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RESUMO 
 
 
 

A trombose é um importante problema de saúde pública, uma vez que 
apresenta elevada incidência, morbidade e mortalidade. Os eventos 
trombóticos podem ser prevenidos e tratados com medicamentos 
antiagregantes ou anticoagulantes, no entanto, essas terapias têm 
limitações associadas, o que restringe o seu uso em algumas situações. 
Nesse contexto, os produtos naturais são uma área de interesse hoje e o 
ambiente marinho representa uma fonte de novas moléculas bioativas. 
Portanto, aqueles compostos que apresentam ação sobre a hemostasia 
humana sem quase nenhum potencial citotóxico podem representar um 
avanço no desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos e 
anticoagulantes, e auxiliar no tratamento e prevenção de eventos 
tromboembólicos. Diante disso, este trabalho teve como objetivo 
investigar o efeito sobre a hemostasia de um extrato bruto (EDJ), cinco 
frações (FDJ1-5) e dois compostos isolados (IDJ1-2) provenientes da alga 
marinha parda Dictyopteris jolyana. A atividade sobre a coagulação foi 
avaliada pelos testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de 
tromboplastina parcial ativada (TTPa). A ação antiagregante foi avaliada 
por turbidimetria utilizando-se ADP, epinefrina, ácido araquidônico 
(AA), colágeno ou fator de ativação plaquetária (PAF) como agonistas. 
Previamente à realização dos ensaios, as amostras de plasma pobre ou 
rico em plaquetas foram incubadas a 37 °C com EDJ, FDJ1-5, IDJ1-2 ou 
o veículo de dissolução (DMSO). EDJ não apresentou atividade 
anticoagulante significativa. No entanto, EDJ promoveu inibição 
significativa da agregação plaquetária induzida por ADP e epinefrina, e 
foi capaz de reverter parcialmente a primeira onda de agregação induzida 
por ADP. As frações e os compostos isolados também inibiram 
significativamente a agregação plaquetária. O composto IDJ1 teve CI50 
de 441,5 ± 4,8 µM para ADP, 407,3 ± 7,0 µM para epinefrina, 319,2 ± 
7,5 µM para colágeno e 410,4 ± 6,7 µM para PAF. IDJ2 apresentou menor 
atividade antiagregante, com CI50 de 476,1 ± 13,8 µM para epinefrina e 
maior que 500 µM para os demais agonistas. Os perfis das curvas de 
agregação indicam que o efeito inibitório de IDJ1 e IDJ2 está associado à 
inibição da segunda onda de agregação, o que sugere que IDJ1-2 estejam 
inibindo a ativação plaquetária através da inibição do receptor de ADP do 
tipo P2Y12 e de suas vias de sinalização. O efeito de IDJ1-2 sobre a 
ativação plaquetária foi avaliado por citometria de fluxo através da 
expressão de PAC1 e da expressão membranar de P-selectina. Os 



 
 

compostos IDJ1-2 inibiram em mais de 50 % a expressão desses 
marcadores, comprovando que sua atividade está relacionada com a 
inibição da ativação plaquetária. O efeito citotóxico de IDJ1-2 foi 
avaliado pelo teste de hemólise e efeito na viabilidade de células 
mononucleares saudáveis. IDJ1-2 causaram pequena hemólise e 
citotoxicidade significativa, contudo ao compará-los com fármacos de 
referência, conclui-se que esses resultados não 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 compilação dos resultados evidencia a utilização de 
moléculas provenientes de D. jolyana como protótipos no 
desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos. 
 
Palavras-chave: hemostasia, agregação plaquetária, 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 ºC 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 µM for ADP, 407.3 ± 7.0 µM 
for epinephrine, 319.2 ± 7.5 µM for collagen and 410.4 ± 6.7 µM for PAF. 
IDJ2 presented lower antiplatelet activity, with IC50 of 476.1 ± 13.8 µM 
for epinephrine and greater than 500 µM 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 INTRODUÇÃO 
 

A hemostasia é um mecanismo fisiológico complexo que envolve 
o equilíbrio entre as plaquetas e os fatores pró-coagulantes e 
anticoagulantes. Uma de suas funções é manter o sangue em estado fluido 
durante a circulação nos vasos sanguíneos e evitar sangramentos ao 
interromper a perda sanguínea decorrente de uma lesão vascular (KRIZ; 
RINDER; RINDER, 2009; REZENDE, 2010). 

Diante de um dano vascular, as plaquetas aderem ao sítio da lesão, 
são ativadas e formam o tampão hemostático primário que, 
posteriormente, é estabilizado por fibras de fibrina como consequência da 
ativação do sistema de coagulação. Após a cicatrização da lesão e 
regeneração do tecido, o coágulo de fibrina dissolve-se e o fluxo 
sanguíneo é restaurado (LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013). 

Quando algum dos mecanismos hemostáticos falha devido a 
anormalidades genéticas ou adquiridas, pode resultar em um evento 
hemorrágico ou complicações tromboembólicas (KRIZ; RINDER; 
RINDER, 2009). Na visão clássica sobre eventos trombóticos, as 
plaquetas têm um papel fundamental na trombose arterial, em 
contrapartida, a trombose venosa relaciona-se com distúrbios da 
coagulação plasmática. No entanto, a aterosclerose e a trombose estão 
relacionadas e compartilham riscos comuns (MONTORO-GARCIA et 
al., 2016). No decorrer dos últimos anos, as doenças cardiovasculares têm 
se tornado uma das principais causas de óbito e exigem um alto gasto para 
o Sistema Único de Saúde (SUS) brasileiro entre internações e tratamento 
dos pacientes (BRASIL, 2015). A elevada incidência, morbidade e 
mortalidade de eventos tromboembólicos e de suas complicações, 
associado ao seu elevado custo para o SUS, faz com que esses eventos 
sejam considerados um problema de saúde pública de grande importância 
(WEITZ; EIKELBOOM, 2016). 

Atualmente, os eventos trombóticos podem ser prevenidos e 
tratados com medicamentos antiagregantes ou anticoagulantes. Dentre 
eles, destacam-se os antiplaquetários, onde se incluem o ácido 
acetilsalicílico (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 têm limitações 
associadas, como uma janela terapêutica estreita, interações 
medicamentosas e alimentares importantes, plaquetopenia, e necessidade 
de monitorização laboratorial frequente. Portanto, a busca por novos 
fármacos antitrombóticos e anticoagulantes mais seguros, eficazes, com 
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melhor custo-benefício e de simples monitorização laboratorial ainda se 
faz necessária (KIM et al., 2010; SURIN et al., 2010; BAGLIN, 2013). 

No contexto da hemostasia, a busca por agentes antitrombóticos e 
anticoagulantes em produtos naturais representa uma área de grande 
interesse hoje. O ambiente marinho abrange uma série de organismos cujo 
desenvolvimento de habilidades metabólicas para garantia de sua 
sobrevivência em habitats diversos e hostis resultou na biossíntese de uma 
série de metabólitos com estruturas químicas únicas, e por vezes sem 
precedentes no ambiente terrestre, que desempenham uma vasta gama de 
atividades específicas (MARTINS et al., 2014). 

Alguns destes metabólitos também apresentam atividades 
farmacológicas, como antiofídica (DOMINGOS et al., 2011), citotóxica 
(AZEVEDO et al., 2008), anti-inflamatória, antiangiogênica (CUMASHI 
et al., 2007), anticoagulante (MOURA et al., 2011) entre outras, o que 
reforça seu potencial como fonte de novos compostos com atividades 
biológicas. Desta forma, moléculas bioativas de origem marinha têm sido 
amplamente estudadas quanto às suas atividades sobre as plaquetas e 
sobre a coagulação, na procura por novos protótipos para o 
desenvolvimento de terapias antitrombóticas (MARTINS et al., 2014). De 
fato, os produtos naturais são fontes de novos agentes terapêuticos e nos 
últimos anos uma grande quantidade de compostos tem sido aprovada 
para ser utilizada em várias áreas, desde quimioterápicos a cosméticos 
(CATALANI et al., 2016; KHALID et al., 2016). 

Portanto, aqueles compostos de origem natural capazes de apontar 
uma boa ação sobre a hemostasia humana podem representar um 
importante avanço em direção ao desenvolvimento de novos fármacos 
antitrombóticos e anticoagulantes que auxiliem no tratamento e 
prevenção de eventos tromboembólicos na população em geral (LI et al., 
2012; KU et al., 2013). Diante disso, um dos objetivos do presente estudo 
é verificar a atividade sobre a hemostasia do extrato bruto, frações 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, frações e compostos isolados provenientes de algas da 
espécie Dictyopteris jolyana, sobre a agregação plaquetária e coagulação 
sanguínea humana.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Avaliar a ação de extrato bruto de algas da espécie D. jolyana 
sobre a via extrínseca e intrínseca da coagulação sanguínea; 

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

• Verificar a ação das frações obtidas a partir do extrato bruto de 
D. jolyana sobre a agregação plaquetária induzida por ADP e epinefrina; 

• Selecionar as frações com melhor atividade antiagregante e 
verificar a ação de seus compostos isolados sobre a agregação plaquetária 
induzida por ADP, epinefrina, ácido araquidônico (AA), colágeno e fator 
de ativação plaquetária (PAF);  

• Determinar a concentração inibitória 50 % (CI50) dos compostos 
isolados de D. jolyana frente à agregação induzida por ADP, epinefrina, 
AA, colágeno e PAF; 

• Investigar o efeito dos compostos isolados de D. jolyana sobre a 
ativação plaquetária através da avaliação da expressão membranar de 
GpIIb/IIIa ativada (PAC1) e de P-selectina (CD62P);  

• Verificar se os compostos isolados de D. jolyana propiciam 
hemólise de eritrócitos humanos saudáveis; 

• Verificar se os compostos isolados de D. jolyana possuem efeito 
citotóxico em células mononucleadas humanas saudáveis; 

• Realizar a estipulação teórica da solubilidade e permeabilidade 
dos compostos isolados de D. jolyana utilizando modelos 
computacionais, de acordo com alguns parâmetros físico-químicos 
propostos por Lipinski e colaboradores (2001). 





33 
 

3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 HEMOSTASIA 
 

O sistema hemostático envolve o equilíbrio entre as plaquetas e os 
fatores pró-coagulantes e anticoagulantes. Uma de suas funções é manter 
o sangue em estado fluido durante a circulação nos vasos sanguíneos e 
evitar sangramentos ao interromper a perda sanguínea decorrente de uma 
lesão vascular (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; REZENDE, 2010; 
VERSTEEG et al., 2013).  

O sangue em estado fluido circula através da vasculatura no 
sistema circulatório. Quando há lesão vascular, forma-se rapidamente um 
tampão hemostático no local para minimizar a perda de sangue pelo 
endotélio lesado. A porção sanguínea plasmática é rica em proteínas 
solúveis que atuam de forma conjunta em uma cascata de eventos que 
culmina na formação de um coágulo de fibrina (SMITH et al., 2015). 

