).
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Os granulos densos armazenam ions bivalentes e pequenas
moléculas ndo proteicas, como os nucleotideos ADP ¢ ATP, o Ca**, a
serotonina e o tromboxano, que sdo liberados lentamente e promovem a
amplificac¢@o da ativacdo e agregacao plaquetaria (RENDU; BROHARD-
BOHN, 2001; CIMMINO; GOLINO, 2013).

Os granulos-a sdo 10 vezes mais abundantes que os granulos
densos e representam 10 % do volume total da plaqueta. Eles contém
fibrinogénio, FvW, fator 4 plaquetario, [-tromboglobulina,
trombospondina, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator V, bem como um estoque de Gpllb/Illa. Os granulos-a também
armazenam proteinas adesivas em sua membrana, como a P-selectina
(RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; CIMMINO; GOLINO, 2013). A P-
selectina ¢ uma glicoproteina intracelular de adesdo que esta presente em
células endoteliais e na membrana dos granulos-o quando a plaqueta ndo
esta ativada. Com a ativagdo plaquetaria, a membrana do granulo-a une-
se & membrana citoplasmatica e essa proteina comega a ser expressa no
meio extracelular (STENBERG etal, 1985; KUTLAR; EMBURY, 2014).
Também conhecida como CD62P, a P-selectina ¢ uma molécula chave
em processos inflamatoérios vasculares, responsavel pela interagdo entre
plaquetas e leucdcitos, nos quais seu receptor € a glicoproteina 1 ligante
de P-selectina (PSGL-1). Essa interacdo resulta no rolamento de
leucdcitos pela superficie da célula endotelial e na sinalizac¢do celular de
mediadores inflamatorios (FRENETTE et al.,, 2000, WEYRICH;
LINDEMANN; ZIMMERMAN, 2003; KUTLAR; EMBURY, 2014).
Dessa forma, os constituintes dos granulos-o promovem adesdo e
agregacdo plaquetaria adicionais, e auxiliam no reparo do vaso lesionado.
Por fim, os lisossomos contém hidrolases, cuja fungdo ¢ eliminar
agregados circulantes de plaquetas (RENDU; BROHARD-BOHN, 2001,
CIMMINO; GOLINO, 2013).

3.2.4 Agregacio plaquetiria

A ades@o e ativagdo plaquetarias sdo seguidas pela agregacao das
plaquetas. De modo geral, a ligagdo de agonistas, como o ADP e o PAF,
aos seus receptores especificos, associado as modifica¢cdes do
citoesqueleto plaquetario, promovem modificagdes conformacionais no
receptor GplIb/Illa. A alteragdo da conformacdo desse receptor ativa-o e
aumenta a sua afinidade por moléculas de fibrinogénio (Figura 4). O
fibrinogénio por sua vez ¢é responsdvel por formar “pontes” entre
plaquetas adjacentes e assim promover a agregacdo plaquetaria. Outras
Gps adesivas, a fibronectina e o FvW, também sdo capazes de interagir



40

com esse receptor ¢ facilitar a formagdo do tampao hemostatico primario
(SAVAGE; ALMUS-JACOBS; RUGGERI, 1998; GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014).

Figura 4 - Interacdes plaqueta-plaqueta na agregacio plaquetaria.
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3.3 HEMOSTASIA SECUNDARIA

O equilibrio da coagulag@o sanguinea ¢ caracterizado pela ativacao
continua e em cascata de fatores e a geragdo coordenada de complexos
regulados por proteinas circulantes inibitorias. Estes complexos
enzimaticos consistem em proteases, cofatores ¢ substratos de
zimogénios. Atualmente, o estudo do processo hemostatico considera que
ha uma inter-rela¢do entre diversos processos que atuam em uma série de
estagios (modelo da cascata de coagulagio baseado nas superficies
celulares). No entanto, didaticamente, o estudo da hemostasia secundaria
pode seguir o modelo de cascata em duas vias (modelo classico),
extrinseca e intrinseca, que seguem para uma via comum (Figura 5)
(KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; SMITH et al., 2015).
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Figura 5 - Representacio esquemitica do modelo classico da cascata de
coagulacio.
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Qualquer que seja o evento desencadeante, o inicio da coagulacao
ocorre pela via extrinseca, dependente de fator tecidual (FT). O FT ndo ¢é
expresso constitutivamente nas células endoteliais, mas é expresso em
fibroblastos e células de muisculo liso subjacentes ao endotélio vascular.
Dessa forma, quando ha lesdo endotelial ou ativagdo de células
endoteliais ou mondcitos, o FT ¢é exposto na circulagdo sanguinea
(FERREIRA et al., 2010). Ele liga-se ao fator VII (FVII) e ao fator VII
ativado (FVIla) presentes no sangue, e forma o complexo FVIIa/FT, que
possui atividade enzimatica. O complexo FVIla/FT, também conhecido
como complexo tenase extrinseco, desencadeia a ativagdo do fator X
(FXa) que pertence a via comum e do fator IX (FIXa) que pertence a via
intrinseca da coagulag@o. O complexo FVIIa/FT também ¢ capaz de ativar
o FVII circulante (auto-ativagdo), facilitando a formagao do complexo
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tenase extrinseco (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; FERREIRA et al.,
2010).

A via intrinseca inicia-se quando o fator XII ¢ ativado (FXIIa) ao
entrar em contato com cargas elétricas negativas, como o colageno ou
endotoxinas. Uma vez ativado, o FXIla ativa o fator XI (FXIa), que entdo
ativa o FIX (FIXa). Nesta fase, o FIXa liga-se ao FVIII ativado (FVIlla)
que se encontra na superficie plaquetaria formando o complexo tenase
intrinseco (FIXa/FVIlla), o qual também ¢ capaz de converter o FX em
FXa (SMITH et al., 2015).

O FX que foi ativado tanto pela via extrinseca quanto pela
intrinseca, liga-se ao seu cofator, o fator FV ativado (FVa), formando o
complexo protrombinase, que faz a conversdo de protrombina (FII) em
trombina (FlIla). Segundo o modelo da cascata de coagulagao baseado nas
superficies celulares, a trombina também ¢ responsavel pela clivagem do
fibrinogénio (FI) em fibrina (Fla), as quais se polimerizam ¢ estabilizam
o tampao hemostatico primario que foi formado pelas plaquetas durante
a hemostasia primaria (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; FERREIRA et
al., 2010).

3.4 FIBRINOLISE

Fibrinolise é o processo pelo qual a fibrina é degradada pela agao
da plasmina. O sistema fibrinolitico é composto por diversas proteases
séricas e inibidores que regulam a conversio de plasminogénio em
plasmina, uma enzima ativa que tem por fung¢@o degradar fibrina e ativar
metaloproteinases de matriz extracelular (FOLEY et al., 2011).

Quando ocorre a quebra da continuidade do endotélio vascular,
desencadeia-se ndo s6 a cascata da coagulagio, mas também a via
fibrinolitica. Esta via ¢ iniciada quando as células endoteliais do tecido
lesado expdem o ativador de plasminogénio tecidual (tPA) que, por sua
vez, medeia a conversdo de plasminogénio em plasmina. Como ja
mencionado, a plasmina ¢ uma enzima proteolitica que degrada o
fibrinogénio e a fibrina presentes no tampao hemostatico, dando origem
aos chamados produtos de degradacdo de fibrinogénio/fibrina (PDF)
(KLEINEGRIS; TEN CATE-HOEK; TEN CATE, 2012; WEITZ;
EIKELBOOM, 2016). Dessa forma, o sistema fibrinolitico tem um papel
importante durante a coagulacdo, uma vez que ¢é responsavel por
“modelar” o coagulo que esta sendo formado para que ele ndo se torne
muito grande e obstrua a circulagdo sanguinea no vaso lesionado
(ARIENS, 2013). Além disso, uma vez que o dano endotelial foi
reparado, o sistema fibrinolitico ¢ também responsavel por promover a
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dissolucdo do coagulo e restabelecer a circulagdo normal. Para garantir a
correta dissolugdo dos trombos formados, a fibrindlise possui uma
complexa regulacdo que envolve inibidores, como a o2-antiplasmina e o
inibidor-1 do ativador de plasminogénio (PAI-1). Outro importante
regulador da fibrindlise € o inibidor da fibrindlise ativado pela trombina
(TAFI), que remove os residuos C-terminais da fibrina que sdo
importantes para a ligacdo e ativacdo do plasminogénio (Figura 6)
(KLEINEGRIS; TEN CATE-HOEK; TEN CATE, 2012; WEITZ;
EIKELBOOM, 2016).

Figura 6 — Representa¢io esquematica do sistema fibrinolitico.

PLASMINOGENIO O/ ¥ L=

Fibrina =3 PDF
PDF - produtos de degradagdo de fibrinogénio/fibrina; a2-AP - o2-antiplasmina;
PAI-1 - inibidor-1 do ativador de plasminogénio.
Fonte: Adaptado de (FRANCO, 2001).

3.5 AVALIACAO LABORATORIAL DA HEMOSTASIA

A avaliagdo laboratorial da fungfo plaquetaria (hemostasia
primaria) inicia com um hemograma, em que se obtém informag¢des como
a quantidade de plaquetas, seu tamanho e distribui¢do. Pacientes com
trombocitopenia podem necessitar apenas de transfusdes de plaquetas
para aumentar a contagem de plaquetas dos pacientes. No entanto, quando
se suspeitar de alteragdes funcionais, uma investigacdo mais aprofundada
pode ser necessaria (GURNEY, 2016).

A agregometria por transmissao de luz ¢ uma metodologia muito
utilizada para a avaliagdo da hemostasia primaria. Essa técnica envolve a
agitacdo de uma suspensdo de plaquetas na presenga de uma substincia
agonista soluvel, como por exemplo, ADP, epinefrina, AA e ristocetina,
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e o monitoramento da agregagdo plaquetdria da amostra diretamente
relacionada as mudangas na porcentagem de transmissdo de luz
(JACKSON, 2007). Esse ensaio indica ativacdo das plaquetas frente ao
estimulo empregado, referente a primeira onda observada no
equipamento, seguida pela amplificacdo de sinal, liberacdo do conteudo
de granulos e agregacdo plaquetdria, resultando na segunda onda
observada no grafico de porcentagem de transmitancia de luz (Figura 7).
Estudos mais sofisticados dos aspectos funcionais das plaquetas, de seus
receptores externos e do seu armazenamento de conteudos internos
podem ser realizados utilizando-se outras técnicas, como citometria de
fluxo e ensaios de luminescéncia (GURNEY, 2016).

Figura 7 - Representacio esquemitica da avaliacio da agregacio
plaquetaria.
A

Formacdo do agregado =———>

<€— Segunda onda

Primeira onda

Porcentagem de transmitanciade luz

Adicdo do agonista
«— ’ -

v

Tempo (minutos)

Fonte: Elaboragdo Propria.

Tradicionalmente, a avaliacdo laboratorial da coagulagéo
sanguinea (hemostasia secundaria) consiste em métodos de triagem como
o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), que avalia o
funcionamento da via intrinseca, ¢ o tempo de protrombina (TP), que
avalia o funcionamento da via extrinseca da coagulagdo. Quando os
tempos de TTPa e/ou TP prolongam, significa que existem problemas na
hemostasia secundéria, como deficiéncia de fatores da coagulagdo ou
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presenca de inibidores da coagulagdo. Outras metodologias mais
sofisticadas como a dosagem de fatores também sdo empregadas na
avaliagdo da hemostasia secundaria (BRASIL, 2010).

3.6 TROMBOSE

Quando algum dos mecanismos hemostaticos falha devido a
anormalidades genéticas ou adquiridas, pode resultar em um evento
hemorragico ou complicagdes tromboembolicas (KRIZ; RINDER;
RINDER, 2009). Os eventos tromboembodlicos sdo uma causa
significativa de morbimortalidade, ¢ aproximadamente um ter¢co dos
pacientes que tiveram algum desses eventos ¢ acometido por sequelas
incapacitantes. Além disso, a incidéncia de trombose aumenta de maneira
proporcional a idade e cria uma situacdo de alerta para o sistema de saude
(WEITZ; EIKELBOOM, 2016). De fato, as doengas cardiovasculares
tornaram-se a principal causa de 6bito no decorrer dos ltimos anos e
representam um alto gasto para o SUS entre internagdes e tratamento dos
pacientes (BRASIL, 2015).

A trombose ocorre quando ha um desequilibrio no processo de
formacdo e dissolucdo de coagulos dentro de artérias ou veias. A
trombose arterial ¢ a causa subjacente de grande parte dos ataques
cardiacos e derrames, enquanto que os trombos venosos em veias
profundas podem desprender e causar tromboembolismo (WEITZ;
EIKELBOOM, 2016). Na visdo classica sobre eventos trombdticos, as
plaquetas tém um papel fundamental na trombose arterial, enquanto a
trombose venosa relaciona-se com a coagulagdo plasmatica. No entanto,
a aterosclerose e a trombose estdo relacionadas e compartilham riscos
comuns ¢ um corpo significativo de pacientes clinicos. Portanto, unem-se
esforgos para entender a fisiopatologia das doencas tromboembolicas e
desenvolver novas terapias antiagregantes e anticoagulantes
(MONTORO-GARCIA et al., 2016).

3.7 COMPOSTOS NATURAIS

Intimeros produtos naturais originarios de plantas ja foram
identificados, porém, segundo alguns autores, as possibilidades de
encontrar novas moléculas geradas pelo metabolismo secundario das
plantas e importantes para a quimica medicinal seriam inesgotaveis
(HARTMANN, 2007). O Brasil possui uma das maiores biodiversidades
do mundo, e muito pouco foi avaliado quanto as caracteristicas biologicas
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¢ menos ainda foram objetos de estudos fitoquimicos (LUNA et al.,
2005).

O ambiente marinho é uma fonte importante e pouco explorada
de produtos naturais. A exposi¢do constante a ambientes hostis e
complexos estimulou a evolugdo metabdlica e fisiologica de espécies
marinhas e resultou na produgcdo de metabolitos secundarios com
potencial promissor devido a estruturas quimicas tinicas (BHAKUNI;
RAWAT, 2005; MASCHEK; BAKER, 2008). Em relagdo as algas
marinhas, sabe-se que elas sdo ricas em substincias biologicamente
ativas, como polissacarideos, proteinas, antioxidantes e acidos graxos, e
sua composi¢cdo pode sofrer influéncia da localizacdo geografica, das
condi¢des ambientais, das estagdes do ano, entre outros (MOHAMED;
HASHIM; RAHMAN, 2012). No contexto da hemostasia, trabalhos ja
demonstraram que um grande niimero de polissacarideos isolados a partir
de algas marinhas possui atividade antitrombodtica (CUMASHI et al.,
2007; MOURA et al., 2011).

As algas podem ser classificadas em fungio do tipo ¢ material de
reserva, ¢ dos pigmentos celulares como: verdes (Clorophyta), pardas
(Ochrophyta) e vermelhas (Rhodophyta), sendo as duas ultimas de grande
interesse quimico (BLUNT et al.,2015).

A costa brasileira possui uma grande variedade de algas
marinhas. Entretanto, poucos estudos farmacoldgicos sao realizados para
identificar novas substdncias ou encontrar novas estruturas para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. O grupo das algas pardas
constitui 0 mais importante em termos de biomassa (OLIVEIRA-FILHO
1977 apud FLEURY et al., 1994), sendo representado pelas ordens
Dictyotales e Fucales (TEIXEIRA, 2013).

A ordem Dictyotales consiste na familia Dictyotaceae, em que
cerca de 20 géneros sdo conhecidos, incluindo os géneros Dictyota,
Dictyopteris e Canistrocarpus (CLERCK et al., 2006; SILBERFELD;
ROUSSEAU; REVIERS, 2014). O grupo Dictyopteris é produtor de
sesquiterpenos unidos ou ndo a fluoroglucinol, esteroides e substancias
com enxofre (VALLIM et al., 2005; TEIXEIRA, 2013). Estudos apontam
que os metabolitos secundarios produzidos por essa familia possuem
atividade citotoxica, antibacteriana, antimalarica, entre outras
(STAMOPOULOU et al., 2004; JONGARAMRUONG, KONGKAM,
2007; ZATELLI, PHILIPPUS, FALKENBERG, 2018). Estudos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que os extratos
brutos de Canistrocarpus cervicornis possuem um importante potencial
antiagregante (HINKE, 2016), o que sugere que outras algas pertencentes
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a mesma ordem, como o género Dictyopteris, possam apresentar
atividade semelhante.
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4 CONSIDERACOES ETICAS E METODOLOGIA
4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa
em Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
(CAAE 32934714.0.0000.0121 — Anexo A).

4.2 SELECAO DE PARTICIPANTES E COLETA DAS AMOSTRAS

No presente estudo, foram utilizadas amostras de sangue de
doadores de sangue voluntarios atendidos no Servigo de Hemoterapia do
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade
Federal de Santa Catarina (HU/UFSC). Aos participantes, foram
explicados os principios, os riscos, e os beneficios inclusos na
participacdo da pesquisa, e, apos a concordancia com o desenvolvimento
do estudo, solicitou-se a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Em seguida, foram coletados os tubos de sangue
conforme protocolo experimental. Para cada experimento de coagulacio
sanguinea, de agregacdo plaquetaria ou de citometria de fluxo foram
utilizadas amostras de pelo menos quatro doadores saudaveis, sendo que
foram coletados dois tubos de sangue contendo citrato de sddio 0,38 %
como anticoagulante de cada voluntario. Para os testes de hemolise e os
experimentos de citotoxicidade em células mononucleares de individuos
clinicamente saudaveis, foi coletado um tubo de sangue venoso
anticoagulado com 4acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) de pelo
menos trés doadores para cada experimento.

4.3 EXTRATO BRUTO, FRACOES E COMPOSTOS ISOLADOS

O extrato bruto, fragdes e compostos isolados naturais foram
obtidos e cedidos pela doutoranda Gabricle Andressa Zatelli sob
orientagdo da Professora Doutora Miriam de Barcellos Falkenberg do
Laboratorio de Investigagdo de Produtos Naturais Marinhos-UFSC.

4.3.1 Extrato bruto de Dictyoteris jolyana

Em novembro de 2014, colaboradores realizaram a coleta de 29,7
gramas de algas D. jolyana, com equipamentos de mergulho auténomo,
em profundidade de até 30 metros no arquipélago de Fernando de
Noronha. As amostras frescas foram congeladas e, previamente a
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extracdo, o material foi descongelado e submetido a triagem para remogao
de epifitas e outros organismos. Apos, o material foi seco sob ar frio.

A identificagdo botinica do material coletado foi realizada pelo
Prof. Dr. Paulo Horta (Departamento de Botanica, CCB, UFSC) e as
exsicatas depositadas no Herbario FLOR (UFSC). A licenga para acesso
a biodiversidade foi devidamente obtida pela coordenagdo do projeto
ProspecMar-Ilhas.

O extrato bruto de Dictyopteris jolyana (EDJ) foi obtido por
sucessivas maceragdes de todas as partes da alga secas e rasuradas com
mistura de diclorometano e metanol na propor¢ao 2:1, em temperatura
ambiente, por um periodo de sete dias, repetindo-se o procedimento por
mais duas vezes. A concentracdo do extrato foi realizada em
rotaevaporador, sob pressao reduzida, em temperatura inferior a 40 °C.

O EDJ foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA) na concentragdo estoque de 125 mg/mL e
armazenado a 2-8 °C. Para a realizagdo dos experimentos, foram
utilizadas solugdes preparadas a partir da solugdo estoque e diluidas em
tampao fosfato-salino (PBS), no mesmo dia do experimento, de forma
que a concentragdo final do extrato brutos fosse de 600 pg/mL.

4.3.2 Fracoes isoladas do extrato bruto de Dictyopteris jolyana

Duas aliquotas do extrato bruto EDJ (10,4611 ge 11,0458 g) foram
submetidas a cromatografia liquida a vacuo separadamente com gel de
silica 60. Utilizou-se como fase mével um gradiente de solventes que
iniciou com hexano 100 % e finalizou com metanol 100 %. Cada fra¢do
foi coletada em frasco separado, foram analisadas por cromatografia em
camada delgada e por ressonancia magnética nuclear, reunindo-se aquelas
com perfis semelhantes. No presente estudo, foi avaliada a atividade sobre
a hemostasia de cinco fragdes do extrato bruto de D. jolyana (FDJ1,FDJ2,
FDIJ3, FDJ4 e FDJ5). As fragdes foram dissolvidas em DMSO e estocadas
da mesma forma que EDJ. Para a realizagdo dos experimentos, as fracdes
foram diluidas no dia em PBS de forma que as concentragdes finais
fossem de 600 pg/mL.

4.3.3 Compostos isolados de Dictyopteris jolyana

Nessa etapa, foram estudados dois compostos inéditos isolados de
D. jolyana. Para dar continuidade aos procedimentos de purificagdo e
isolamento de compostos, a fragdo mais promissora foi selecionada em
fungdo do rendimento, do perfil cromatografico e da atividade sobre a
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agregacdo plaquetaria. Dessa forma, dois compostos foram isolados da
fracago FDJ1, 21,5 mg do composto bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)
dissulfeto (IDJ1; Figura 8, Painel A) e 12,2 mg do composto (E)-1-(5-
metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona (IDJ2; Figura 8,
Painel B).

Figura 8 - Estruturas propostas para os compostos isolados de Dictyopteris
jolyana.

A

Painel A: bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto (IDJ1); Painel B: (E)-1-(5-
metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona (IDJ2).
Fonte: Propria

Os compostos isolados foram dissolvidos em DMSO na concentragdo
estoque de 100 mM e armazenados a 2-8 °C. Para a realiza¢do dos
experimentos, foram utilizadas solugdes preparadas a partir da solu¢do
estoque e diluidas em PBS no mesmo dia do experimento. A concentragio
final dos compostos isolados variou de 1000 a 62,5 uM, conforme
protocolo experimental.