Estudos apontam que os mecanismos hemostáticos atuam de forma 
dinâmica e interligada, envolvendo interações rápidas e complexas entre 
a resposta plaquetária, proteínas da coagulação e a parede vascular 
(LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013). No entanto, para fins de 
estudo, a hemostasia pode ser dividida didaticamente em hemostasia 
primária, hemostasia secundária e fibrinólise. A hemostasia primária 
engloba as interações entre as plaquetas e as paredes dos vasos 
sanguíneos. Nessa etapa, a ativação das plaquetas ocorre após a exposição 
de componentes da parede lesada, seguida pela adesão ao endotélio e a 
formação de um tampão hemostático com a agregação plaquetária. A 
hemostasia secundária envolve fatores teciduais e plasmáticos, que 
iniciam a cascata de coagulação, o que culmina com a geração de 
trombina (KE; HUANG, 2016). A última etapa da hemostasia ocorre com 
o mecanismo de fibrinólise, que envolve a degradação da fibrina e a 
dissolução do coágulo formado na circulação, restaurando a circulação 
sanguínea local e prevenindo complicações tromboembolíticas 
(VERSTEEG et al., 2013). 

 
3.2 HEMOSTASIA PRIMÁRIA 

  
No corpo humano adulto, circulam 1 x 1012 plaquetas de forma 

contínua em 1.000 m2 de superfície vascular com adesão e agregação 
mínimas. As plaquetas, também conhecidas como trombócitos, são 
fragmentos citoplasmáticos anucleados, formados como resultado de 
endomitoses de megacariócitos em resposta à trombopoetina. Após a 
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saída da medula óssea, as plaquetas circulam por cerca de 10 dias na 
corrente sanguínea e depois são retiradas da circulação e destruídas no 
baço e no fígado. Quando em repouso, as plaquetas apresentam forma 
discoidal com diâmetro de 2-3 µm e seu volume médio é de 7 µm3. Elas 
possuem um sistema interno complexo de microtúbulos e citoesqueleto 
de actina, responsáveis pela mudança conformacional após o processo de 
ativação da plaqueta. A membrana plaquetária é uma bicamada 
fosfolipídica que expressa vários receptores de superfície, dentre eles 
estão os receptores acoplados à proteína G (GPCR) e glicoproteínas (Gp), 
como a glicoproteína IIb/IIIa (GpIIb/IIIa). A plaqueta também possui um 
sistema canalicular aberto que começa na membrana plasmática e permite 
o intercâmbio de substâncias entre os compartimentos extra e intracelular. 
Esse sistema tubular denso sequestra íons cálcio (Ca2+), liberando-os na 
ativação plaquetária. Adicionalmente, o citoplasma plaquetário contém 
mitocôndrias e grânulos, denominados corpúsculos densos, grânulos-α e 
lisossomos. As mitocôndrias agem na síntese de trifosfato de adenosina 
(ATP), essencial para o funcionamento da plaqueta. O glicogênio é 
encontrado no endoplasma plaquetário, 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 plaquetária. 

 
Fonte: Adaptado de ( ZAPATA; COX; SALVATO, 2014) 
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Em condições fisiológicas, as plaquetas não interagem com o 
endotélio, porém, após ocorrer lesão vascular, elas respondem 
rapidamente às propriedades trombogênicas das células endoteliais, e 
formam o trombo plaquetário. A primeira camada de plaquetas liga-se ao 
endotélio através do estágio inicial de adesão, enquanto que o 
subsequente crescimento do trombo depende da ativação, secreção e 
agregação plaquetária (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015). 

 
3.2.1 Adesão plaquetária 

 
A adesão inicial das plaquetas aos locais de lesão vascular é 

mediada por diversas glicoproteínas de membrana. A GpIb/V/IX é um 
receptor único de estrutura complexa, cujo principal componente é a 
GpIb, pois ele é responsável pelo contato indireto com a parede do vaso 
através da interposição do fator de von Willebrand (FvW) (Figura 2). A 
ausência ou deficiência de GpIb ou FvW causam defeitos expressivos na 
hemostasia. As GpIV, GpIa/IIa e GpVI são receptores de colágeno 
numerosos que estão na superfície das plaquetas e ligam-se diretamente 
ao colágeno exposto na lesão vascular. Além disso, assim como a GpIb, 
essas Gp também podem se ligar indiretamente à parede vascular 
(WALLE et al., 2005; CIMMINO GOLINO, 2013). 

 
Figura 2 - Envolvimento de múltiplas interações receptor-ligante na 
hemostasia primária. 

 
Gp - glicoproteína; FvW - fator de von Willebrand. 
Fonte: Adaptado de (JACKSON, 2007). 
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3.2.2 Ativação plaquetária 
 
O processo de adesão plaquetária é capaz de, por si só, causar a 

ativação das plaquetas. A ativação plaquetária também pode ser iniciada 
pela ligação de agonistas a receptores específicos da membrana externa 
da plaqueta (Figura 3). Alguns dos agonistas plaquetários mais 
importantes são o difosfato de adenosina, a epinefrina, o fator de ativação 
plaquetária, a trombina, o colágeno e o tromboxano A2 (TXA2). O ADP 
e a epinefrina são agonistas solúveis liberados após a secreção do 
conteúdo granular das plaquetas. Determinados agonistas, como o PAF e 
o colágeno, são liberados pelo rompimento do endotélio e exposição do 
subendotélio, enquanto outros agonistas, como o TXA2, são liberados 
pelas plaquetas que foram ativadas pelo processo de adesão (KICKLER, 
2006).  

 
Figura 3 - Mecanismos de ativação plaquetária. 

 
GPVI - glicoproteína VI; GpIIb/IIIa - glicoproteína IIb/IIIa; ADP - difosfato de 
adenosina; ATP - trifosfato de adenosina; 5HT - serotonina.  
Fonte: Adaptado de (BHATTACHARYYA, 2014). 
 

O ADP é um agonista de função fundamental na agregação 
plaquetária, pois uma vez secretado, amplifica a ativação induzida por 
outros agonistas. O ADP possui três receptores principais na superfície 
membranar: P2Y1, P2Y12 e P2X1. O receptor P2Y1 é acoplado à proteína 
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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 
fosfolipídeo de membrana, gerando dois segundos mensageiros, o 
diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de inositol (IP3). O IP3 promove o 
aumento transitório da concentração intracelular de Ca2+, ativando o 
sistema contrátil actina-miosina, o que ocasiona modificações do 
citoesqueleto, extensão de filopódios, e mudança do formato da plaqueta 
de discoidal para esférico (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO; 
FERREIRO, 2010; BROOS et al., 2011). Já o DAG é responsável pela 
ativação da proteína quinase C (PKC), que realiza a fosforilação de 
diversos substratos, contribuindo para a secreção do conteúdo granular 
plaquetário (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO; FERREIRO, 
2010). Em resumo, a ativação do P2Y1 causa uma efêmera modificação 
da mobilização intracelular de Ca2+, do formato da plaqueta e da secreção 
plaquetária, o que resulta em uma fraca e passageira agregação 
plaquetária (ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010). Uma agregação 
plaquetária estável e firme requer a ligação do ADP ao receptor P2Y12, 
que é acoplado à proteína Gi. A ativação do P2Y12 inibe a adenilato ciclase 
(AC) e ativa a fosfoinositídeo 3 quinase (PI3K), o que causa a 
amplificação do sinal de agregação, inclusive da agregação iniciada por 
outros agonistas, e a ativação da GpII/bIIIa. A coativação de ambos os 
receptores, P2Y1 e P2Y12, é imprescindível para a agregação induzida por 
ADP, uma vez que a inibição seletiva de um desses receptores resulta em 
diminuição significativa da agregação.  Já o receptor P2X1 é um canal 
iônico envolvido no rápido influxo de Ca2+ extracelular, o que conduz a 
alterações de forma da plaqueta, mas não a sua ativação (JIN; 
KUNUPULI, 1998; ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; CIMMINO; 
GOLINO, 2013). 

A resposta plaquetária por ação da epinefrina é mediada pela 
proteína Gi, através de receptores α2-adrenérgicos. A epinefrina causa 
influxo de Ca2+, o que estimula a fosfolipase A2 (PLA2) a hidrolisar 
fosfolipídeos da membrana plaquetária, principalmente a fosfatidilcolina 
e a fosfatidiletanolamina, liberando assim ácido araquidônico (AA). O 
AA liberado é então substrato para a enzima cicloxigenase 1 (COX1), que 
desencadeia a síntese de prostaglandinas. A enzima tromboxano sintetase 
age sobre essas prostaglandinas, produzindo TXA2. O TXA2 sintetizado 
é secretado pelas plaquetas e tem um papel importante na vasoconstrição 
e na ativação de outras plaquetas (amplificação de sinal), facilitando a 
formação do trombo. A epinefrina é considerada um agonista mais fraco 
que o ADP, já que não é capaz de induzir mudança conformacional nas 
plaquetas (BROOS, 2011).  
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O PAF é um eficiente agente agregante in vivo e in vitro. Produz 
seus efeitos estimulando o seu receptor acoplado à proteína G específico, 
que é expresso constitutivamente na superfície plaquetária. Assim como 
o ADP, o PAF ativa a via da PLC-IP3-Ca2+ e inibe a AC por meio da 
proteína Gq e da proteína Gi, respectivamente. Ele também ativa a PLA2, 
o que resulta na produção e liberação de segundos mensageiros, como 
TXA2 e prostaglandinas derivadas de AA. Dessa forma, o PAF é capaz 
de promover mudança conformacional das plaquetas, agregação 
plaquetária e liberação do conteúdo granular dependente do metabolismo 
de AA. Esse agonista participa do sistema de amplificação e sinergismo 
plaquetário, pois é liberado por plaquetas ativadas e as ativa 
consequentemente, gerando um loop de ativação (CHAO; OLSON, 1993; 
ZIMMERMAN et al., 2002; RAMAKRISHNAN et al., 2017).  

O colágeno, uma das proteínas mais abundantes da matriz 
subendotelial vascular, atua como um potente estímulo para adesão e 
agregação plaquetária quando é exposto devido a um dano vascular. A 
ativação induzida por colágeno pode ser subdividida em três etapas 
principais. Primeiro ocorre a interação das plaquetas com o complexo 
colágeno e FvW e seus receptores, GpIa/IIa, GpIb-IX-V e, 
principalmente, GPVI, o que desencadeia o aumento da concentração do 
íon Ca2+ intracelular e o metabolismo do fosfatidilinositol. Após isso, 
ocorre a liberação do conteúdo granular denso e a consequente exposição 
e ativação do receptor GpIIb/IIIa levando à ativação das plaquetas 
adjacentes para formação do trombo branco (NIESWANDT, 2003; 
SURIN et al., 2010; CIMMINO; GOLINO, 2013). 

 
3.2.3 Secreção plaquetária 

 
Como anteriormente mencionado, a adesão da plaqueta ao 

endotélio lesionado gera uma subsequente sinalização citoplasmática que 
promove a modificação da forma da plaqueta pela ativação do sistema 
contrátil actina-miosina (KROLL; SCHAFER, 1995; ANGIOLILLO; 
FERREIRO, 2010; BROOS et al., 2011). A interação entre a miosina e a 
actina também promove por contração a compressão dos constituintes do 
citosol plaquetário, inclusive dos grânulos citoplasmáticos, provocando a 
sua fusão com a membrana externa e, com isso, levando à secreção de 
substâncias ou degranulação, o que enriquece o microambiente local com 
uma grande quantidade de moléculas bioativas. São três as populações 
granulares que existem nas plaquetas: os grânulos densos, os grânulos-α 
e os lisossomos (RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; BROOS et al., 
2011; CIMMINO; GOLINO, 2013).  
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Os grânulos densos armazenam íons bivalentes e pequenas 
moléculas não proteicas, como os nucleotídeos ADP e ATP, o Ca2+, a 
serotonina e o tromboxano, que são liberados lentamente e promovem a 
amplificação da ativação e agregação plaquetária (RENDU; BROHARD-
BOHN, 2001; CIMMINO; GOLINO, 2013). 