4.4 ESTUDOS DE COAGULACAO SANGUINEA

Os ensaios de coagulagdo sanguinea foram realizados de acordo
com Triplett, Harms e Koepke (1978) utilizando-se coaguléometro semi-
automatizado (CLOTimer, Quick Timer). Para os ensaios de coagulacio,
foi utilizado um pool de plasma pobre em plaquetas (PPP). Para a
obten¢do do pool de PPP, as amostras de sangue anticoagulado com
citrato de sodio 0,38 % foram centrifugadas 1.107 g por 15 minutos a
temperatura de 8 °C. Apos a centrifugacao, o sobrenadante (PPP) de todos
os tubos foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Para a
realizagdo dos ensaios, 100 uL do poo! de PPP foram incubados a 37 °C



52

por 5 minutos com 10 pL de extrato bruto de alga ou de veiculo de
dissolugao (DMSO 0,7 % concentracdo final) e, em seguida, foram
realizados os testes de tempo de protrombina (TP) ou de tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) conforme a bula do kit HemosIL®
(Instrumentation Laboratory, Massachusetts, EUA). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

4.5 ESTUDOS DA AGREGACAO PLAQUETARIA

A agregacdo plaquetaria foi avaliada de acordo com Born e Cross
(1963), utilizando-se um agregémetro semi-automatizado (AgreGO,
Qualiterm). Depois de coletadas as amostras de sangue total, as plaquetas
foram isoladas através de centrifugacdo do sangue citratado a 123 g por
10 minutos a temperatura ambiente para a obten¢do do pool de plasma
rico em plaquetas (PRP). As plaquetas foram contadas em camara de
Neubauer e reajustadas com PBS para 250.000 plaquetas/mm? antes da
realizagdo dos experimentos. Para avaliar os efeitos do extrato bruto,
fracdes e compostos isolados sobre a agregacdo plaquetaria, 400 uL do
pool de PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL de extrato
bruto, de fragdes de extrato bruto, de composto isolado ou de veiculo de
dissolugao (DMSO 0,6 % concentracdo final). A seguir, as amostras
foram estimuladas individualmente com ADP (6 pM; Sigma-Aldrich®,
St. Louis, EUA) e epinefrina (6 uM; Hipolabor, Minas Gerais, BR) ¢ a
agregacdo foi acompanhada por 5 minutos. Além do ADP e da epinefrina,
os compostos isolados também foram estimulados com AA (500 pM;
Chrono-Log Corp., Havertown, PA, EUA), colageno (2 pg/mL; Chrono-
Log Corp., Havertown, PA, EUA) ou PAF (0,1 uM; Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA). Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, utilizou-
se o PPP obtido pela centrifugagdo das amostras de sangue citratado a
1.107 g por 15 minutos & temperatura de 8 °C. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata ¢ dentro de um periodo de trés horas apos
a coleta da amostra.

4.5.1 Determinacio de Clsy de compostos isolados

A concentragdo inibitdria de 50 % (Clso) foi calculada apenas para
os compostos isolados. Para a determinacdo da Clso, 0s compostos
isolados foram utilizados nas concentragdes de 500, 250, 125 ¢ 62,5 uM.
Ap6s realizar a diluigdo, o PRP foi tratado com os compostos isolados nas
varias dilui¢des ou com o veiculo de dilui¢do (DMSO 0,6 % concentragdo
final) e a porcentagem de agregacao foi determinada conforme ja descrito
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no item 4.5. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A Clso foi
obtida a partir da curva concentragdo-resposta, utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.

4.6 EXPRESSAO MEMBRANAR DA GPIIb/Illa ATIVADA E DE P-
SELECTINA

A inibi¢do da ativagdo plaquetaria apds a adi¢do dos compostos
isolados foi avaliada pela metodologia de citometria de fluxo através da
determinagdo da expressdo do receptor Gpllb/Illa ativado e de P-
selectina, utilizando-se os anticorpos monoclonais anti-PAC1-FITC
(clone PAC-1; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e anti-CD62P-PE
(clone AK-4; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), respectivamente.
Como j& mencionado, nas plaquetas ndo ativadas, a P-selectina esta
localizada na membrana dos granulos-o e, apds a ativacdo, passa a ser
expressa na membrana plaquetaria. J& os anticorpos do tipo PACI
reconhecem especificamente a conformagdo ativada da Gpllb/Illa
(LANDI; MARQUES JUNIOR, 2003). Para auxiliar na identificagio das
plaquetas, elas também foram marcadas com o anticorpo monoclonal
anti-CD61-PerCP (clone PN IM 1758U; BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA), que se liga a forma inativa e ativa da Gpllla das plaquetas. Todas
as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto II
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA) utilizando os
lasers azul (488 nm, air-cooled, 20 mW solid state) e vermelho (633 nm,
17 mW HeNe), e o software FACSDiva versdo 6.1.2 (Becton Dickinson,
EUA).

Para a marcag@o com os anticorpos, 400 pL do pool de PRP foram
incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL. de composto em sua Clso ou
de veiculo de dissolucdo (DMSO 0,6 % concentragdo final). A seguir, as
amostras foram estimuladas com ADP (6 pM) ou epinefrina (6 pM) sem
homogeneizagdo. Em seguida, o PRP foi incubado com os anticorpos
monoclonais anti-PAC1-FITC (20 pL), anti-CD62P-PE (5 pL) e anti-
CD61-PerCP (2 pL) durante 15 minutos ao abrigo de luz. Apods a
incubagdo, foram adicionados 2 mL de PBS e as amostras foram
centrifugadas a 277 g por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento suspendido em 500 pL de PBS e analisado imediatamente por
citometria de fluxo. Paralelo ao processo de marcagdo das plaquetas
estimuladas, foi realizada a marca¢do de tubo controle de autoativagdo,
em que plaquetas ndo estimuladas com os agonistas foram marcadas com
todos os anticorpos monoclonais.
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Os dados adquiridos pelo citometro de fluxo foram analisados no
software Infinicyt (Cytognos®) versdo 1.7. A populagdo de plaquetas foi
identificada por meio das propriedades de forward e side scatter (FSC e
SSC, respectivamente), bem como pelas suas caracteristicas de expressao
de CD61, conforme ilustrado na Figura 9. Em cada tubo foram analisados
10.000 eventos positivos para CD61 na forma de histogramas e
intensidade de fluorescéncia média (IFM). A IFM dos marcadores foi
analisada pela ferramenta de fusdo de arquivos (do inglés, file merge) do
sofiware de andlise Infinicyt. De forma sucinta, em um primeiro
momento, foi realizada a fusdo dos arquivos de cada experimento, para
em seguida realizar a fusdo dos arquivos de cada dia de experimento em
um unico arquivo. O produto final consiste em um arquivo contendo as
informagdes de um grupo de experimentos que permite a visualiza¢ao
simultdnea das plaquetas em relacdo a todos os marcadores fenotipicos
presentes no painel de anticorpos. Os resultados dos ensaios de citometria
de fluxo foram representados como porcentagem de inibi¢do segundo a
Equagdo 1 (BIRIS et al., 2003). Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

Equacio 1 - Calculo da porcentagem de inibi¢io a partir da Intensidade de
Fluorescéncia Média (IFM).

Inibi¢ao (%) = 100 -| (IFM te — IFM cse) x 100
(IFM ce — IFM cse)

IFM - intensidade de fluorescéncia média; te — teste com estimulo de agonista; ce
— controle com estimulo de agonista; cse — controle sem estimulo de agonista.
Fonte: Propria
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Figura 9 - Dot-plots e histogramas representativos da analise da expressao
do receptor Gpllb/Illa ativado (PAC1) e de P-selectina (CD62P) por

citometria de fluxo
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Painel A — Estratégia de reconhecimento de plaquetas por meio da propriedade
de forward scatter (FSC), side scatter (SSC) e a expressdo de CD61. Painel B —
Histograma demonstrando a intensidade de expressdo do receptor Gpllb/Illa
ativado (PAC1) e da P-selectina (CD62P) apds estimulagdo das plaquetas com
difosfato de adenosina (ADP). G1 — Gate 1; G2 — Gate 2; G3 — Gate 3.

Fonte: Elaboragio Propria
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4.7 TESTE DE HEMOLISE

Neste ensaio, os compostos foram avaliados quanto a sua
capacidade de induzir a ruptura da membrana de eritrocitos de individuos
saudaveis e consequente hemolise. Para esse ensaio, as amostras de
sangue de voluntarios foram centrifugadas por 10 minutos a 264 g, ¢ o
sedimento foi sucessivamente lavado com solugdo salina (NaCl 0,9 %)
para que os eritrocitos fossem isolados do restante do plasma. Apods as
lavagens, foi preparada uma suspensao estoque de eritrocitos com solugéo
salina, de forma a obterem-se valores de absorbancia entre 1,8 ¢ 2,2
quando realizada leitura em espectrofotdmetro em 540 nm. Para a
realizagdo dos testes, misturou-se em tubos tipo eppendorf 50 pL de
suspensdo estoque de eritrocitos e 950 pL de solucdo salina, e essas
suspensdes foram tratadas com os compostos isolados (IDJ1 e IDJ2) nas
concentragdes finais no tubo de 500 uM e 1000 uM. Como controle
positivo (100 % de hemolise), utilizou-se 50 puL. de suspensdo estoque de
eritrocitos com adicdo de 950 pL de 4gua destilada, como controle
negativo (0 % de hemolise) misturou-se 50 puL. de suspensdo estoque de
eritrocitos com 950 pL de solugdo salina, e amostras testes (50 pL de
dispersdo de eritrocitos com adig@o de 950 pL de solugdo salina contendo
diferentes concentra¢des dos compostos analisados).

Cada tubo teste foi incubado a 37 °C por uma hora sobre agitagao
de 100 g (WANG et al., 2009). Apos a incubagdo, as amostras foram
centrifugadas a 500 g por 5 minutos, e a absorbancia do sobrenadante foi
lida em espectrofotometro Microwell Systems a 540 nm. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. A taxa de hemdlise foi calculada
de acordo com a densidade oOptica de cada amostra e controles,
relacionada a quantidade de hemoglobina liberada no sobrenadante
devido a ruptura dos eritrocitos (Equagio 2).

Equacio 2 - Cilculo da taxa de hemdlise

Do, - DO,
DOCP - DO,
DO:: densidade optica da amostra teste; DO.,: densidade Optica do controle
negativo; DO,,: densidade optica do controle positivo.

Fonte: Propria

Taxa de Hemolise (%) = x100
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4.8 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE D. jolyana EM
CELULAS MONONUCLEARES DE INDIVIDUOS
CLINICAMENTE SAUDAVEIS

Para avaliar o efeito dos compostos isolados (IDJ1 e IDJ2) sobre a
viabilidade celular, foi utilizado o método do MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio; Amresco®). O método do MTT
¢ um ensaio colorimétrico sensivel e quantitativo, que consiste em medir
a atividade das desidrogenases mitocondriais que reduzem o MTT, um
composto hidrossoluvel de cor amarelo-palido, ao seu derivado formazan,
um composto de cor roxa e ndo solivel em dagua, indicando o
funcionamento mitocondrial e, por conseguinte, a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

Para obter as células mononucleares, as amostras de sangue
periférico foram diluidas em PBS em uma propor¢ado de dois volumes de
amostra para um volume de PBS. A dilui¢do foi colocada sobre 4 mL de
Ficoll-Hypaque (densidade 1.077 g/m’, Sigma-Aldrich®, EUA) e
centrifugada a 300 g por 30 minutos. A interfase com as células
mononucleadas foi transferida para um tubo tipo Falcon, suspendida em
10 mL de tampao PBS e centrifugada a 200 g por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram
novamente lavadas com PBS. Ao fim das lavagens, as células foram
suspendidas em meio de cultura celular Roswell Park Memorial Institute
(RPMI, Gibco®) 1640 para a contagem do niimero de células viaveis. O
nimero de células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo do
corante Azul de Trypan (0,5 %) em meio RPMI 1640, na proporgdo 1:1.
Apenas as amostras com viabilidade celular superior a 95 % foram
utilizadas nos experimentos.