Os grânulos-α são 10 vezes mais abundantes que os grânulos 
densos e representam 10 % do volume total da plaqueta. Eles contêm 
fibrinogênio, FvW, fator 4 plaquetário, β-tromboglobulina, 
trombospondina, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), 
fator V, bem como um estoque de GpIIb/IIIa. Os grânulos-α também 
armazenam proteínas adesivas em sua membrana, como a P-selectina 
(RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; CIMMINO; GOLINO, 2013). A P-
selectina é uma glicoproteína intracelular de adesão que está presente em 
células endoteliais e na membrana dos grânulos-α quando a plaqueta não 
está ativada. Com a ativação plaquetária, a membrana do grânulo-α une-
se à membrana citoplasmática e essa proteína começa a ser expressa no 
meio extracelular (STENBERG et al, 1985; KUTLAR; EMBURY, 2014). 
Também conhecida como CD62P, a P-selectina é uma molécula chave 
em processos inflamatórios vasculares, responsável pela interação entre 
plaquetas e leucócitos, nos quais seu receptor é a glicoproteína 1 ligante 
de P-selectina (PSGL-1). Essa interação resulta no rolamento de 
leucócitos pela superfície da célula endotelial e na sinalização celular de 
mediadores inflamatórios (FRENETTE et al., 2000; WEYRICH; 
LINDEMANN; ZIMMERMAN, 2003; KUTLAR; EMBURY, 2014). 
Dessa forma, os constituintes dos grânulos-α promovem adesão e 
agregação plaquetária adicionais, e auxiliam no reparo do vaso lesionado. 
Por fim, os lisossomos contêm hidrolases, cuja função é eliminar 
agregados circulantes de plaquetas (RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; 
CIMMINO; GOLINO, 2013). 

 
3.2.4 Agregação plaquetária 

 
A adesão e ativação plaquetárias são seguidas pela agregação das 

plaquetas. De modo geral, a ligação de agonistas, como o ADP e o PAF, 
aos seus receptores específicos, associado às modificações do 
citoesqueleto plaquetário, promovem modificações conformacionais no 
receptor GpIIb/IIIa. A alteração da conformação desse receptor ativa-o e 
aumenta a sua afinidade por moléculas de fibrinogênio (Figura 4). O 
fibrinogênio por sua vez é responsável por formar “pontes” entre 
plaquetas adjacentes e assim promover a agregação plaquetária. Outras 
Gps adesivas, a fibronectina e o FvW, também são capazes de interagir 
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com esse receptor e facilitar a formação do tampão hemostático primário  
(SAVAGE; ALMUS-JACOBS; RUGGERI, 1998; GHOSHAL; 
BHATTACHARYYA, 2014).  

 
Figura 4 - Interações plaqueta-plaqueta na agregação plaquetária. 

 
Gp - glicoproteína; GPCR - receptor acoplado a proteína G; FvW – fator de von 
Willebrand. 
Fonte: Adaptado de (JACKSON; SCHOENWAELDER, 2003). 

 
3.3 HEMOSTASIA SECUNDÁRIA   

 
O equilíbrio da coagulação sanguínea é caracterizado pela ativação 

contínua e em cascata de fatores e a geração coordenada de complexos 
regulados por proteínas circulantes inibitórias. Estes complexos 
enzimáticos consistem em proteases, cofatores e substratos de 
zimogênios. Atualmente, o estudo do processo hemostático considera que 
há uma inter-relação entre diversos processos que atuam em uma série de 
estágios (modelo da cascata de coagulação baseado nas superfícies 
celulares). No entanto, didaticamente, o estudo da hemostasia secundária 
pode seguir o modelo de cascata em duas vias (modelo clássico), 
extrínseca e intrínseca, que seguem para uma via comum (Figura 5) 
(KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; SMITH et al., 2015). 
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Figura 5 - Representação esquemática do modelo clássico da cascata de 
coagulação. 

 
F - fator; a - ativado; TF - fator tecidual. 
Fonte: Adaptado de (LIN; BORENSZTAJN; SPE, 2017). 
 

Qualquer que seja o evento desencadeante, o início da coagulação 
ocorre pela via extrínseca, dependente de fator tecidual (FT). O FT não é 
expresso constitutivamente nas células endoteliais, mas é expresso em 
fibroblastos e células de músculo liso subjacentes ao endotélio vascular. 
Dessa forma, quando há lesão endotelial ou ativação de células 
endoteliais ou monócitos, o FT é exposto na circulação sanguínea 
(FERREIRA et al., 2010). Ele liga-se ao fator VII (FVII) e ao fator VII 
ativado (FVIIa) presentes no sangue, e forma o complexo FVIIa/FT, que 
possui atividade enzimática. O complexo FVIIa/FT, também conhecido 
como complexo tenase extrínseco, desencadeia a ativação do fator X 
(FXa) que pertence a via comum e do fator IX (FIXa) que pertence a via 
intrínseca da coagulação. O complexo FVIIa/FT também é capaz de ativar 
o FVII circulante (auto-ativação), facilitando a formação do complexo 
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tenase extrínseco (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; FERREIRA et al., 
2010). 

A via intrínseca inicia-se quando o fator XII é ativado (FXIIa) ao 
entrar em contato com cargas elétricas negativas, como o colágeno ou 
endotoxinas. Uma vez ativado, o FXIIa ativa o fator XI (FXIa), que então 
ativa o FIX (FIXa). Nesta fase, o FIXa liga-se ao FVIII ativado (FVIIIa) 
que se encontra na superfície plaquetária formando o complexo tenase 
intrínseco (FIXa/FVIIIa), o qual também é capaz de converter o FX em 
FXa (SMITH et al., 2015). 

O FX que foi ativado tanto pela via extrínseca quanto pela 
intrínseca, liga-se ao seu cofator, o fator FV ativado (FVa), formando o 
complexo protrombinase, que faz a conversão de protrombina (FII) em 
trombina (FIIa). Segundo o modelo da cascata de coagulação baseado nas 
superfícies celulares, a trombina também é responsável pela clivagem do 
fibrinogênio (FI) em fibrina (FIa), as quais se polimerizam e estabilizam 
o tampão hemostático primário que foi formado pelas plaquetas durante 
a hemostasia primária (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; FERREIRA et 
al., 2010).  

 
3.4 FIBRINÓLISE 

 
Fibrinólise é o processo pelo qual a fibrina é degradada pela ação 

da plasmina. O sistema fibrinolítico é composto por diversas proteases 
séricas e inibidores que regulam a conversão de plasminogênio em 
plasmina, uma enzima ativa que tem por função degradar fibrina e ativar 
metaloproteinases de matriz extracelular (FOLEY et al., 2011). 

Quando ocorre a quebra da continuidade do endotélio vascular, 
desencadeia-se não só a cascata da coagulação, mas também a via 
fibrinolítica. Esta via é iniciada quando as células endoteliais do tecido 
lesado expõem o ativador de plasminogênio tecidual (tPA) que, por sua 
vez, medeia a conversão de plasminogênio em plasmina. Como já 
mencionado, a plasmina é uma enzima proteolítica que degrada o 
fibrinogênio e a fibrina presentes no tampão hemostático, dando origem 
aos chamados produtos de degradação de fibrinogênio/fibrina (PDF) 
(KLEINEGRIS; TEN CATE-HOEK; TEN CATE, 2012; WEITZ; 
EIKELBOOM, 2016). Dessa forma, o sistema fibrinolítico tem um papel 
importante durante a coagulação, uma vez que é responsável por 
“modelar” o coágulo que está sendo formado para que ele não se torne 
muito grande e obstrua a circulação sanguínea no vaso lesionado 
(ARIENS, 2013). Além disso, uma vez que o dano endotelial foi 
reparado, o sistema fibrinolítico é também responsável por promover a 
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dissolução do coágulo e restabelecer a circulação normal. Para garantir a 
correta dissolução dos trombos formados, a fibrinólise possui uma 
complexa regulação que envolve inibidores, como a α2-antiplasmina e o 
inibidor-1 do ativador de plasminogênio (PAI-1). Outro importante 
regulador da fibrinólise é o inibidor da fibrinólise ativado pela trombina 
(TAFI), que remove os resíduos C-terminais da fibrina que são 
importantes para a ligação e ativação do plasminogênio (Figura 6) 
(KLEINEGRIS; TEN CATE-HOEK; TEN CATE, 2012; WEITZ; 
EIKELBOOM, 2016). 

 
Figura 6 – Representação esquemática do sistema fibrinolítico. 

 
PDF - produtos de degradação de fibrinogênio/fibrina; α2-AP - α2-antiplasmina; 
PAI-1 - inibidor-1 do ativador de plasminogênio. 
Fonte: Adaptado de (FRANCO, 2001). 
 
3.5 AVALIAÇÃO LABORATORIAL DA HEMOSTASIA 

 
A avaliação laboratorial da função plaquetária (hemostasia 

primária) inicia com um hemograma, em que se obtêm informações como 
a quantidade de plaquetas, seu tamanho e distribuição. Pacientes com 
trombocitopenia podem necessitar apenas de transfusões de plaquetas 
para aumentar a contagem de plaquetas dos pacientes. No entanto, quando 
se suspeitar de alterações funcionais, uma investigação mais aprofundada 
pode ser necessária (GURNEY, 2016).  

  A agregometria por transmissão de luz é uma metodologia muito 
utilizada para a avaliação da hemostasia primária. Essa técnica envolve a 
agitação de uma suspensão de plaquetas na presença de uma substância 
agonista solúvel, como por exemplo, ADP, epinefrina, AA e ristocetina, 
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e o monitoramento da agregação plaquetária da amostra diretamente 
relacionada às mudanças na porcentagem de transmissão de luz 
(JACKSON, 2007). Esse ensaio indica ativação das plaquetas frente ao 
estímulo empregado, referente à primeira onda observada no 
equipamento, seguida pela amplificação de sinal, liberação do conteúdo 
de grânulos e agregação plaquetária, resultando na segunda onda 
observada no gráfico de porcentagem de transmitância de luz (Figura 7). 
Estudos mais sofisticados dos aspectos funcionais das plaquetas, de seus 
receptores externos e do seu armazenamento de conteúdos internos 
podem ser realizados utilizando-se outras técnicas, como citometria de 
fluxo e ensaios de luminescência (GURNEY, 2016). 
 
Figura 7 – Representação esquemática da avaliação da agregação 
plaquetária. 

 
Fonte: Elaboração Própria. 
 

Tradicionalmente, a avaliação laboratorial da coagulação 
sanguínea (hemostasia secundária) consiste em métodos de triagem como 
o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), que avalia o 
funcionamento da via intrínseca, e o tempo de protrombina (TP), que 
avalia o funcionamento da via extrínseca da coagulação. Quando os 
tempos de TTPa e/ou TP prolongam, significa que existem problemas na 
hemostasia secundária, como deficiência de fatores da coagulação ou 
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presença de inibidores da coagulação. Outras metodologias mais 
sofisticadas como a dosagem de fatores também são empregadas na 
avaliação da hemostasia secundária (BRASIL, 2010).  