Apbs a contagem, foram adicionadas 5,0 x 10° células/200 uL de
meio a cada pogo da placa de cultura celular de 96 pogos. Em seguida, as
células mononucleares foram incubadas com os compostos isolados (500
uM), ou com o veiculo de dissolugao (DMSO 0,6 % concentracdo final).
Apbs 24 horas de incubagdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT. Sucintamente, apds o tempo de incubagao, as placas de
96 pogos foram centrifugadas, o sobrenadante removido, e adicionado
novo meio de cultura contendo 10 % (v/v) de uma solugdo de MTT (5
mg/mL em PBS). Depois de trés horas de incubagdo a 37 °C, as placas
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante removido. Os
precipitados formados em cada pogo foram dissolvidos em solugéo acida
de isopropanol (isopropanol/HCI 0,04 N) e em seguida foi realizada a
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leitura das absorbancias no espectrofotometro Microwell Systems
(Organon Teknika®) no comprimento de onda 540 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada concentragdo de
composto foram transformados em porcentagens de viabilidade, em
relagdo aos controles celulares (DMSO 0,6 %), considerados 100 %
viaveis. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

49 PREDICAO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL DOS
COMPOSTOS ISOLADOS DE D. jolyana

A estipulagdo teorica de solubilidade e permeabilidade dos
compostos isolados (IDJ1 e IDJ2) foi realizada utilizando-se modelos
computacionais para verificar os parametros fisicoquimicos propostos por
Lipinski e cols. (2001). Os valores de massa molecular (MM), milog P,
nimero de grupamentos aceptores de ligagdo hidrogénio (N + O), nimero
de grupamentos doadores de ligacdo hidrogénio (NH + OH), nlimero de
ligagdes rotaveis, area de superficie polar e o nimero de violagdes das
regras foram obtidos a partir do programa freeware Free molinspiration
disponibilizado online, através do JME Editor, cortesia de Peter Ertl da
Novartis, disponivel no site: http://www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do sofiware SPSS
versio 17.0% e para a construgdo dos graficos utilizou-se o sofiware
GraphPad Prism 5.0%. As varidveis numéricas foram expressas como
média e desvio-padrdo. Conforme a necessidade, as médias das variaveis
foram comparadas utilizando-se o teste t de Student para amostras
pareadas, o teste t de Student para amostras independentes, ou a analise
de varidncia de uma via (ANOVA de uma via) com poés-teste de Tukey
ou Bonferroni. Foi adotado um nivel de significancia de 5 % (P < 0,05).
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5S RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE DO EXTRATO BRUTO DE D. jolyana (EDJ) SOBRE
A HEMOSTASIA

Neste trabalho, foi avaliado o efeito do extrato bruto da alga
marinha D. jolyana (EDJ) sobre a coagulagdo sanguinea (Tabela 1). O TP
na presenga do extrato EDJ (600 pg/mL) foide 13,9 £0,9 s, e o TTPa foi
de 34,3+ 04 s.

Tabela 1 - Efeito do extrato bruto de D. jolyana (EDJ) sobre o tempo de
protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

TP (s) TTPa (s)
Tratamento
Média = DP Média = DP
Controle (DMSO
0,6 %) 12,6 = 1,0 31,1+ 1,1
EDJ (600 pg/mL) 13,9+ 0,9 343 +0,4

DP - desvio padrdo; DMSO - dimetilsulfoxido. N = 3. Teste t de Student pareado.
Fonte: Elaboragio Propria

Pode-se observar que, em relagdo ao controle contendo apenas
DMSO (TP =12,6 £ 1,0 s e TTPa = 31,1 + 1,1 s), EDJ ndo prolongou
significativamente os tempos de TP e TTPa, o que indica que esse extrato
ndo atua sobre as vias extrinseca, intrinseca ou comum da coagulagdo
sanguinea.

Além da atividade anticoagulante, também foi avaliado o efeito do
extrato bruto EDJ sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e
epinefrina (Figura 10). Quando o ADP foi utilizado como agonista, a
agregacdo na presenca de EDJ (600 pg/mL) foi de 19,5 + 3,5 %. Nos
ensaios de agregacdo estimulada por epinefrina, a agregagdo na presenca
de EDJ foi de 67,0 £2,8 %.

Ao observar os Painéis A ¢ B na Figura 10, pode-se perceber que
o tratamento com EDJ inibiu a segunda onda de agregacdo e foi capaz de
reverter parcialmente a primeira onda de agregagdo induzida por ADP.
Contudo, o EDIJ foi capaz de apenas diminuir a amplitude da segunda
onda de agregacdo da epinefrina.

Como também pode ser observado na Figura 10, Painel C, o EDJ
promoveu inibicao significativa da agregacao plaquetaria induzida pelo
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ADP e pela epinefrina quando comparado com o controle contendo
apenas o veiculo de dissolugio.

Figura 10 - Efeito do extrato bruto de D. jolyana sobre a agregacio
plaquetaria induzida por ADP e epinefrina
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Painel A: Agregagdo plaquetaria induzida por difosfato de adenosina (ADP - 6
uM). Painel B: Agregacdo plaquetaria induzida por epinefrina (EPI - 6 pM).
Imagens ilustrativas de um experimento de trés. Painel C: Agregagao plaquetaria
média frente aos agonistas ADP e epinefrina (N = 3). EDJ - extrato bruto de D.
Jjolyana 600 pg/mL; DP — desvio padrdo. *Diferenga significativa em relagdo ao
controle (P < 0,05). ANOVA de uma via, pos-teste Tukey.

Fonte: Elaboragio Propria
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5.2 ATIVIDADE DAS FRACOES FDIJ1, FDJ2, FDJ3, FDJ4 ¢ FDJ5
SOBRE A AGREGACAO PLAQUETARIA

Tendo em vista o potencial antiagregante do EDJ, foi avaliado o
efeito sobre a agregagdo plaquetaria de cinco fragdes obtidas a partir desse
extrato bruto. A agregacdo plaquetdria média induzida por ADP na
presenga da fracdo FDJ1 foi de 41,0 = 2,6 %, da FDJ2 foi de 77,5 £ 4,9
%, da FDJ3 foi de 32,0 + 4,2 %, da FDJ4 foi de 39,0 + 2,8 %, e da FDJ5
foi de 8,0 + 2,8 %, sendo que a agregagdo média do controle com DMSO
foi de 95,0 £ 4,0 % (Figura 11, Painel A).

Figura 11 - Efeito das fracdes FDJ1, FDJ2, FDJ3, FDJ4 e FDJS sobre a
agregacio plaquetaria induzida por ADP e epinefrina
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Painel A: Agregacdo induzida por difosfato de adenosina (ADP - 6 uM). Painel
B: Agregacdo induzida por epinefrina (EPI - 6 uM). Controle - DMSO 0,6 %;
FDJ - Fragdo de D. jolyana. As fragdes foram testadas em uma concentragdo final
de 600 pg/mL. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (N = 3).
*Letras “a”, “D” e “c” - As fracdes identificadas com letras diferentes
apresentaram diferencas significativas entre si, fragoes identificadas com letras
iguais ndo tiveram diferencas significativas entre si (P < 0,05). ANOVA de uma
via, pos-teste Bonferroni.

Fonte: Elaboragio Propria

5.3 ATIVIDADE DOS COMPOSTOS ISOLADOS IDJ1 E IDJ2

Devido ao potencial antiagregante da fragdo FDJ1, bem como do
seu rendimento e perfil cromatografico, foram selecionados dois
compostos isolados dessa fragdo, o IDJ1 e o IDJ2, para avaliar a sua
atividade sobre a agregacio e ativag@o plaquetaria. Adicionalmente, para
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verificar o seu potencial de uso em testes in vivo, também foi avaliada a
hemocompatibilidade (teste de hemolise), a citotoxicidade contra células
mononucleadas de individuos clinicamente saudaveis e a
biodisponibilidade oral desses compostos.

5.3.1 Efeito de IDJ1 e IDJ2 sobre a agregacio plaquetaria

Como pode ser observado na Tabela 2, a agregagdo plaquetaria
estimulada por ADP na presenga de IDJ1 foi de 43,5 £ 4,9 % e de IDJ2
foi de 49,5 + 3,5 %. Quando utilizada a epinefrina como agonista, a
agregacdo na presenca de IDJ1 foi de 45,6 + 8,1 % e de IDJ2 foi de 57,5
+ 3,5 %. A agregacdo plaquetaria estimulada com AA na presenga de
IDJ1 foi de 53,5 £4,9 % e de IDJ2 foi de 51,5 + 0,7 %. Quando utilizado
o coladgeno como agonista, a agregacdo na presenga de IDJ1 foi de 49,5 +
49 % e de IDJ2 foi de 77,5 £ 4,9 %. Ja o estimulo com PAF como
agonista na presenga de IDJ1 e de IDJ2 foi de 43,0 £ 2,8 % e de 79,5 £
4,9 %, respectivamente.

Tabela 2 - Efeito de IDJ1 e IDJ2 sobre a agregacio plaquetaria induzida por
ADP, epinefrina, AA, colégeno e PAF

ADP (%) EPI (%) AA (%) COL (%)  PAF (%)

Controle 96,5+0,7 95,5+2,1 85,3+3,8 923437 94,0+5,9
IDJ1 43,5+4,9* 45,6+8,1* 53,5+49*% 49,5+49* 43,0+2,8*

IDJ2 49,5+3,5% 575+35% 51,5+0,7% 77,5+49 79,5+49

Controle - DMSO 0,6 %; IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 -
(E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; ADP - difosfato
de adenosina (6 uM); EPI - epinefrina (6 uM); AA - 4cido araquidénico (500
uM); COL - colageno (2 ng/mL); PAF - fator de ativagdo plaquetaria (0,1 pM).
Os compostos foram testados em uma concentrag@o final de 500 uM. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo (N = 3). *Diferenca significativa
em relagdo ao controle (P < 0,05). Teste t de Student pareado.

Fonte: Elaboragio Propria

Ao comparar com o controle, pode-se observar que o IDJ1 inibiu
de forma significativa a agregacdo plaquetdria induzida por todos os
agonistas testados. J& o IDJ2 ndo foi capaz de inibir significativamente a
agregacdo induzida por colageno e PAF. Portanto, IDJ1 apresentou
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melhor atividade antiagregante, uma vez que foi capaz de inibir de 46,5
% a 57,0 % a agregacdo induzida pelos agonistas.

Assim como o percentual de agregacdo, também foi avaliada a
dissociacdo da primeira e segunda onda de agregacdo induzida pelos
agonistas em presenga de IDJ1 e IDJ2 (Figura 12). Quando comparadas
com as curvas de controle e os perfis caracteristicos de cada agonista,
pode-se afirmar que o efeito inibitério de IDJ1 e IDJ2 parece estar
essencialmente associado a inibi¢ao da segunda onda de agregagdo, uma
vez que esta foi inibida eficazmente por IDJ1 frente a todos os agonistas
testados. O composto IDJ2 também apresentou o mesmo perfil, porém
isso ndo foi observado quando o colageno e o PAF foram utilizados como
agonistas.
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Figura 12 - Efeito de IDJ1 e IDJ2 no perfil de agregacio plaquetaria

induzida por ADP, epinefrina, AA, colageno e PAF

Agregagdo COL (%)  Agregagdo AA (%)  Agregagio EPI (%)  Agregagio ADP (%)

Agregagdo PAF (%)

Controle

IDJ1

IDJ2

i

it

/_MW

=

v / /ﬂ
WWWW It e
)ﬂ“"r - s
7 e

e
N,
/“’M

S

/

/WWWWV‘““W

/

Tempo (5 minutos)

>

Controle - DMSO 0,6 %; IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 -
(E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; ADP - difosfato
de adenosina (6 uM); EPI - epinefrina (6 uM); AA - 4cido araquidénico (500
uM); COL - colageno (2 ng/mL); PAF - fator de ativagdo plaquetaria (0,1 pM).
Imagens ilustrativas de um experimento de trés.
Fonte: Elaboragio Propria
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5.3.2 Determinacao de Clsode IDJ1 e IDJ2

Uma vez que IDJ1 e IDJ2 foram capazes de inibir
significativamente a agregacdo plaquetdria, foram realizadas diluigdes
seriadas de razdo dois dos compostos para verificar se a atividade
antiagregante deles era concentracdo dependente (Figura 13). Ressalta-se
que foram determinadas as curvas de concentragdo resposta utilizando-se
apenas os agonistas cuja agdo foi significativamente inibida pelo
composto.

A partir das curvas de dose resposta, também foram calculadas as
respectivas Clso (Tabela 3). Por ultrapassar a linearidade da curva e ter
valores maiores que 500 uM, ndo foi possivel determinar a Clso do IDJ1
para o AA, e do IDJ2 para o ADP e o AA. Dentre as duas substincias
isoladas, o IDJ1 apresentou as melhores Clso, que foram de 441,5 + 4,8
uM frente ao ADP; de 407,3 = 7,0 uM frente a epinefrina; de 319,2 + 7,5
uM frente ao colageno e de 410,4 + 6,7 uM frente ao PAF.

Tabela 3 - Efeito de IDJ1 e IDJ2 sobre a agregacio plaquetaria induzida por
ADP, epinefrina, AA, colégeno e PAF

Clso (pM)
Tratamento ADP EPI AA COL PAF

IDJ1 4415+4,8 4073+7,0 >500 3192+7,5 4104+6,7

IDJ2 >500  476,1+13,8 >500 NR NR

IDJ1- bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo0-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona.; ADP - difosfato de adenosina (6 uM); EPI
- epinefrina (6 uM); AA - acido araquidénico (500 puM); COL - colageno (2
pg/mL); PAF - fator de ativagdo plaquetaria (0,1 pM); NR - ndo realizado. Os
dados foram expressos como valores de Clso (LM) + erro padrao (N = 3).

Fonte: Elaboragio Propria
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Figura 13 - Curvas de agregacio plaquetaria induzida por ADP, epinefrina,
AA, coliageno e PAF em funcio da concentraciio de IDJ1 e IDJ2
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Painel A: Curva de agregacdo concentragdo-dependente induzida por difosfato de
adenosina (ADP - 6 uM). Painel B: Curva de agregagdo concentragdo-dependente
induzida por epinefrina (EPI - 6 upM). Painel C: Curva de agregacdo
concentragdo-dependente induzida por acido araquiddnico (AA - 500 uM). Painel
D: Curva de agregacdo concentragdo-dependente induzida por colageno (COL -
2 pg/mL). Painel E: Curva de agregagdo concentragdo-dependente induzida por
fator de ativagdo plaquetaria (PAF - 0,1 uM). IDJ1- bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil)
dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona.
Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (N = 3). *Diferenca
significativa em relagdo ao controle negativo contendo apenas DMSO 0,6% (P <
0,05). ANOVA de uma via, pos-teste de Tukey.

Fonte: Elaboragio Propria
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5.3.3 Acdo de IDJ1 e IDJ2 sobre a expressio membranar da
Gpllb/IIIa ativada e de P-selectina

Com o intuito de investigar como os compostos isolados afetam a
agregacdo, foi avaliado se o tratamento com IDJ1 e IDJ2 afetava a
ativacdo plaquetaria. Para tanto, verificou-se se os compostos alteravam
a expressdo membranar de P-selectina e a ativagdo da Gpllb/Illa, através
da marcagdo de plaquetas estimuladas com anti-CD62P e anti-PACI,
respectivamente.

Como se pode observar na Tabela 4 e na Figura 14, os compostos
IDJ1 e IDJ2 afetaram de maneira diferente a expressdo desses
marcadores. O IDJ1 inibiu de maneira mais efetiva a expressao de PAC1
(79,4 %) e de P-selectina (69,2 %) quando a epinefrina foi utilizada como
agonista. Por outro lado, o tratamento com IDJ2 diminuiu de forma mais
efetiva a expressdo de PACI (87,5 %) e de P-selectina (75,0 %) quando
o ADP foi utilizado como agonista (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de inibi¢do calculada da expressao de PAC1 e de
CDo62P

Inibicio (%)
Ligaciio com PAC-1 _Expressio de P-selectina
ADP EPI ADP EPI
IDJ1 67,4 79,4 51,4 69,2
IDJ2 87,5 72,7 75,0 52,1

A porcentagem de inibi¢@o da expressdo de PAC1 e CD62P foi calculada a partir
das intensidades de fluorescéncia médias obtidas apds a fusdo dos arquivos das
duplicatas com a ferramenta File Merge, disponivel no sofiware Infinicyt. ADP -
difosfato de adenosina (6 uM); EPI - epinefrina (6 pM).

Fonte: Elaboragio Propria
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Figura 14- Efeito de IDJ1 e IDJ2 na expressio membranar da Gpllb/Illa
ativada (PAC1) e de P-selectina (CD62P) em plaquetas estimulados por ADP
e epinefrina
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Painel A: Histogramas do efeito de IDJ1 na expressdo de PAC1 e de CD62P.
Painel B: Histogramas do efeito de IDJ2 na expressdo de PAC1 e de CD62P.
Verde - controle (DMSO 0,6 %); Vermelho — Replicata 1; Azul — Replicata 2;
ADP - difosfato de adenosina (6 uM); EPI - epinefrina (6 uM).
Fonte: Elaborag@o Propria
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5.3.4 Avaliacio de hemocompatibilidade de IDJ1 e IDJ2 pelo teste de
hemolise

O ensaio de hemolise foi avaliado através da mensuracdo de
hemoglobina liberada devido a ruptura da membrana eritrocitaria apos um
periodo de incubagdo de uma hora com cada um dos compostos. Na
concentracao de 500 uM, os compostos IDJ1 (1,4 + 0,1 %) e IDJ2 (2,6 +
2,7 %) causaram pequena hemolise. Contudo, na concentragdo de 1000
uM, os compostos IDJ1 e IDJ2 causaram hemdlise um pouco mais
intensa, de 13,5+ 4,4 % e 7,2 + 3,6 %, respectivamente. Os resultados
destes experimentos estdo representados de maneira qualitativa na Figura
15.

Figura 15 - Efeito hemolitico de IDJ1 e IDJ2

IDJ1 IDJ2
CN CP 500 uM 1000 uM| CN CP 500 uM 1000 uM

' ' .;
IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo0-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; CN - Controle negativo (0 % hemdlise);
CP - Controle positivo (100 % hemolise). Imagens ilustrativas de um experimento

de trés.
Fonte: Elaboragio Propria

5.3.5 Efeito de IDJ1 e IDJ2 em células mononucleares de individuos
clinicamente saudaveis

Com o intuito de investigar o possivel efeito citotoxico de IDJ1 e
IDJ2, células mononucleadas de sangue periférico de seis individuos
saudaveis foram incubadas com 500 uM de cada composto por 24 horas.
Conforme pode ser observado na Figura 16, a viabilidade celular apos 24
horas do tratamento com IDJ1 (49,1 £ 6,2 %) e IDJ2 (84,3 = 3,7 %)
reduziu significativamente. O solvente DMSO 0,6 % ndo apresentou
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle de células sem
tratamento (dado ndo mostrado).
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Figura 16 - Efeito citotéxico de IDJ1 (500 pM) e IDJ2 (500 pM) sobre células
mononucleadas de individuos clinicamente saudaveis
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Controle - DMSO 0,6 %; IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 -
(E)-1-(5-metiltio-3-oxo-undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona. Os dados foram
expressos como média = desvio padrdo (N = 6) *Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (P < 0,05). Teste t de Student.

Fonte: Elaboragio Propria

5.3.6 Predicao da biodisponibilidade oral de IDJ1 e IDJ2

Os dois compostos isolados foram avaliados em fungdo de
pardmetros fisico-quimicos, a fim de estimar teoricamente suas
caracteristicas de solubilidade e permeabilidade nas membranas
bioldgicas. Dentre os dados obtidos no programa Molinspiration (Tabela
5) estdo o coeficiente de particdo octanol-dgua (miLogP), a massa
molecular, o nimero de grupamentos aceptores de ligagao de hidrogénio
(nON) e o numero de grupamentos doadores de ligacdo de hidrogénio
(nOHNH) que compdem a regra dos cinco de Lipinski, cujos valores sdo
multiplos do nimero cinco. Além destas, outras propriedades que ndo
fazem parte da regra dos cinco, mas sdo informagdes complementares
também sdo calculadas pelo programa, como o volume, nimero de
ligacdes rotativas (N rotb) e area de superficie polar topologica (TPSA).

Segundo os pardmetros componentes da regra dos cinco de
Lipinski, as moléculas de IDJ1 e IDJ2 possuem potencial
biodisponibilidade oral, pois violam apenas uma regra das cinco de
Lipinski e cols. (2001), eles possuem milogP maior do que 4,15.
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Diferentemente dos compostos avaliados no presente estudo, o0 AAS ¢ o
clopidogrel, duas moléculas com atividade antiagregante amplamente
administrados na clinica por via oral, ndo violam nenhuma regra.

Tabela 5 - Propriedades estruturais de IDJ1, IDJ2, AAS e clopidogrel
calculadas utilizando a plataforma Molinspiration Cheminformatics

Regra IDJ1 IDJ2 AAS Clopidogrel
*miLogP <4,15 7,64 7,66 1,43 4,13
N atomos - 26 28 13 22
*MM <500 398,68 446,79 180,16 335,86
*nON <10 2 2 4 3
*nOHNH <5 0 0 1 0
N rotb <10 19 21 3 4
Volume - 410,04 450,94 155,57 298,64
TPSA - 34,14 34,14 63,60 29,54
N violacdes <1 1 1 0 0

IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo0-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; AAS — acido acetilsalicilico; miLog P -
predicdo de LogP desenvolvida por Molinspiration (miLogP2.2 - Novembro,
2005); N atomos - nimero de atomos; MM - massa molecular; nON - ntimero de
N e O aceptores de ligacdo de H; nOHNH - niimero de NH e OH doadores de
ligacdo de H; N rotb - numero de ligacdes rotativas; TPSA - area de
superficie polar topologica; N violagdes - numero de violagdes da regra dos cinco
de Lipinski. * Parametros considerados por Lipinski na regra dos cinco.

Fonte: Elaboragio Propria
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6 DISCUSSAO

Processos patologicos que afetem os componentes hemostaticos
podem resultar em eventos hemorragicos ou complicacdes
tromboembolicas. No decorrer dos ultimos anos, as doengas
cardiovasculares representaram uma das principais causas de Obito e
invalidez no mundo. Esses eventos sdo considerados um problema de
saude publica, principalmente no Brasil, onde a elevada incidéncia,
morbidade e mortalidade de eventos tromboembdlicos e de suas
complicagdes estdo associados ao seu elevado custo para o SUS (WEITZ;
EIKELBOOM, 2016).