 
3.6 TROMBOSE 

  
 Quando algum dos mecanismos hemostáticos falha devido a 

anormalidades genéticas ou adquiridas, pode resultar em um evento 
hemorrágico ou complicações tromboembólicas (KRIZ; RINDER; 
RINDER, 2009). Os eventos tromboembólicos são uma causa 
significativa de morbimortalidade, e aproximadamente um terço dos 
pacientes que tiveram algum desses eventos é acometido por sequelas 
incapacitantes. Além disso, a incidência de trombose aumenta de maneira 
proporcional à idade e cria uma situação de alerta para o sistema de saúde 
(WEITZ; EIKELBOOM, 2016). De fato, as doenças cardiovasculares 
tornaram-se a principal causa de óbito no decorrer dos últimos anos e 
representam um alto gasto para o SUS entre internações e tratamento dos 
pacientes (BRASIL, 2015).  

 A trombose ocorre quando há um desequilíbrio no processo de 
formação e dissolução de coágulos dentro de artérias ou veias. A 
trombose arterial é a causa subjacente de grande parte dos ataques 
cardíacos e derrames, enquanto que os trombos venosos em veias 
profundas podem desprender e causar tromboembolismo (WEITZ; 
EIKELBOOM, 2016). Na visão clássica sobre eventos trombóticos, as 
plaquetas têm um papel fundamental na trombose arterial, enquanto a 
trombose venosa relaciona-se com a coagulação plasmática. No entanto, 
a aterosclerose e a trombose estão relacionadas e compartilham riscos 
comuns e um corpo significativo de pacientes clínicos. Portanto, unem-se 
esforços para entender a fisiopatologia das doenças tromboembólicas e 
desenvolver novas terapias antiagregantes e anticoagulantes 
(MONTORO-GARCIA et al., 2016).  

 
3.7 COMPOSTOS NATURAIS  

 
 Inúmeros produtos naturais originários de plantas já foram 

identificados, porém, segundo alguns autores, as possibilidades de 
encontrar novas moléculas geradas pelo metabolismo secundário das 
plantas e importantes para a química medicinal seriam inesgotáveis 
(HARTMANN, 2007). O Brasil possui uma das maiores biodiversidades 
do mundo, e muito pouco foi avaliado quanto às características biológicas 
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e menos ainda foram objetos de estudos fitoquímicos (LUNA et al., 
2005).  

 O ambiente marinho é uma fonte importante e pouco explorada 
de produtos naturais. A exposição constante a ambientes hostis e 
complexos estimulou a evolução metabólica e fisiológica de espécies 
marinhas e resultou na produção de metabólitos secundários com 
potencial promissor devido a estruturas químicas únicas (BHAKUNI; 
RAWAT, 2005; MASCHEK; BAKER, 2008). Em relação às algas 
marinhas, sabe-se que elas são ricas em substâncias biologicamente 
ativas, como polissacarídeos, proteínas, antioxidantes e ácidos graxos, e 
sua composição pode sofrer influência da localização geográfica, das 
condições ambientais, das estações do ano, entre outros (MOHAMED; 
HASHIM; RAHMAN, 2012). No contexto da hemostasia, trabalhos já 
demonstraram que um grande número de polissacarídeos isolados a partir 
de algas marinhas possui atividade antitrombótica (CUMASHI et al., 
2007; MOURA et al., 2011). 

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

 A costa brasileira possui uma grande variedade de algas 
marinhas. Entretanto, poucos estudos farmacológicos são realizados para 
identificar novas substâncias ou encontrar novas estruturas para o 
desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. O grupo das algas pardas 
constitui o 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 família Dictyotaceae, em que 
cerca de 20 gêneros são conhecidos, incluindo os gêneros Dictyota, 
Dictyopteris e Canistrocarpus (CLERCK et al., 2006; SILBERFELD; 
ROUSSEAU; REVIERS, 2014). O grupo Dictyopteris é produtor de 
sesquiterpenos unidos ou não a fluoroglucinol, esteroides e substâncias 
com enxofre (VALLIM et al., 2005; TEIXEIRA, 2013). Estudos apontam 
que os metabólitos secundários produzidos por essa família possuem 
atividade citotóxica, antibacteriana, antimalárica, entre outras 
(SIAMOPOULOU 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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à mesma ordem, como o gênero Dictyopteris, possam apresentar 
atividade semelhante.
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4 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS E METODOLOGIA 
 
4.1 ASPECTOS ÉTICOS  

 
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de Pesquisa 

em Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina 
(CAAE 32934714.0.0000.0121 – Anexo A).  

 
4.2 SELEÇÃO DE PARTICIPANTES E COLETA DAS AMOSTRAS  

 
No presente estudo, foram utilizadas amostras de sangue de 

doadores de sangue voluntários atendidos no Serviço de Hemoterapia do 
Hospital Universitário Polydoro Ernani de São Thiago da Universidade 
Federal de Santa Catarina (HU/UFSC). Aos participantes, foram 
explicados os princípios, os riscos, e os benefícios inclusos na 
participação da pesquisa, e, após a concordância 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 coagulação 
sanguínea, de agregação plaquetária ou de citometria de fluxo foram 
utilizadas amostras de pelo menos quatro doadores saudáveis, sendo que 
foram coletados dois tubos de sangue contendo citrato de sódio 0,38 % 
como anticoagulante de cada voluntário. Para os testes de hemólise e os 
experimentos de citotoxicidade em células mononucleares de indivíduos 
clinicamente saudáveis, foi coletado um tubo de sangue venoso 
anticoagulado com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) de pelo 
menos três doadores para cada experimento. 

 
4.3 EXTRATO BRUTO, FRAÇÕES E COMPOSTOS ISOLADOS 

 
O extrato bruto, frações e compostos isolados naturais foram 

obtidos e cedidos pela doutoranda Gabriele Andressa Zatelli sob 
orientação da Professora Doutora Miriam de Barcellos Falkenberg do 
Laboratório de Investigação 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 autônomo, 
em profundidade de até 30 metros no arquipélago de Fernando de 
Noronha. As amostras frescas foram congeladas e, previamente à 
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extração, o material foi descongelado e submetido à triagem para remoção 
de epífitas e outros organismos. Após, o material foi seco sob ar frio. 

A identificação botânica do material coletado foi realizada pelo 
Prof. Dr. Paulo Horta (Departamento de Botânica, CCB, UFSC) e as 
exsicatas depositadas no Herbário FLOR (UFSC). A licença para acesso 
à biodiversidade foi devidamente obtida pela coordenação do projeto 
ProspecMar-Ilhas. 

O extrato bruto de Dictyopteris jolyana (EDJ) foi obtido por 
sucessivas macerações de todas as partes da alga secas e rasuradas com 
mistura de diclorometano e metanol na proporção 2:1, em temperatura 
ambiente, por um período de sete dias, repetindo-se o procedimento por 
mais duas vezes. A concentração do extrato foi realizada em 
rotaevaporador, sob pressão reduzida, em temperatura inferior a 40 ºC. 

O EDJ foi dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA) na concentração estoque de 125 mg/mL e 
armazenado a 2-8 ºC. Para a realização dos experimentos, foram 
utilizadas soluções preparadas a partir da solução estoque e diluídas em 
tampão fosfato-salino (PBS), no mesmo dia do experimento, de forma 
que a concentração final do extrato brutos fosse de 600 µg/mL.  
 
4.3.2 Frações isoladas do extrato bruto de Dictyopteris jolyana 

 
Duas alíquotas do extrato bruto EDJ (10,4611 g e 11,0458 g) foram 

submetidas à cromatografia líquida a vácuo separadamente com gel de 
sílica 60. Utilizou-se como fase móvel um gradiente de solventes que 
iniciou com hexano 100 % e finalizou com metanol 100 %. Cada fração 
foi coletada em frasco separado, foram analisadas por cromatografia em 
camada delgada e por ressonância magnética nuclear, reunindo-se aquelas 
com perfis semelhantes. No presente estudo, foi avaliada a atividade sobre 
a hemostasia de cinco frações do extrato bruto de D. jolyana (FDJ1, FDJ2, 
FDJ3, FDJ4 e FDJ5). As frações foram dissolvidas em DMSO e estocadas 
da mesma forma que EDJ. Para a realização dos experimentos, as frações 
foram diluídas no dia em PBS de forma que as concentrações finais 
fossem de 600 µg/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 purificação e 
isolamento de compostos, a fração mais promissora foi selecionada em 
função do rendimento, do perfil cromatográfico e da atividade sobre a 
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agregação plaquetária. Dessa forma, dois compostos foram isolados da 
fração 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. 

 
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: Própria 

 
Os compostos isolados foram dissolvidos em DMSO na concentração 

estoque de 100 mM e armazenados a 2-8 ºC. Para a realização dos 
experimentos, foram utilizadas soluções preparadas a partir da solução 
estoque e diluídas em PBS no mesmo dia do experimento. A concentração 
final dos compostos isolados variou de 1000 a 62,5 µM, conforme 
protocolo experimental.  

 
4.4 ESTUDOS DE COAGULAÇÃO SANGUÍNEA  

 
Os ensaios de coagulação sanguínea foram realizados de acordo 

com Triplett, Harms e Koepke (1978) utilizando-se coagulômetro semi-
automatizado (CLOTimer, Quick Timer). Para os ensaios de coagulação, 
foi utilizado um pool de plasma pobre em plaquetas (PPP). Para a 
obtenção do pool de PPP, as amostras de sangue anticoagulado com 
citrato de sódio 0,38 % foram centrifugadas 1.107 g por 15 minutos à 
temperatura de 8 °C. Após a centrifugação, o sobrenadante (PPP) de todos 
os tubos foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Para a 
realização dos ensaios, 100 µL do pool de PPP foram incubados a 37 °C 
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por 5 minutos com 10 µL de extrato bruto de alga ou de veículo de 
dissolução (DMSO 0,7 % concentração 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 AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 
A agregação plaquetária foi avaliada de acordo com Born e Cross 

(1963), utilizando-se um agregômetro semi-automatizado (AgreGO, 
Qualiterm). Depois de coletadas as amostras de sangue total, as plaquetas 
foram isoladas através de centrifugação do sangue citratado a 123 g por 
10 minutos à temperatura ambiente para a obtenção do pool de plasma 
rico em plaquetas (PRP). As plaquetas foram contadas em câmara de 
Neubauer e reajustadas com PBS para 250.000 plaquetas/mm3 antes da 
realização dos experimentos. Para avaliar os efeitos do extrato bruto, 
frações e compostos isolados sobre a agregação plaquetária, 400 µL do 
pool de PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 µL de extrato 
bruto, de frações de extrato bruto, de composto isolado ou de veículo de 
dissolução (DMSO 0,6 % concentração final). A seguir, as amostras 
foram estimuladas individualmente com ADP (6 µM; Sigma-Aldrich®, 
St. Louis, EUA) e epinefrina (6 µM; Hipolabor, Minas Gerais, BR) e a 
agregação foi acompanhada por 5 minutos. Além do ADP e da epinefrina, 
os compostos isolados também foram estimulados com AA (500 µM; 
Chrono-Log Corp., Havertown, PA, EUA), colágeno (2 µg/mL; Chrono-
Log Corp., Havertown, PA, EUA) ou PAF (0,1 µM; Sigma-Aldrich®, St. 
Louis, EUA). Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, utilizou-
se o PPP obtido pela centrifugação das amostras de sangue citratado a 
1.107 g por 15 minutos à temperatura de 8 °C. Todos os experimentos 
foram realizados em triplicata e dentro de um período de três horas após 
a coleta da amostra. 