Atualmente, os eventos tromboéticos podem ser prevenidos e
tratados com medicamentos antiagregantes ou anticoagulantes. Dentre
eles, destacam-se os antiplaquetarios, onde se incluem o AAS e o
clopidogrel, e os medicamentos anticoagulantes, como os antagonistas da
vitamina K ¢ os inibidores indiretos do fator Xa (KIM etal., 2010; SURIN
et al., 2010). No entanto, ndo existe ainda uma terapia eficiente e segura
para o tratamento destes disturbios (BAGLIN, 2013).

Por essa razdo, ainda se faz necessaria a busca por novas
moléculas que apresentem efeito antitrombotico e anticoagulante, mas
que sejam clinicamente seguras, eficazes, com melhor custo-beneficio e
de simples monitoriza¢do laboratorial (KIM et al., 2010; SURIN et al.,
2010; BAGLIN, 2013). Nesse contexto, os produtos naturais sdo uma area
de grande interesse hoje e o ambiente marinho, por ser uma importante
fonte de moléculas bioativas, vem sendo explorado (MOHAMED;
HASHIM; RAHMAN, 2012; KU et al., 2013).

O ambiente marinho abrange uma série de macro e
microrganismos que desenvolveram habilidades metabolicas para
garantir sua sobrevivéncia em habitats diversos e hostis, resultando na
biossintese de uma série de metabolitos com estruturas quimicas Unicas,
que desempenham atividades especificas e que, por vezes, sdo sem
precedentes no ambiente terrestre (MARTINS et al., 2014).

Alguns destes produtos marinhos também apresentam atividades
farmacologicas, como antiviral (CIRNE-SANTOS et al., 20006),
antiofidica (DOMINGOS et al., 2011) citotoxica, (AZEVEDO et al.,
2008), anti-inflamatéria, antiangiogénica, (CUMASHI et al., 2007),
anticoagulante (MOURA et al., 2014) entre outras, o que demonstra seu
potencial como fonte de novos compostos com atividades bioldgicas.
Desta forma, moléculas bioativas de origem marinha t€m sido
amplamente estudadas quanto as suas atividades sobre as plaquetas e



74

sobre a coagulacdo, na procura por novos protétipos para o
desenvolvimento de terapias antitromboticas (MARTINS et al., 2014).

A alga Dictyopteris jolyana ¢ uma alga marinha parda
pertencente a familia Dictyotaceae. Este género encontra-se amplamente
distribuido no Oceano Atlantico, Indico e Pacifico e parece ter maior
nimero de espécies nos oceanos tropicais (GUIRY, 2005; NUNES;
PAULA, 2006). O grupo Dictyopteris ¢ produtor de sesquiterpenos,
esteroides e substancias com enxofre (VALLIM et al., 2005; TEIXEIRA,
2013), que possuem atividade citotoxica, antibacteriana, antimalarica,
entre outras ja relatadas na literatura (SIAMOPOULOU et al., 2004;
JONGARAMRUONG; KONGKAM, 2007).

Nesse contexto, o presente trabalho investigou a atividade de
extrato bruto, de fragdes e de compostos isolados de D. jolyana sobre a
agregacdo plaquetaria e coagulacdo sanguinea humana, pois estudos
anteriores realizados pelo nosso grupo demonstraram que extratos brutos
de Canistrocarpus cervicornis possuem um importante potencial
antiagregante (HINKE, 2016), o que sugere que outras algas pertencentes
a mesma familia, como o género Dictyopteris, possam apresentar
atividade semelhante. Com o intuito de verificar a hipotese de que D.
jolyana possui potencial atividade sobre a hemostasia humana, foi
realizada uma triagem inicial com o extrato bruto da alga (EDJ), em que
se avaliou se o tratamento da amostra com EDJ era capaz de alterar
significativamente a hemostasia secundaria (TP e TTPa) ou a hemostasia
primaria (agregacdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina). Os
resultados mostraram que EDJ ndo prolongou de forma significativa os
tempos de TP e TTPa (Tabela 1), o que sugere que esse extrato ndo tem
efeito nas vias da coagulacdo sanguinea humana.

Com relagdo a agdo sobre a hemostasia primaria, EDJ foi capaz
de inibir em 80,5 % a agregacao plaquetdria induzida por ADP. Quando
foi utilizada a epinefrina como agonista, EDJ também inibiu
significativamente a agregacdo plaquetaria (33,0 %).

As interagdes que iniciam e envolvem os processos de
coagulacdo sanguinea e de agregacdo plaquetaria sdo muito diferentes
entre si (LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013) o que torna admissivel
que substancias que atuem sobre uma fase da hemostasia ndo apresentem
efeito semelhante sobre a outra fase. Estudos ja mostraram que extratos
brutos de plantas que apresentaram atividade antiagregante, ndo atuavam
sobre a coagulacdo (NEIVA et al., 2008; LEE et al., 2013), ¢ o contrario
também ocorreu em outro trabalho (ROBERT et al., 2010). Contudo,
considerando-se que os extratos brutos sdo constituidos por uma mistura
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de compostos, alguns estudos encontraram extratos brutos que
apresentavam as duas atividades simultaneamente (LAU et al., 2009;
MOURA etal., 2011; KIM, 2011). Um desses trabalhos foi o de Moura e
cols. (2011), que demonstraram que extratos brutos de algas pardas,
incluindo algas do género Dictyota, tinham atividade anticoagulante e
antiagregante. Contudo, nesse mesmo estudo, apenas um dos sete extratos
brutos avaliados foi capaz de inibir a agregacdo plaquetaria estimulada
por ADP, sendo que a inibi¢do foi de apenas 20 % (MOURA et al., 2011),
inferior a encontrada no presente estudo. Essa diferenca do potencial
antiagregante dos extratos brutos pode estar relacionada a alguns fatores,
como a espécie da alga, o sitio de coleta do espécime e o método de
obtengdo do extrato bruto.

Apesar de EDJ ser capaz de inibir a agregacdo induzida tanto por
ADP quanto por epinefrina, o perfil das suas curvas de agregacio difere
entre si (Figura 10). De modo geral, para que a agregacdo plaquetaria
ocorra, ¢ necessaria a ativagdo das vias mediadas por Gq ¢ Gi
(PULCINELLI et al., 1999; WOULFE; YANG; BRASS, 2001). O ADP
¢ capaz de promover a ativagdo desses dois mediadores através da sua
ligagdo com os receptores P2Y; e P2Yi,, respectivamente. Em
circunstincias normais, o receptor P2Y 1, € responsavel por amplificar e
estabilizar a agregacdo plaquetaria passageira que ¢ iniciada por P2Y;
(WOULFE; YANG; BRASS, 2001; BROOS, 2011; CATTANEO, 2015).
Dessa forma, plaquetas de individuos que apresentam deficiéncia de
P2Y, quando estimuladas com ADP, s3o incapazes de mudar de forma
ou agregar adequadamente, apresentando percentuais de agregacdo
diminuidos. Por outro lado, pacientes com deficiéncia de P2Yi»
apresentam apenas uma agrega¢do fraca e transitoria, e auséncia de
secre¢do em resposta a uma alta concentragdo de ADP (HARRISON et
al., 2011; DAWOOD et al., 2012). Ao observar o perfil da curva de
agregacdo de ADP (Figura 10), percebe-se que EDJ foi capaz de inibir a
segunda onda e reverter parcialmente a primeira onda de agregacgio, o que
sugere que ndo houve uma adequada ativagdo de P2Y1,. Essa hipotese é
reforgada pela observacdo do perfil da curva de agregag@o estimulada por
epinefrina, em que houve apenas a diminui¢do da amplitude da segunda
onde de agregacdo. A epinefrina ativa plaquetas via receptores o2-
adrenérgicos, que sdo acoplados a proteina G;. Com isso, todas as fungdes
exercidas por P2Y» podem ser mimetizadas pelos receptores de
epinefrina (DORSAM; KUNAPULI, 2004; BROOS, 2011), o que
possibilita que ocorra agregacdo plaquetaria mesmo na deficiéncia de
P2Y 2. Contudo, uma vez que P2Yi, estd envolvido nos processos de
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amplificac¢@o de sinal de agregacdo iniciada por outros agonistas, como a
epinefrina, a deficiéncia desse receptor gera perfis hipoagregantes quando
outros agonistas que nao o ADP sao utilizados (HARRISON et al., 2011;
DAWOOD et al., 2012; CIMMINO; GOLINO, 2013; CATTANEO,
2015), o que explicaria porque EDJ foi capaz de inibir significativamente
a agregacdo induzida por epinefrina, mas ndo inibir a primeira onda de
agregacdo. Entretanto, deve-se ressaltar que os extratos brutos de plantas
sdo uma mistura de compostos que podem atuar de forma sinérgica ou em
multiplas vias bioquimicas, ¢ a analise dos resultados do presente estudo
ndo permite afirmar que EDJ também ndo interfira em outras vias de
sinalizagdo, o que também explicaria a diferenca de atividade
antiagregante para os dois agonistas.

Tendo em vista seu potencial antitrombdtico, foram avaliados os
efeitos de cinco fragdes de EDJ sobre a agregacdo plaquetaria (Figura 11).
Todas as fracdes inibiram significativamente a agregacdo induzida por
ADP e epinefrina, sendo que a fragdo FDJ2 foi a que apresentou menor
atividade antiagregante para os dois estimulos utilizados. A fragdo FDJ5
foi a que melhor inibiu a agregacdo induzida por ADP, no entanto, sua
capacidade de inibir a agregagdo estimulada pela epinefrina foi
equivalente a apresentada pelas fragdes FDJ1 e FDJ4. Esses resultados
indicam que todas as fragdes testadas apresentam em sua composi¢do uma
ou mais substincias que sdo capazes de inibir a agregacdo plaquetaria
induzida por ADP e epinefrina, e, muito provavelmente, os mecanismos
de inibi¢do das fragdes sdo semelhantes ao de EDJ, ou seja, através da
inibigdo de P2Y 2. No entanto, aparentemente, a fragdo FDJ5 apresenta
maior concentragdo de compostos ativos, ou é constituida de compostos
que sdo mais eficazes em inibir a agregacdo induzida por ADP. Apesar
dos resultados promissores, ndo foi possivel dar continuidade a
investigacdo da atividade antiagregante de FDJS devido ao seu baixo
rendimento.

Diante disso, a fracdo FDJ1 foi considerada a mais promissora
para dar continuidade as investigagdes, uma vez que, além de inibir
significativamente a agregacdo plaquetaria, também teve um bom
rendimento ¢ um perfil cromatografico interessante, uma vez que parecia
ser rico em substancias sulfatadas (dados ndo mostrados). A presenca de
enxofre é promissora, uma vez que ele é essencial para a agdo do
clopidogrel e da ticlopidina, que sio dois farmacos antiagregantes
amplamente utilizados na clinica, e com mecanismos de a¢do semelhantes
ao proposto para EDJ e FDJ1. O clopidogrel e a ticlopidina sdo pro-
farmacos que precisam ser metabolizados através de duas etapas pelos
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hepatdcitos para gerarem metabolitos que possuem um grupamento tiol
que ira se ligar e inibir irreversivelmente aos receptores P2Yi»
(ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; MASENENTI et al., 2012). A partir
de FDJ1 foram isolados dois compostos, IDJ1 e IDJ2.

Os compostos isolados IDJ1 e IDJ2 foram capazes de inibir a
agregacdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina (Tabela 2), o que
indica que eles podem estar dirctamente realcionados a inibicdo da
agregacdo plaquetaria observada quando o PRP foi tratado com EDJ e
FDJ1.