 
4.5.1 Determinação de CI50 de compostos isolados 

 
A concentração inibitória de 50 % (CI50) foi calculada apenas para 

os compostos isolados. Para a determinação da CI50, os compostos 
isolados foram utilizados nas concentrações de 500, 250, 125 e 62,5 µM. 
Após realizar a diluição, o PRP foi tratado com os compostos isolados nas 
várias diluições ou com o veículo de diluição (DMSO 0,6 % concentração 
final) e a porcentagem de agregação foi determinada conforme já descrito 
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no item 4.5. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A CI50 foi 
obtida a partir da curva concentração-resposta, utilizando-se o software 
GraphPad Prism 5. 

 
4.6 EXPRESSÃO MEMBRANAR DA GPIIb/IIIa ATIVADA E DE P-

SELECTINA 
 
A inibição da ativação plaquetária após a adição dos compostos 

isolados foi avaliada pela metodologia de citometria de fluxo através da 
determinação da expressão do receptor GpIIb/IIIa 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 já mencionado, nas plaquetas não ativadas, a P-selectina está 
localizada na membrana dos grânulos-α e, após a ativação, passa a ser 
expressa na membrana plaquetária. Já os anticorpos do tipo PAC1 
reconhecem especificamente a conformação ativada da GpIIb/IIIa 
(LANDI; MARQUES JÚNIOR, 2003). Para auxiliar na identificação 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 à forma inativa e ativa da GpIIIa das plaquetas. Todas 
as amostras foram analisadas no citômetro 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 versão 6.1.2 (Becton Dickinson, 
EUA). 

Para a marcação com os anticorpos, 400 µL do pool de PRP foram 
incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 µL de composto em sua CI50 ou 
de veículo de dissolução (DMSO 0,6 % concentração final). A seguir, as 
amostras foram estimuladas com ADP (6 µM) ou epinefrina (6 µM) sem 
homogeneização. Em seguida, o PRP foi incubado com os anticorpos 
monoclonais anti-PAC1-FITC (20 µL), anti-CD62P-PE (5 µL) e anti-
CD61-PerCP (2 µL) durante 15 minutos ao abrigo de luz. Após a 
incubação, 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 µL de PBS e analisado imediatamente por 
citometria de fluxo. Paralelo ao processo de marcação das plaquetas 
estimuladas, foi realizada a marcação de tubo controle de autoativação, 
em que plaquetas não estimuladas com os agonistas foram marcadas com 
todos os anticorpos monoclonais. 



54 
 

Os dados adquiridos pelo citômetro de fluxo foram analisados no 
software Infinicyt (Cytognos®) versão 1.7. A população de plaquetas foi 
identificada por meio das propriedades de forward e side scatter (FSC e 
SSC, respectivamente), bem como pelas suas características de expressão 
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 fluorescência média (IFM). A IFM dos marcadores foi 
analisada pela ferramenta de fusão de arquivos (do inglês, file merge) do 
software de análise Infinicyt. De forma sucinta, em um primeiro 
momento, foi realizada a fusão dos arquivos de cada experimento, para 
em seguida realizar a fusão dos arquivos de cada dia de experimento em 
um único arquivo. O produto final consiste em um arquivo contendo as 
informações de um grupo de experimentos que permite a visualização 
simultânea das plaquetas em relação a todos os marcadores fenotípicos 
presentes no painel de anticorpos. Os resultados dos ensaios de citometria 
de fluxo foram representados como porcentagem de inibição segundo a 
Equação 1 (BIRIS et al., 2003). Todos os ensaios foram realizados em 
duplicata. 

 
Equação 1 - Cálculo da porcentagem de inibição a partir da Intensidade de 
Fluorescência Média (IFM). 

 
IFM - intensidade de fluorescência média; te – teste com estímulo de agonista; ce 
– controle com estímulo de agonista; cse – controle sem estímulo de agonista. 
Fonte: Própria 
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Figura 9 - Dot-plots e histogramas representativos da análise da expressão 
do receptor GpIIb/IIIa ativado (PAC1) e de P-selectina (CD62P) por 
citometria de fluxo 

 
Painel A – Estratégia de reconhecimento de plaquetas por meio da propriedade 
de forward scatter (FSC), side scatter (SSC) e a expressão de CD61. Painel B – 
Histograma demonstrando a intensidade de expressão do receptor GpIIb/IIIa 
ativado (PAC1) e da P-selectina (CD62P) após estimulação das plaquetas com 
difosfato de adenosina (ADP). G1 – Gate 1; G2 – Gate 2; G3 – Gate 3.  
Fonte: Elaboração Própria 
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4.7 TESTE DE HEMÓLISE 
 

Neste ensaio, os compostos foram avaliados quanto a sua 
capacidade de induzir a ruptura da membrana de eritrócitos de indivíduos 
saudáveis e consequente hemólise. Para esse ensaio, as amostras de 
sangue de voluntários foram centrifugadas por 10 minutos a 264 g, e o 
sedimento foi sucessivamente lavado com solução salina (NaCl 0,9 %) 
para que os eritrócitos fossem isolados do restante do plasma. Após as 
lavagens, foi preparada uma suspensão estoque de eritrócitos com solução 
salina, de forma a obterem-se valores de absorbância entre 1,8 e 2,2 
quando realizada leitura em espectrofotômetro em 540 nm. Para a 
realização dos testes, misturou-se em tubos tipo eppendorf 50 µL de 
suspensão estoque de eritrócitos e 950 µL de solução salina, e essas 
suspensões foram tratadas com os compostos isolados (IDJ1 e IDJ2) nas 
concentrações finais no tubo de 500 µM e 1000 µM. Como controle 
positivo (100 % de hemólise), utilizou-se 50 µL de suspensão estoque de 
eritrócitos com adição de 950 µL de água destilada, como controle 
negativo (0 % de hemólise) misturou-se 50 µL de suspensão estoque de 
eritrócitos com 950 µL de solução salina, e amostras testes (50 µL de 
dispersão de eritrócitos com adição de 950 µL de solução salina contendo 
diferentes concentrações dos compostos analisados).   

Cada tubo teste foi incubado a 37 ºC por uma hora sobre agitação 
de 100 g (WANG et al., 2009). Após a incubação, as amostras foram 
centrifugadas a 500 g por 5 minutos, e a absorbância do sobrenadante foi 
lida em espectrofotômetro Microwell Systems a 540 nm. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicata. A taxa de hemólise foi calculada 
de acordo com a densidade óptica de cada amostra e controles, 
relacionada à quantidade de hemoglobina liberada no sobrenadante 
devido a ruptura dos eritrócitos (Equação 2). 

 
Equação 2 - Cálculo da taxa de hemólise 

𝑻𝒂𝒙𝒂	𝒅𝒆	𝑯𝒆𝒎ó𝒍𝒊𝒔𝒆	(%) = 	
𝑫𝑶𝒕 − 𝑫𝑶𝒄𝒏
𝑫𝑶𝒄𝒑 − 𝑫𝑶𝒄𝒏

	𝒙	𝟏𝟎𝟎 

DOt: densidade óptica da amostra teste; DOcn: densidade óptica do controle 
negativo; DOcp: densidade óptica do controle positivo. 
Fonte: Própria 
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4.8 EFEITO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE D. jolyana EM 
CÉLULAS MONONUCLEARES DE INDIVÍDUOS 
CLINICAMENTE SAUDÁVEIS 

 
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-tetrazólio; Amresco®). O método do MTT 
é um ensaio colorimétrico sensível e quantitativo, que consiste em medir 
a atividade das desidrogenases mitocondriais que reduzem o MTT, um 
composto hidrossolúvel de cor amarelo-pálido, ao seu derivado formazan, 
um composto de cor roxa e não solúvel em água, indicando o 
funcionamento mitocondrial e, por conseguinte, a viabilidade celular 
(MOSMANN, 1983).   

Para obter as células mononucleares, as amostras de sangue 
periférico foram diluídas em PBS em uma proporção de dois volumes de 
amostra para um volume de PBS. A diluição foi colocada sobre 4 mL de 
Ficoll-Hypaque (densidade 1.077 g/m3, 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 tampão PBS e centrifugada a 200 g por 10 minutos. Após a 
centrifugação, 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 número de células viáveis. O 
número de células viáveis foi avaliado pelo método de exclusão do 
corante Azul de Trypan (0,5 %) em meio RPMI 1640, na proporção 1:1. 
Apenas as amostras com viabilidade celular superior a 95 % foram 
utilizadas nos experimentos.  

Após a contagem, foram adicionadas 5,0 x 105 células/200 µL de 
meio a cada poço da placa de cultura celular de 96 poços. Em seguida, as 
células mononucleares foram incubadas com os compostos isolados (500 
µM), ou com o veículo de dissolução (DMSO 0,6 % concentração final). 
Após 24 horas de incubação, a viabilidade celular foi avaliada pelo 
método do MTT. Sucintamente, após o tempo de incubação, as placas de 
96 poços foram centrifugadas, o sobrenadante removido, e adicionado 
novo meio de cultura contendo 10 % (v/v) de uma solução de MTT (5 
mg/mL em PBS). Depois de três horas de incubação a 37 ºC, as placas 
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante removido. Os 
precipitados formados em cada poço foram dissolvidos em solução ácida 
de isopropanol (isopropanol/HCl 0,04 N) e em seguida foi realizada a 
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leitura das absorbâncias no espectrofotômetro Microwell Systems 
(Organon Teknika®) no comprimento de onda 540 nm.  

Os valores de absorbância medidos para cada concentração de 
composto foram transformados em porcentagens de viabilidade, em 
relação aos controles celulares (DMSO 0,6 %), considerados 100 % 
viáveis. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

 
4.9 PREDIÇÃO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL DOS 

COMPOSTOS ISOLADOS DE D. jolyana 
 
A estipulação teórica de solubilidade e permeabilidade dos 

compostos isolados (IDJ1 e IDJ2) foi realizada utilizando-se modelos 
computacionais para verificar os parâmetros físicoquímicos propostos por 
Lipinski e cols. (2001). Os valores de massa molecular (MM), milog P, 
número de grupamentos aceptores de ligação hidrogênio (N + O), número 
de grupamentos doadores de ligação hidrogênio (NH + OH), número de 
ligações rotáveis, área de superfície polar e o número de violações das 
regras foram obtidos a partir do programa freeware Free molinspiration 
disponibilizado online, através do JME Editor, cortesia de Peter Ertl da 
Novartis, disponível no site: http://www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties. 