Com o intuito de comegar a entender o0 mecanismo de ac¢do dos
dois compostos, além de ADP e epinefrina, foram incluidos no estudo
outros agonistas com diferentes alvos e vias de ativacdo plaquetaria: AA,
colageno e PAF. E importante ressaltar que o AA por si s6 ndo ¢ capaz de
causar ativagdo plaquetaria, entretanto, ele serve como substrato para a
enzima COX1 plaquetaria, que desencadeia a sintese de prostaglandinas.
A enzima tromboxano sintetase por sua vez age sobre essas
prostaglandinas, produzindo TXA2, que ¢ capaz de ativar plaquetas
através de receptores acoplados a proteina Gq e Gi3 (BROOS et al., 2011).

Como pode ser observado na Tabela 2, IDJ1 inibiu de forma
significativa a agregagdo plaquetaria induzida por todos os agonistas
testados. Quando comparadas as Clso encontradas para IDJ1 no presente
trabalho (Tabela 3), observa-se que as Clso para ADP, epinefrina e PAF
foram muito semelhantes, enquanto a de colageno e AA foram a menor e
a maior de todas, respectivamente. IDJ2, por sua vez, ndo foi capaz de
inibir significativamente a agregacdo induzida por colageno e PAF
(Tabela 2), e, mesmo quando a inibi¢ao foi significativa, suas Clso foram
maiores do que as calculadas para IDJ1. A compilagdo dos resultados
permite concluir que o composto IDJ1 é um antiagregante mais potente
quando comparado com IDJ2. Ao observar a estrutura propostas desses
compostos (Figura 8), nota-se que a diferenca entre eles é que IDJ1 é um
homodimero, enquanto IDJ2 é um heterodimero, cujo dimero dois possui
um grupamento metiltio no carbono 5 ao invés de uma dupla ligagdo entre
os carbonos 4 e 5. Dessa forma, sugere-se que a diferenca de potencial
antitrombotico de IDJ1 e IDJ2 esteja relacionada com a presenca da dupla
ligac@o no dimero dois de IDJ1.

Nao foram encontrados na literatura investigada outros trabalhos
que avaliassem a atividade desses mesmos compostos ou de outros
dissulfetos sobre a hemostasia humana. Contudo, um estudo realizado por
Moura e cols. (2014) avaliou o efeito antiagregante de diterpenos isolados
de Dictyota menstrualis. Nesse estudo, demonstrou-se que o dicotomatol,



78

um composto isolado dessa alga, inibiu a agregacdo induzida por
colageno de maneira concentragdo-dependente, com Clso de 1060 uM
(MOURA et al., 2014), que € superior a encontrada para IDJ1 no presente
estudo.

Ao avaliar os perfis das curvas de agregacdo gerada pelos
agonistas, percebe-se que o tratamento com IDJ1 e IDJ2 inibiu a segunda
onda de agregagdo, mas ndo interferiu com a primeira (Figura 13). A
segunda onda observada nas figuras de porcentagem de transmitancia de
luz corresponde a etapa de amplificagdo de sinal, liberagdo do contetido
de granulos e agregacdo plaquetaria (GURNEY, 2016). Dessa forma, o
perfil apresentado pelas curvas sugere que as vias de amplificag@o de sinal
pro-agregante podem estar sendo bloqueadas.

Como anteriormente mencionado, para que a agregagio
plaquetaria ocorra, € necessaria a ativagdo das vias mediadas por Gq e G;,
sendo que o ADP ativa esses dois mediadores via receptores P2Y; e
P2Y 12, respectivamente (PULCINELLI et al., 1999; WOULFE; YANG;
BRASS, 2001; BROOS et al., 2011). O PAF os ativa através de seus
receptores especificos, contudo a agdo do PAF ocorre principalmente via
Gy, € a via sinalizagdo iniciada por G; é considerada menor, o que torna
esse agonista dependente da secregdo de ADP (RAO et al., 1984; SINGH
et al., 2013). Os receptores de epinefrina sdo capazes de ativar apenas Gi,
e os receptores de TXA?2 (gerado a parti do AA) se acoplam apenas a Gq,
o que faz com que a agregacdo induzida por esses dois agonistas também
seja dependente da secregdo e da acdo do ADP sobre os seus receptores
(WOULFE; YANG; BRASS, 2001; BROOS et al., 2011). Os receptores
de colageno ndo sdo acoplados a proteina G, contudo eles sdo capazes de
desencadear uma cascata de sinaliza¢@o que, assim como Gg, ativa PLC.
Dessa forma, o colageno também necessita do ADP para auxiliar na
ativacdo plaquetaria (RIVERA et al., 2009; DAWOOD et al., 2012). Uma
vez que todos os agonistas utilizados necessitam da agdo de ADP sobre
os receptores P2Y para que ocorra uma completa ativagdo e agregacao
plaquetaria, acredita-se que provavelmente, assim como EDJ e as fragdes,
IDJ1 e IDJ2 estejam atuando sobre o receptor P2Y> e suas vias de
sinalizag@o.

Com a percepgdo de que os compostos isolados poderiam estar
inibindo a agregagdo através do bloqueio das vias de ativagdo e secrec¢ao
plaquetaria, investigou-se se o tratamento das plaquetas com IDJ1 e IDJ2
diminuia a expressdo de marcadores de ativagdo e secre¢do de plaquetas.
Dessa forma, no presente trabalho, foi avaliado o efeito dos compostos
isolados de D. jolyana na ativagdo de Gpllb/Illa (PAC1) e na expressio
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membranar de P-selectina (CD62P) quando as plaquetas eram expostas
ao ADP e a epinefrina.

A ativacdo e posterior degranulagdo plaquetaria provoca a
liberagdo de ions e proteinas na circulagdo sanguinea, enquanto este
processo também altera a composicdo da membrana plaquetaria e resulta
na expressdo superficial da P-selectina e um aumento no nimero de
moléculas de receptor de integrina Gpllb/Illa. A exposi¢do da P-selectina
se da apos a ativagdo plaquetaria, sendo crucial para o recrutamento de
leucécitos para locais de lesdo vascular e a formagdo de agregados de
leucdcitos-plaquetas, enquanto também ¢é importante para a interagdo
plaquetaria com o endotélio (STENBERG et al., 1985; KUTLAR;
EMBURY, 2014). Apdés a ativacdo plaquetdria, também ocorre a
alteragdo da conformagdo do receptor Gpllb/Illa (ativagdo), o que
aumenta a sua afinidade por moléculas de fibrinogénio e facilita a
agregacdo com plaquetas adjacentes por ligacdo ao fibrinogénio. Todos
esses eventos estdo associados com a segunda onda de agregacdo
observada na agregometria (NIESWANDT, 2003; JACKSON, 2007,
CIMMINO; GOLINO, 2013).

De maneira geral, os resultados mostraram que os compostos IDJ1
e IDJ2 inibiram em mais de 50 % a ativacdo da Gpllb/Illa e a expressdo
membranar de P-selectina apos o estimulo com ADP ou epinefrina
(Figura 14). No entanto, estudos desse tipo com substincias isoladas de
algas marinhas ndo foram encontrados na literatura. No entanto,
Kontogianni e cols. (2016) avaliaram o efeito de compostos isolados de
folhas de Olea europaea L. na agregacdo plaquetaria e na expressdo de
P-selectina ¢ de Gpllb/Illa ativada. Eles encontraram resultados um
pouco inferiores, em que o eritrodiol, na concentragdo de 410 pM, inibiu
a agregacdo plaquetdria em 42 %, a ligagdo com PAC1 em 22 % e a
expressdo de P-selectina em 31 % quando o ADP foi usado como
agonista.

Os resultados de agregagdo plaquetaria e citometria de fluxo
sugerem que IDJ1 e IDJ2 sdo capazes de inibir a ativagdo, secregdo e
agregacdo plaquetaria pela inibicdo das vias de sinalizagdo de P2Y .
Entretanto, mais estudos devem ser realizados a fim de investigar por
quais mecanismos de sinalizagdo intracelular IDJ1 e IDJ2 estariam
atuando, bem como elucidar a relacdo entre esses mecanismos € a
diferenga estrutural dos compostos.

Devido a promissora atividade antiagregante de IDJ1 e IDJ2,
considerou-se interessante verificar se eles tinham potencial para serem
utilizados em testes in vivo. Dessa forma, foi avaliada a
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hemocompatibilidade, a citotoxicidade e a biodisponibilidade oral desses
compostos isolados.

As hemacias sdo um dos principais componentes sanguineos ¢ um
dos primeiros elementos com que compostos ou substancias entram em
contato apds administragdo sist€émica. Dessa forma, os ensaios de
liberagdo de hemoglobina in vitro (teste de hemolise) foram utilizados
para quantificar o efeito prejudicial que IDJ1 e IDJ2 teriam sobre a
membrana dos eritrocitos. Segundo o Standard Practice for Assessment
of Hemolytic Properties of Materials (2008 apud BAUER et al., 2012),
moléculas que causam uma hemolise de 0,0 - 2,0 % sdo classificadas
como nao hemoliticas, enquanto uma hemolise de 2,0 - 5,0 %, e uma
maior que 5,0 % sdo classificadas como ligeiramente hemoliticas e
hemoliticas, respectivamente. Dessa forma, quando IDJ1 e IDJ2 foram
avaliados em concentragdes proximas as de suas Clso (500 uM), IDJ1 foi
classificado como ndo hemolitico (1,4 + 0,1 %) e IDJ2 como ligeiramente
hemolitico (2,6 £ 2,7 %). Apenas quando testados no dobro da sua Clso
(1000 uM) é que eles geraram hemolises significativas. Os resultados
indicam que IDJ1 ¢ um candidato em potencial para a realizagdo de
ensaios in vivo, desde que utilizado em concentragdes proximas a sua
Clso.

Outra importante avaliagdo que deve ser feita em compostos com
potencial para serem utilizados em ensaios in vivo € se eles sdo citotoxicos
para células saudaveis. Dessa forma, foi avaliada a viabilidade de células
mononucleares apés 24 horas de incubagdo com os compostos. Tanto
IDJ1 quanto IDJ2 apresentaram um efeito citotoxico significativo na
concentracdo de 1000 pM (Figura 16). Contudo, medicamentos ja
empregados na clinica também apresentam tal efeito e isso ndo impediu
a sua utilizagdo. Maseneni e cols. (2012) demonstraram que o clopidogrel
e a ticlopidina apresentam mielotoxicidade significativa a partir de
concentracdes de 10 pM. Zahno e cols. (2013) avaliaram a
hepatotoxicidade do clopidogrel e mostraram que esse apresentava efeito
citotoxico significativo em células HepG2 que superexpressavam
CYP3A4 em concentragdes de 10 uM ou mais. No presente estudo, os
compostos isolados foram testados em concentragdes muito superiores as
avaliadas por Maseneni e cols. (2012) e por Zahno ¢ cols. (2013). Dessa
forma, apesar da citotoxicidade apresentada por IDJ1 e IDJ2, acredita-se
que esses ainda possam ser testados in vivo.

A solubilidade e permeabilidade de IDJ1 e IDJ2 foram estimadas
de acordo com alguns parametros fisico-quimicos propostos por Lipinski
e cols. (2001). A regra dos cinco de Lipinski estabelece alguns pardmetros
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estruturais relevantes para a predicdo tedrica do perfil de
biodisponibilidade oral de farmacos, predizendo a influéncia da estrutura
quimica na absor¢ao de um determinado composto. Esta regra foi assim
denominada, pois todos os valores envolvidos sdo multiplos do nimero
cinco (LIPINSKI et al., 2001).