 
4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
A análise estatística foi realizada com o auxílio do software SPSS 

versão 17.0® e para a construção dos gráficos utilizou-se o software 
GraphPad Prism 5.0®. As variáveis numéricas foram expressas como 
média e desvio-padrão. Conforme a necessidade, as médias das variáveis 
foram comparadas utilizando-se o teste t de Student para amostras 
pareadas, o teste t de Student para amostras independentes, ou a análise 
de variância de uma via (ANOVA de uma via) com pós-teste de Tukey 
ou Bonferroni. Foi adotado um nível de significância de 5 % (P ≤ 0,05). 
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5 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 coagulação sanguínea (Tabela 1). O TP 
na presença do extrato EDJ (600 µg/mL) foi de 13,9 ± 0,9 s, e o TTPa foi 
de 34,3 ± 0,4 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) 

 
Tratamento 

 

TP (s) TTPa (s) 

Média ± DP Média ± DP 
Controle (DMSO 

0,6 %) 12,6 ± 1,0 31,1 ± 1,1 

EDJ (600 µg/mL) 13,9 ± 0,9 34,3 ± 0,4 

DP - desvio padrão; DMSO - dimetilsulfóxido. N = 3. Teste t de Student pareado. 
Fonte: Elaboração Própria 
 

Pode-se observar que, em relação ao controle contendo apenas 
DMSO (TP = 12,6 ± 1,0 s e TTPa = 31,1 ± 1,1 s), EDJ não prolongou 
significativamente os tempos de TP e TTPa, o que indica que esse extrato 
não atua sobre as vias extrínseca, intrínseca ou comum da coagulação 
sanguínea.   

Além da atividade anticoagulante, também foi avaliado o efeito do 
extrato bruto EDJ sobre a agregação plaquetária induzida por ADP e 
epinefrina (Figura 10). Quando o ADP foi utilizado como agonista, a 
agregação na presença de EDJ (600 µg/mL) foi de 19,5 ± 3,5 %. Nos 
ensaios de agregação estimulada por epinefrina, a agregação na presença 
de EDJ foi de 67,0 ± 2,8 %. 

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

Como também pode ser observado na Figura 10, Painel C, o EDJ 
promoveu inibição significativa da agregação plaquetária induzida pelo 
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ADP e pela epinefrina quando comparado com o controle contendo 
apenas o veículo de dissolução.  

 
Figura 10 - Efeito do extrato bruto de D. jolyana sobre a agregação 
plaquetária induzida por ADP e epinefrina 

 
Painel A: Agregação plaquetária induzida por difosfato de adenosina (ADP - 6 
µM). Painel B: Agregação plaquetária induzida por epinefrina (EPI - 6 µM).  
Imagens ilustrativas de um experimento de três. Painel C: Agregação plaquetária 
média frente aos agonistas ADP e epinefrina (N = 3). EDJ - extrato bruto de D. 
jolyana 600 µg/mL; DP – desvio padrão. *Diferença significativa em relação ao 
controle (P ≤ 0,05). ANOVA de uma via, pós-teste Tukey. 
Fonte: Elaboração Própria 
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5.2 ATIVIDADE DAS FRAÇÕES FDJ1, FDJ2, FDJ3, FDJ4 e FDJ5 
SOBRE A AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 
Tendo em vista o potencial antiagregante do EDJ, foi avaliado o 

efeito sobre a agregação plaquetária de cinco frações obtidas a partir desse 
extrato bruto. A agregação plaquetária média induzida por ADP na 
presença da fração 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 agregação média do controle com DMSO 
foi de 95,0 ± 4,0 % (Figura 11, Painel A).  
 
Figura 11 - Efeito das frações FDJ1, FDJ2, FDJ3, FDJ4 e FDJ5 sobre a 
agregação plaquetária induzida por ADP e epinefrina 

 
Painel A: Agregação induzida por difosfato de adenosina (ADP - 6 µM). Painel 
B: Agregação induzida por epinefrina (EPI - 6 µM). Controle - DMSO 0,6 %; 
FDJ - Fração de D. jolyana. As frações foram testadas em uma concentração final 
de 600 µg/mL. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (N = 3). 
*Letras “a”, “b” e “c” - As frações identificadas com letras diferentes 
apresentaram diferenças significativas entre si, frações identificadas com letras 
iguais não tiveram diferenças significativas entre si (P ≤ 0,05). ANOVA de uma 
via, pós-teste Bonferroni.  
Fonte: Elaboração Própria 
 
5.3 ATIVIDADE DOS COMPOSTOS ISOLADOS IDJ1 E IDJ2 

 
Devido ao potencial antiagregante da fração FDJ1, bem como do 

seu rendimento e perfil cromatográfico, foram selecionados dois 
compostos isolados dessa fração, o IDJ1 e o IDJ2, para avaliar a sua 
atividade sobre a agregação e ativação plaquetária. Adicionalmente, para 
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verificar o seu potencial de uso em testes in vivo, também foi avaliada a 
hemocompatibilidade (teste de hemólise), a citotoxicidade contra células 
mononucleadas de indivíduos clinicamente saudáveis e a 
biodisponibilidade oral desses compostos. 

 
5.3.1 Efeito de IDJ1 e IDJ2 sobre a agregação plaquetária 

 
Como pode ser observado na Tabela 2, a agregação plaquetária 

estimulada por ADP na presença de IDJ1 foi de 43,5 ± 4,9 % e de IDJ2 
foi de 49,5 ± 3,5 %. Quando utilizada a epinefrina como agonista, a 
agregação na presença de IDJ1 foi de 45,6 ± 8,1 % e de IDJ2 foi de 57,5 
± 3,5 %. A agregação plaquetária estimulada com AA na presença de 
IDJ1 foi de 53,5 ± 4,9 % e de IDJ2 foi de 51,5 ± 0,7 %. Quando utilizado 
o colágeno como agonista, a agregação na presença de IDJ1 foi de 49,5 ± 
4,9 % e de IDJ2 foi de 77,5 ± 4,9 %. Já o estímulo com PAF como 
agonista na presença 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 agregação plaquetária induzida por 
ADP, epinefrina, AA, colágeno e PAF 

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

Controle 96,5 ± 0,7 95,5 ± 2,1 85,3 ± 3,8 92,3 ± 3,7 94,0 ± 5,9 

IDJ1 43,5 ± 4,9* 45,6 ± 8,1* 53,5 ± 4,9* 49,5 ± 4,9* 43,0 ± 2,8* 

IDJ2 49,5 ± 3,5* 57,5 ± 3,5* 51,5 ± 0,7* 77,5 ± 4,9 79,5 ± 4,9 

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 µM); EPI - epinefrina (6 µM); AA - ácido araquidônico (500 
µM); COL - colágeno (2 µg/mL); PAF - fator de ativação plaquetária (0,1 µM). 
Os compostos foram testados em uma concentração final de 500 µM. Os dados 
foram expressos como média ± desvio padrão (N = 3). *Diferença significativa 
em relação ao controle (P ≤ 0,05). Teste t de Student pareado.  
Fonte: Elaboração Própria 

 
Ao comparar com o controle, pode-se observar que o IDJ1 inibiu 

de forma significativa a agregação plaquetária induzida por todos os 
agonistas testados. Já o IDJ2 não foi capaz de inibir significativamente a 
agregação induzida por colágeno 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 agregação induzida pelos agonistas. 

Assim como o percentual de agregação, também foi avaliada a 
dissociação da primeira e segunda onda de agregação induzida pelos 
agonistas em presença de IDJ1 e IDJ2 (Figura 12). Quando comparadas 
com as curvas de controle e os perfis característicos de cada agonista, 
pode-se afirmar que o efeito inibitório de IDJ1 e IDJ2 parece estar 
essencialmente associado à inibição da segunda onda de agregação, 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 não foi observado quando o colágeno e o PAF foram utilizados como 
agonistas. 
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Figura 12 - Efeito de IDJ1 e IDJ2 no perfil de agregação plaquetária 
induzida por ADP, epinefrina, AA, colágeno e PAF 

 
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 µM); EPI - epinefrina (6 µM); AA - ácido araquidônico (500 
µM); COL - colágeno (2 µg/mL); PAF - fator de ativação plaquetária (0,1 µM). 
Imagens ilustrativas de um experimento de três. 
Fonte: Elaboração Própria 
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5.3.2 Determinação de CI50 de IDJ1 e IDJ2 
 
Uma vez que IDJ1 e IDJ2 foram capazes de inibir 

significativamente a agregação plaquetária, foram realizadas diluições 
seriadas de razão dois dos compostos para verificar se a atividade 
antiagregante deles era concentração dependente (Figura 13). Ressalta-se 
que foram determinadas as curvas de concentração resposta utilizando-se 
apenas os agonistas cuja ação foi significativamente inibida pelo 
composto.  

A partir das curvas de dose resposta, também foram calculadas as 
respectivas CI50 (Tabela 3). Por ultrapassar a linearidade da curva e ter 
valores maiores que 500 µM, não foi possível determinar a CI50 do IDJ1 
para o AA, e do IDJ2 para o ADP e o AA. Dentre as duas substâncias 
isoladas, o IDJ1 apresentou as melhores CI50, que foram de 441,5 ± 4,8 
µM frente ao ADP; de 407,3 ± 7,0 µM frente à epinefrina; de 319,2 ± 7,5 
µM frente ao colágeno e de 410,4 ± 6,7 µM frente ao PAF. 

 
Tabela 3 - Efeito de IDJ1 e IDJ2 sobre a agregação plaquetária induzida por 
ADP, epinefrina, AA, colágeno e PAF 

CI50 (µM) 
Tratamento ADP EPI AA COL PAF 

IDJ1 441,5 ± 4,8 407,3 ± 7,0 > 500 319,2 ± 7,5 410,4 ± 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-oxo-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona.; ADP - difosfato de adenosina (6 µM); EPI 
- epinefrina (6 µM); AA - ácido araquidônico (500 µM); COL - colágeno (2 
µg/mL); PAF - fator de ativação plaquetária (0,1 µM); NR - não realizado. Os 
dados foram expressos como valores de CI50 (µM) ± erro padrão (N = 3).  
Fonte: Elaboração Própria 
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Figura 13 - Curvas de agregação plaquetária induzida por ADP, epinefrina, 
AA, colágeno e PAF em função da concentração de IDJ1 e IDJ2 

 
Painel A: Curva de agregação concentração-dependente induzida por difosfato de 
adenosina (ADP - 6 µM). Painel B: Curva de agregação concentração-dependente 
induzida por epinefrina (EPI - 6 µM). Painel C: Curva de agregação 
concentração-dependente induzida por ácido araquidônico (AA - 500 µM). Painel 
D: Curva de agregação concentração-dependente induzida por colágeno (COL - 
2 µg/mL). Painel E: Curva de agregação concentração-dependente induzida por 
fator de ativação plaquetária (PAF - 0,1 µM). 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 padrão (N = 3). *Diferença 
significativa em relação ao controle negativo contendo apenas DMSO 0,6% (P ≤ 
0,05). ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. 
Fonte: Elaboração Própria 
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5.3.3 Ação de IDJ1 e IDJ2 sobre a expressão membranar da 
GpIIb/IIIa ativada e de P-selectina 
 
Com o intuito de investigar como os compostos isolados afetam a 

agregação, foi avaliado se o tratamento com IDJ1 e IDJ2 afetava a 
ativação plaquetária. Para tanto, verificou-se se os compostos alteravam 
a expressão membranar de P-selectina e a ativação da GpIIb/IIIa, através 
da marcação de plaquetas estimuladas com anti-CD62P e anti-PAC1, 
respectivamente. 

Como se pode observar na Tabela 4 e na Figura 14, os compostos 
IDJ1 e IDJ2 afetaram de maneira diferente a expressão desses 
marcadores. O IDJ1 inibiu de maneira mais efetiva a expressão 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 expressão de PAC1 (87,5 %) e de P-selectina (75,0 %) quando 
o ADP foi utilizado como agonista (Tabela 4). 
 