De acordo com a regra, uma molécula candidata a farmaco sera
provavelmente ativa oralmente se apresentar 10 ou menos grupos
aceptores de ligacdo hidrogénio (nON); cinco ou menos grupos doadores
de ligacao hidrogénio (nOHNH); se sua massa molecular (MM) for menor
ou igual a 500 g/mol; e seu coeficiente de parti¢ao octanol-agua (Clog P)
menor ou igual a cinco (ou miLog P <4,15). Quando um composto viola
mais de um desses pardmetros, ha uma alta probabilidade de que
problemas de atividade serfo encontrados (LIPINSKI et al., 2001). A
“regra dos cinco” baseia-se na distribui¢do de propriedades calculadas
entre diversos farmacos, entretanto alguns farmacos pertencentes a
algumas classes como, antibidticos, glicosideos cardiacos e vitaminas ndo
cumprem esses requisitos. Diante disso, Lipinski e cols sugeriram em
2001 que essas poucas classes terapéuticas que violam a “regra dos cinco”
contém farmacos oralmente ativos devido a propriedades estruturais
caracteristicas de substratos para transportadores biologicos.

As moléculas de AAS e clopidogrel ndo violam nenhum dos cinco
pardmetros, o que justifica o uso desses farmacos por via oral. As
moléculas IDJ1 e IDJ2 violam apenas uma regra das cinco de Lipinski.
Elas possuem miLogP maior do que 4,15 (Tabela 5), o que mostra que as
moléculas de IDJ1 e IDJ2 sdo mais lipofilicas que hidrofilicas. Isso aponta
que essas moléculas podem se ligar com maior facilidade as proteinas
plasmaticas, e isso pode facilitar a distribuicdo do composto pelo
organismo. O numero de grupos aceptores ¢ doadores de ligacdo de
hidrogénio, e a massa molecular estdo em concordancia com a regra. O
peso molecular menor do que 500 também indica que essas moléculas
podem ser facilmente transportadas e difundidas quando comparadas com
moléculas maiores. Portanto, apenas uma violagdo ndo inviabilizaria o
uso de IDJ1 e IDJ2, e por isso sugere-se que essas s3o moléculas com
potencial biodisponibilidade oral.

Abordagens tedricas sdo estratégias importantes na etapa inicial
nos estudos de novos farmacos. A avaliagdo teodrica fornecida pelo
programa Molinspiration ¢ uma predigdo, no entanto os resultados
obtidos refor¢am que os compostos isolados estudados sdo moléculas
potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos antitrombéticos.
Além disso, a partir desses resultados, pode-se sugerir o uso da estratégia
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de modelagem molecular para realizar mudangas estruturais e assim
aprimorar o perfil farmacologico e toxicoldgico desses compostos.

Por fim, os resultados do presente trabalho apontam que IDJ1 e
IDJ2 isolados de D. jolyana ndo demonstraram ter efeito sobre a
coagulagdo e apresentaram efeito antiplaquetario, sendo que esse efeito
estd provavelmente relacionado com a inibi¢ao de P2Y 12, 0 que gera uma
menor ativagdo plaquetaria. Do ponto de vista farmacologico, seria
interessante uma molécula com alta atividade antiplaquetaria, mas baixo
efeito anticoagulante, ou que ndo atue sobre todas as vias da cascata da
coagulagdo ou mecanismos de agregacao plaquetaria, pois seu risco de
hemorragia seria reduzido, o que ¢ desejavel, uma vez que a hemorragia
¢ um dos efeitos adversos mais importantes dos atuais medicamentos
antitrombéticos (KEI et al., 2011; HOFFBRAND; MOSS, 2013). Por
isso, uma molécula candidata ao desenvolvimento de um farmaco
antitrombotico deve ter efeito antiplaquetario e/ou anticoagulante, mas
também deve ser segura e ndo induzir efeitos adversos em seres humanos.

Dessa forma, apesar de serem necessarios futuros estudos in vitro
e in vivo para elucidar completamente o mecanismo de ago e os possiveis
efeitos toxicos de IDJ1 e IDJ2, os resultados do presente trabalho indicam
que estas moléculas podem ser utilizadas como prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos.
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7 CONCLUSAO

A compilagdo dos resultados do presente estudo permite concluir
que:

¢ EDJ ndo parece ter potencial anticoagulante, uma vez que nao
promoveu um prolongamento clinicamente relevante em TP e TTPa;

e O extrato bruto de D. jolyana (EDJ) apresenta atividade
antiagregante, pois inibiu de maneira significativa a agregagdo
plaquetaria induzida por ADP e por epinefrina;

e Todas as fragdes inibiram significativamente a agregagdo
plaquetaria induzida por ADP e epinefrina. A fracdo FDJ2 de D. jolyana
foi a que apresentou menor atividade antiagregante para todos os
agonistas, e FDJS5 foi a que melhor inibiu a agregacédo induzida por ADP;

o A fracdo FDJ1 foi considerada a mais promissora para dar
continuidade as investigagdes, uma vez que, além de inibir
significativamente a agregacdo plaquetaria, também teve um bom
rendimento e um perfil cromatografico interessante;

¢ O composto isolado IDJ1 inibiu de forma significativa a
agregacdo plaquetaria induzida por todos os agonistas testados, enquanto
IDJ2 inibiu apenas a agregacdo induzida por ADP, epinefrina e AA;

o As Clso de IDJ1 foram mais baixas que as de IDJ2, sendo que a
do colageno foi a menor de todas (319,2 + 7,5 uM);

¢ IDJ1 apresentou melhor atividade antiagregante do que IDJ2, e
isso parece estar relacionado com a presenca da dupla ligagdo entre os
carbonos 4 ¢ 5 no dimero dois de IDJ1;

e Os compostos IDJ1 e IDJ2 inibiram em mais de 50 % a ligacao
com PACI e a expressdao membranar de P-selectina apds o estimulo com
ADP e com epinefrina;

¢ IDJ1 e IDJ2 causaram baixa toxicidade sobre as hemacias, porém
diminuiram significativamente a viabilidade de células mononucleares
saudaveis em ensaios in vitro;

e Estudos in silico utilizando o sofiware Molinspiration sugerem
que as moléculas de IDJ1 e IDJ2 possuem biodisponibilidade oral
segundo a “regra dos cinco” de Lipinski;

Com a realizagdo desse trabalho, sugere-se que o efeito inibitorio
causado por IDJ1 e IDJ2 sobre a agregacdo plaquetaria seja devido a
interacdo desses compostos com os receptores P2Y 1>, uma vez que a
inibicdo da agregacdo parece estar envolvida com o impedimento do
sistema de amplificacdo e sinergismo plaquetario. Estes resultados
evidenciam a potencial utilizagdo de moléculas provenientes de D.
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jolyana como prototipos no desenvolvimento de novos farmacos
antitromboticos.
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8 PERSPECTIVAS

e Investigar quais constituintes da fragdo FDJ5 s@o responsaveis
por seu efeito antiagregante;

o Avaliar a secregio de granulos densos com o teste da Mepacrina;

o Analisar a fosforilagdo das vias de sinaliza¢do relacionadas a
P2Y 1, pela técnica de Western Blotting;

o Verificar a expressdo de fosfatidilserina em plaquetas ativadas
para verificar a agdo de IDJ1 e IDJ2 sobre a ativagdo de P2Y2;

e Estudar o efeito de IDJ1 e IDJ2 em ensaios com modelos de
trombose in vivo;

¢ Realizar estudos de modelagem molecular e investigar a relagao
estrutura x atividade de IDJ1 e IDJ2.
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Titulo da Pesquisa: Analise de Mecanismos Trombaéticos e Antitrombéticos em Individuos Adultos
Pesquisador: Ana Carolina Rabello de Moraes

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 32934714.0.0000.0121

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 831.351
Data da Relatoria: 13/10/2014

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um Projeto do Departamento de Analises Clinicas intitulado Analise de Mecanismos
Trombéticos e Antitrombéticos em Individuos Adultos

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar mecanismos trombéticos e antitromboéticos em individuos adultos com e sem histéria clinica ou
familiar de trombofilia.

Objetivo Secundario:

- Estudar o efeito de compostos sobre a agregacéo plaquetaria;- Avaliar a agdo de compostos sobre a
coagulacéo sanguinea humana;- Verificar a prevaléncia de anormalidades que predispéem a trombofilia em

individuos adultos saudaveis e em pessoas com histéria clinica e familiar de trombofilia.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Sim, existem os riscos de procedimentos de coleta de sangue, possiveis constrangimentos durante a
entrevista e/ou quebra de confidencialidade dos dados coletados. No entanto, estes riscos seréo
potencialmente reduzidos pelos pesquisadores: A coleta de sangue sera realizada em ambiente adequado e
pela equipe da pesquisa que tomara todos os cuidados necessarios para que ¢ (a)
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Senhor(a) tenho o minimo de desconforto. Apesar disto, podera haver a possibilidade de formacéo de
hematoma (manchas escuras) e sensagéo dolorosa no local da coleta. Se isso acontecer, a equipe da
pesquisa tomara as medidas necessarias para diminuir este desconforto. A entrevista para a coleta de
algumas informacdes (uso de
medicamentos, realizacdo de exercicios fisicos e histérico familiar) sera realizada em ambiente tranquilo e
discreto, sempre respeitando a individualidade e as necessidades de cada paciente. Sera assegurado o
direito a ndo responder a qualquer pergunta se achar que ela é muito pessoal ou se sentir desconfortavel
em falar. Os dados retirados do prontuédrio médico seréo armazenados e manuseados com todo cuidado
somente pelos pesquisadores para reduzir o risco de quebra de sigilo.
Beneficios:
Os participantes talvez ndo tenham beneficio imediato com o estudo, entretanto com a concluséo desse
trabalho serd determinada a prevaléncia das
anormalidades que predispdem a trombofilia na populacdo do municipio de Floriandpolis, uma informagdo
que atualmente & desconhecida e que
poderéa auxiliaré os clinicos no manejo dos pacientes com tendéncia & trombose. Além disso, também se
espera que ao fim desse trabalho sejam identificados novos compostos com propriedades terapéuticas e
que representem um avanco em direcdo ao desenvolvimento de novos farmacos antitrombéticos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto mostra-se adequado tedrica e metaodologicamente para ser executado na pratica
Consideragdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
Foram apresentados os documentos para submisséo e avaliacdo no CEPSH UFSC Relatério, Projeto,
Declara¢éo Instituicdo, TCLE, Cronograma, Folha de Rosto
Recomendacoes:
Embora o pesquisador tenha adequado o TCLE recomendamos que coloque no texto do TCLE que o
projeto atende a Resolucdo 466/2012 CNS/MS e conta com aprovagéo do CEPSH/UFSC endereco email e
telefone do CEP que o TCLE SERP\ IMPRESSO EM DUAS VIAS ASSINADAS E RUBRICADAS FICANDO
uma em poder do participante.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Concluo indicando aprovagéo sugerindo que o pesquisador atenda a recomendacéo de inserir no
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texto as informagdes sugeridas pelo relator.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da COMEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 14 de Outubro de 2014

Assinado por:

Washington Portela de Souza
(Coordenador)
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and Miriam Falkenberg was presented 2z POSTER COMMUNICATION at the 10
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from September 3 to September 7, 2017 at the Orthodox Academy of Crete in
Kolymbari, Crete (Greece).
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