Tabela 4 - Porcentagem de inibição calculada da expressão de PAC1 e de 
CD62P 

Inibição (%) 
 Ligação com PAC-1 Expressão 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 inibição da expressão de PAC1 e CD62P foi calculada a partir 
das intensidades de fluorescência médias obtidas após a fusão dos arquivos das 
duplicatas com a ferramenta File Merge, disponível no software Infinicyt. ADP - 
difosfato de adenosina (6 µM); EPI - epinefrina (6 µM).  
Fonte: Elaboração Própria 
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Figura 14- Efeito de IDJ1 e IDJ2 na expressão membranar da GpIIb/IIIa 
ativada (PAC1) e de P-selectina (CD62P) em plaquetas estimulados por ADP 
e epinefrina 

Painel A: Histogramas do efeito de IDJ1 na expressão de PAC1 e de CD62P. 
Painel B: Histogramas do efeito de IDJ2 na expressão de PAC1 e de CD62P. 
Verde - controle (DMSO 0,6 %); Vermelho – Replicata 1; Azul – Replicata 2; 
ADP - difosfato de adenosina (6 µM); EPI - epinefrina (6 µM). 
Fonte: Elaboração Própria 
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5.3.4 Avaliação de hemocompatibilidade de IDJ1 e IDJ2 pelo teste de        
hemólise 

 
O ensaio de hemólise foi avaliado através da mensuração de 

hemoglobina liberada devido à ruptura da membrana eritrocitária após um 
período de incubação de uma hora com cada um dos compostos. Na 
concentração de 500 µM, os compostos IDJ1 (1,4 ± 0,1 %) e IDJ2 (2,6 ± 
2,7 %) causaram pequena hemólise. Contudo, na concentração de 1000 
µM, os compostos IDJ1 e IDJ2 causaram hemólise um pouco mais 
intensa, de 13,5 ± 4,4 % e 7,2 ± 3,6 %, respectivamente. Os resultados 
destes experimentos estão representados de maneira qualitativa na Figura 
15.  

 
Figura 15 - Efeito hemolítico de IDJ1 e IDJ2 

 
IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; CN - Controle negativo (0 % hemólise); 
CP - Controle positivo (100 % hemólise). Imagens ilustrativas de um experimento 
de três. 
Fonte: Elaboração Própria 
 
5.3.5 Efeito de IDJ1 e IDJ2 em células mononucleares de indivíduos 

clinicamente saudáveis 
 
Com o intuito de investigar o possível efeito citotóxico de IDJ1 e 

IDJ2, células mononucleadas de sangue periférico de seis indivíduos 
saudáveis foram incubadas com 500 µM de cada composto por 24 horas. 
Conforme pode ser observado na Figura 16, a viabilidade celular após 24 
horas do tratamento com IDJ1 (49,1 ± 6,2 %) e IDJ2 (84,3 ± 3,7 %) 
reduziu significativamente. O solvente DMSO 0,6 % não apresentou 
diferença significativa em relação ao grupo controle de células sem 
tratamento (dado não mostrado). 

 

 

CN CP 500 μM 1000 μM 
IDJ1 

CN CP 500 μM 1000 μM 
IDJ2 
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Figura 16 - Efeito citotóxico de IDJ1 (500 µM) e IDJ2 (500 µM) sobre células 
mononucleadas de indivíduos clinicamente saudáveis 

 
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 padrão (N = 6) *Diferença significativa em 
relação ao grupo controle (P ≤ 0,05). Teste t de Student. 
Fonte: Elaboração Própria 
 
5.3.6 Predição da biodisponibilidade oral de IDJ1 e IDJ2 

 
Os dois compostos isolados foram avaliados em função de 

parâmetros físico-químicos, a fim de estimar teoricamente suas 
características de solubilidade e permeabilidade nas membranas 
biológicas. Dentre os dados obtidos no programa Molinspiration (Tabela 
5) estão o coeficiente de partição octanol-água (miLogP), a massa 
molecular, o número de grupamentos aceptores de ligação de hidrogênio 
(nON) e o número de grupamentos doadores de ligação de hidrogênio 
(nOHNH) que compõem a regra dos cinco de Lipinski, cujos valores são 
múltiplos do número cinco. Além destas, outras propriedades que não 
fazem parte da regra dos cinco, mas são informações complementares 
também são calculadas pelo programa, como o volume, número de 
ligações rotativas (N rotb) e área de superfície polar topológica (TPSA). 

Segundo os parâmetros 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, o AAS e o 
clopidogrel, duas moléculas com atividade antiagregante amplamente 
administrados na clínica por via oral, não 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 átomos - 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 violações ≤ 1 1 1 0 0 
IDJ1 - bis(E)-(3-oxo-undec-4-enil) dissulfeto; IDJ2 - (E)-1-(5-metiltio-3-oxo-
undecil) dissulfanilundec-4-en-3-ona; AAS – ácido acetilsalicílico; miLog P - 
predição de LogP desenvolvida por Molinspiration (miLogP2.2 - Novembro, 
2005); N átomos - número de átomos; MM - massa molecular; nON - número de 
N e O aceptores de ligação de H; nOHNH - número de NH e OH doadores de 
ligação de H; N rotb - número de ligações rotativas; TPSA -  área de 
superfície polar topológica; N violações - número de violações da regra dos cinco 
de Lipinski.   * Parâmetros considerados por Lipinski na regra dos cinco. 
Fonte: Elaboração Própria 
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6 DISCUSSÃO 
 

Processos patológicos que afetem os componentes hemostáticos 
podem resultar em eventos hemorrágicos ou complicações 
tromboembólicas. No decorrer dos últimos anos, as doenças 
cardiovasculares representaram uma das principais causas de óbito e 
invalidez no mundo. Esses eventos são considerados um problema de 
saúde pública, principalmente no Brasil, onde a elevada incidência, 
morbidade e mortalidade de eventos tromboembólicos e de suas 
complicações estão associados ao seu elevado custo para o SUS (WEITZ; 
EIKELBOOM, 2016). 

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

 Por essa razão, ainda se faz necessária a busca por novas 
moléculas que apresentem efeito antitrombótico e anticoagulante, mas 
que sejam clinicamente seguras, eficazes, com melhor custo-benefício e 
de simples monitorização laboratorial (KIM et al., 2010; SURIN et al., 
2010; BAGLIN, 2013). Nesse contexto, os produtos naturais são uma área 
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 metabólicas para 
garantir sua sobrevivência em habitats diversos e hostis, resultando na 
biossíntese de uma série de metabólitos com estruturas químicas únicas, 
que desempenham atividades específicas e que, por vezes, são sem 
precedentes no ambiente terrestre (MARTINS et al., 2014). 

 Alguns destes produtos marinhos também apresentam atividades 
farmacológicas, como antiviral (CIRNE-SANTOS et al., 2006), 
antiofídica (DOMINGOS et al., 2011) citotóxica, (AZEVEDO et al., 
2008), anti-inflamatória, antiangiogênica, (CUMASHI et al., 2007), 
anticoagulante (MOURA et al., 2014) entre outras, o que demonstra seu 
potencial como fonte de novos compostos com atividades biológicas. 
Desta forma, moléculas bioativas de origem marinha têm sido 
amplamente estudadas quanto às suas atividades sobre as plaquetas e 
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sobre a coagulação, na procura por novos protótipos para o 
desenvolvimento de terapias antitrombóticas (MARTINS et al., 2014). 

 A alga Dictyopteris jolyana é uma alga marinha parda 
pertencente à família Dictyotaceae. Este gênero encontra-se amplamente 
distribuído no Oceano Atlântico, Índico e Pacífico e parece ter maior 
número de espécies nos oceanos tropicais (GUIRY, 2005; NUNES; 
PAULA, 2006). O grupo Dictyopteris é produtor de sesquiterpenos, 
esteroides e substâncias com enxofre (VALLIM et al., 2005; TEIXEIRA, 
2013), que possuem atividade citotóxica, antibacteriana, antimalárica, 
entre outras já relatadas na literatura (SIAMOPOULOU et al., 2004; 
JONGARAMRUONG; KONGKAM, 2007).  

Nesse contexto, o presente trabalho investigou a atividade de 
extrato bruto, de frações e de compostos isolados de D. jolyana sobre a 
agregação plaquetária e coagulação sanguínea 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 
à mesma família, como o gênero Dictyopteris, possam apresentar 
atividade semelhante. Com o intuito de verificar a hipótese 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 secundária (TP e TTPa) ou a hemostasia 
primária (agregação plaquetária induzida por ADP e epinefrina). Os 
resultados mostraram que EDJ não prolongou de forma significativa os 
tempos de TP e TTPa (Tabela 1), o que sugere que esse extrato não tem 
efeito nas vias da coagulação sanguínea humana.  

 Com relação à ação sobre a hemostasia primária, EDJ foi capaz 
de inibir em 80,5 % a agregação plaquetária induzida por ADP. Quando 
foi utilizada a epinefrina como agonista, EDJ também inibiu 
significativamente a agregação plaquetária (33,0 %). 

 As interações que iniciam e envolvem os processos de 
coagulação sanguínea e de agregação plaquetária são muito diferentes 
entre si (LESLIE, 2010; VERSTEEG et al., 2013) o que torna admissível 
que substâncias que atuem sobre uma fase da hemostasia não apresentem 
efeito semelhante sobre a outra fase. Estudos já mostraram que extratos 
brutos de plantas que apresentaram atividade antiagregante, não atuavam 
sobre a coagulação (NEIVA et al., 2008; LEE et al., 2013), e o contrário 
também ocorreu em outro trabalho (ROBERT et al., 2010). Contudo, 
considerando-se que os extratos brutos são constituídos 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 et al., 2011; KIM, 2011). Um desses trabalhos foi o de Moura e 
cols. (2011), que demonstraram que extratos brutos de algas pardas, 
incluindo algas do gênero Dictyota, tinham atividade anticoagulante e 
antiagregante. Contudo, nesse mesmo estudo, apenas um dos sete extratos 
brutos avaliados foi capaz de inibir a agregação plaquetária estimulada 
por ADP, sendo que a inibição foi de apenas 20 % (MOURA et al., 2011), 
inferior a encontrada no presente estudo. Essa diferença do potencial 
antiagregante dos extratos brutos pode estar relacionada a alguns fatores, 
como a espécie da alga, o sítio de coleta do espécime e o método de 
obtenção do extrato bruto.  

 Apesar de EDJ ser capaz de inibir a agregação induzida tanto por 
ADP quanto por epinefrina, o perfil das suas curvas de agregação difere 
entre si (Figura 10). De modo geral, para que a agregação plaquetária 
ocorra, é necessária a ativação das vias mediadas por Gq e Gi 
(PULCINELLI et al., 1999; WOULFE; YANG; BRASS, 2001). O ADP 
é capaz de promover a ativação desses dois mediadores através da sua 
ligação com os receptores P2Y1 e P2Y12, respectivamente. Em 
circunstâncias normais, o receptor P2Y12 é responsável por amplificar e 
estabilizar a agregação plaquetária passageira que é iniciada por P2Y1 
(WOULFE; YANG; BRASS, 2001; BROOS, 2011; CATTANEO, 2015). 
Dessa forma, plaquetas de indivíduos que apresentam deficiência de 
P2Y1, quando estimuladas com ADP, são incapazes de mudar de forma 
ou agregar adequadamente, apresentando percentuais de agregação 
diminuídos. Por outro lado, pacientes com deficiência de P2Y12 
apresentam apenas uma agregação fraca e transitória, e ausência de 
secreção em resposta a uma alta concentração de ADP (HARRISON et 
al., 2011; DAWOOD et al., 2012). Ao observar o perfil da curva de 
agregação de ADP (Figura 10), percebe-se que EDJ foi capaz de inibir a 
segunda onda e reverter parcialmente a primeira onda de agregação, o que 
sugere que não houve uma adequada ativação de P2Y12. Essa hipótese é 
reforçada pela observação do perfil da curva de agregação estimulada por 
epinefrina, em que houve apenas a diminuição da amplitude da segunda 
onde de agregação. A epinefrina ativa plaquetas via receptores α2-
adrenérgicos, que são acoplados a proteína Gi. Com isso, todas as funções 
exercidas por P2Y12 podem ser mimetizadas pelos receptores de 
epinefrina (DORSAM; KUNAPULI, 2004; BROOS, 2011), o que 
possibilita que ocorra agregação plaquetária mesmo na deficiência de 
P2Y12. Contudo, uma vez que P2Y12 está envolvido nos processos de 
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amplificação de sinal de agregação iniciada por outros agonistas, como a 
epinefrina, a deficiência desse receptor gera perfis hipoagregantes quando 
outros agonistas que não o ADP são 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 agregação induzida por epinefrina, mas não inibir a primeira onda de 
agregação. Entretanto, deve-se ressaltar que os extratos brutos de plantas 
são uma mistura de compostos que podem atuar de forma sinérgica ou em 
múltiplas vias bioquímicas, e a análise dos resultados do presente estudo 
não permite afirmar que EDJ também não interfira em outras vias de 
sinalização, o que também explicaria a diferença de atividade 
antiagregante para os dois agonistas.  

Tendo em vista seu potencial antitrombótico, foram avaliados os 
efeitos de cinco frações de EDJ sobre a agregação plaquetária (Figura 11). 
Todas as frações inibiram significativamente a agregação induzida por 
ADP e epinefrina, sendo que a fração FDJ2 foi a que apresentou menor 
atividade antiagregante para os dois estímulos utilizados. A fração FDJ5 
foi a que melhor inibiu a agregação induzida por ADP, no entanto, sua 
capacidade de inibir a agregação estimulada pela epinefrina foi 
equivalente a apresentada pelas frações FDJ1 e FDJ4. Esses resultados 
indicam que todas as frações testadas apresentam em sua composição uma 
ou mais substâncias que são capazes de inibir a agregação plaquetária 
induzida por ADP e epinefrina, e, muito provavelmente, os mecanismos 
de inibição das frações são semelhantes ao de EDJ, ou seja, através da 
inibição de P2Y12. No entanto, aparentemente, a fração FDJ5 apresenta 
maior concentração de compostos ativos, ou é constituída de compostos 
que são mais eficazes em inibir a agregação induzida por ADP. Apesar 
dos resultados promissores, não foi possível dar continuidade à 
investigação da atividade antiagregante de FDJ5 devido ao seu baixo 
rendimento. 

 Diante disso, a fração FDJ1 foi considerada a mais promissora 
para dar continuidade às investigações, uma vez que, além de inibir 
significativamente a agregação plaquetária, também teve um bom 
rendimento e um perfil cromatográfico interessante, uma vez que parecia 
ser rico em substâncias sulfatadas (dados não mostrados). A presença de 
enxofre é promissora, uma vez que ele é essencial para a ação do 
clopidogrel e da ticlopidina, que são dois fármacos antiagregantes 
amplamente utilizados na clínica, e com mecanismos de ação semelhantes 
ao proposto para EDJ e FDJ1. O clopidogrel e a ticlopidina são pró-
fármacos que precisam ser metabolizados através de duas etapas pelos 
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hepatócitos para gerarem metabólitos que possuem um grupamento tiol 
que irá se ligar e inibir irreversivelmente aos receptores P2Y12 
(ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; MASENENI 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 
agregação plaquetária induzida por ADP e epinefrina (Tabela 2), o que 
indica que eles podem estar diretamente realcionados a inibição da 
agregação plaquetária observada quando o PRP foi tratado com EDJ e 
FDJ1.  

 Com o intuito de começar a entender o mecanismo de ação dos 
dois compostos, além de ADP e epinefrina, foram incluídos no estudo 
outros agonistas com diferentes alvos e vias de ativação plaquetária: AA, 
colágeno e PAF. É importante ressaltar que o AA por si só não é capaz de 
causar ativação plaquetária, entretanto, ele serve como substrato para a 
enzima COX1 plaquetária, que desencadeia a síntese de prostaglandinas. 
A enzima tromboxano sintetase por sua vez age sobre essas 
prostaglandinas, produzindo TXA2, que é capaz de ativar plaquetas 
através de receptores acoplados à proteína Gq e G13 (BROOS et al., 2011). 

Como pode ser observado na Tabela 2, IDJ1 inibiu de forma 
significativa a agregação plaquetária induzida por todos os agonistas 
testados. Quando comparadas as CI50 encontradas para IDJ1 no presente 
trabalho (Tabela 3), observa-se que as CI50 para ADP, epinefrina e PAF 
foram muito semelhantes, enquanto a de colágeno e AA foram a menor e 
a maior de todas, respectivamente. IDJ2, por sua vez, não foi capaz de 
inibir significativamente a agregação induzida por colágeno e PAF 
(Tabela 2), e, mesmo quando a inibição foi significativa, suas CI50 foram 
maiores do que as calculadas para IDJ1. A compilação 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 diferença entre eles é que IDJ1 é um 
homodímero, enquanto IDJ2 é um heterodímero, cujo dímero dois possui 
um grupamento metiltio no carbono 5 ao invés de uma dupla ligação entre 
os carbonos 4 e 5. Dessa forma, sugere-se que a diferença de potencial 
antitrombótico de IDJ1 e IDJ2 esteja relacionada com a presença da dupla 
ligação no dímero dois de IDJ1. 

 Não 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, 
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um composto isolado dessa alga, inibiu a agregação induzida por 
colágeno de maneira concentração-dependente, com CI50 de 1060 µM 
(MOURA et al., 2014), que é superior à encontrada para IDJ1 no presente 
estudo. 

 Ao avaliar os perfis das curvas de agregação gerada pelos 
agonistas, percebe-se que o tratamento com IDJ1 e IDJ2 inibiu a segunda 
onda de agregação, mas não interferiu com a primeira (Figura 13). A 
segunda onda observada nas figuras de porcentagem de transmitância de 
luz corresponde à etapa de amplificação de sinal, liberação do conteúdo 
de grânulos e agregação plaquetária (GURNEY, 2016). Dessa forma, o 
perfil apresentado pelas curvas sugere que as vias de amplificação de sinal 
pró-agregante podem estar sendo bloqueadas. 

 Como anteriormente mencionado, para que a agregação 
plaquetária ocorra, é necessária a ativação das vias mediadas por Gq e Gi, 
sendo que o ADP ativa esses dois mediadores via receptores P2Y1 e 
P2Y12, respectivamente (PULCINELLI et al., 1999; WOULFE; YANG; 
BRASS, 2001; BROOS et al., 2011). O PAF os ativa através de seus 
receptores específicos, contudo a ação do PAF ocorre principalmente via 
Gq, e a via sinalização iniciada por Gi é considerada menor, o que torna 
esse agonista dependente da secreção de ADP (RAO et al., 1984; SINGH 
et al., 2013). Os receptores de epinefrina são capazes de ativar apenas Gi, 
e os receptores de TXA2 (gerado a parti do AA) se acoplam apenas à Gq, 
o que faz com que a agregação induzida por esses dois agonistas também 
seja dependente da secreção e da ação do ADP sobre os seus receptores 
(WOULFE; YANG; BRASS, 2001; BROOS et al., 2011). Os receptores 
de colágeno não são acoplados à proteína G, contudo eles são capazes de 
desencadear uma cascata de sinalização que, assim como Gq, ativa PLC. 
Dessa forma, o colágeno também necessita do ADP para auxiliar na 
ativação plaquetária (RIVERA et al., 2009; DAWOOD et al., 2012). Uma 
vez que todos os agonistas utilizados necessitam da ação de ADP sobre 
os receptores P2Y para que ocorra uma completa ativação e agregação 
plaquetária, acredita-se que provavelmente, assim como EDJ e as frações, 
IDJ1 e IDJ2 estejam atuando sobre o receptor P2Y12 e suas vias de 
sinalização. 

Com a percepção de que os compostos isolados poderiam estar 
inibindo a agregação através do bloqueio das vias de ativação e secreção 
plaquetária, investigou-se se o tratamento das plaquetas com IDJ1 e IDJ2 
diminuía a expressão de marcadores de ativação e secreção de plaquetas. 
Dessa forma, no presente trabalho, foi avaliado o efeito dos compostos 
isolados de D. jolyana na ativação de GpIIb/IIIa (PAC1) e na expressão 
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membranar de P-selectina (CD62P) quando as plaquetas eram expostas 
ao  ADP e a epinefrina. 

A ativação e posterior degranulação plaquetária provoca a 
liberação de íons e proteínas na circulação sanguínea, enquanto este 
processo também altera a composição da membrana plaquetária e resulta 
na expressão superficial da P-selectina e um aumento no número de 
moléculas de receptor de integrina GpIIb/IIIa. A exposição da P-selectina 
se dá após a ativação plaquetária, sendo crucial para o recrutamento de 
leucócitos para locais de lesão vascular e a formação de agregados de 
leucócitos-plaquetas, enquanto também é importante para a interação 
plaquetária com o endotélio (STENBERG et al., 1985; KUTLAR; 
EMBURY, 2014). Após a ativação plaquetária, também ocorre a 
alteração da conformação do receptor GpIIb/IIIa (ativação), o que 
aumenta a sua afinidade por moléculas de fibrinogênio e facilita a 
agregação com plaquetas adjacentes por ligação ao fibrinogênio. Todos 
esses eventos estão associados com a segunda onda de agregação 
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 ativação da GpIIb/IIIa e a expressão 
membranar de P-selectina após o estímulo com ADP ou epinefrina 
(Figura 14). No entanto, estudos desse tipo com substâncias isoladas de 
algas marinhas não foram encontrados na literatura. No entanto, 
Kontogianni e cols. (2016) avaliaram o efeito de compostos isolados de 
folhas de Olea europaea L. na agregação plaquetária e na expressão de 
P-selectina e de GpIIb/IIIa ativada. Eles encontraram resultados um 
pouco inferiores, em que o eritrodiol, na concentração de 410 µΜ, inibiu 
a agregação plaquetária em 42 %, a ligação com PAC1 em 22 % e a 
expressão de P-selectina em 31 % quando o ADP foi usado como 
agonista. 

Os resultados de agregação plaquetária e citometria de fluxo 
sugerem que IDJ1 e IDJ2 são capazes de inibir a ativação, secreção e 
agregação plaquetária pela inibição das vias de sinalização de P2Y12. 
Entretanto, mais estudos devem ser realizados a fim de investigar por 
quais mecanismos de sinalização intracelular IDJ1 e IDJ2 estariam 
atuando, bem como elucidar a relação entre esses mecanismos e a 
diferença estrutural dos compostos.  

Devido à 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 hemácias são um dos principais componentes sanguíneos e um 
dos primeiros elementos com que compostos ou substâncias entram em 
contato após administração sistêmica. Dessa forma, os ensaios de 
liberação de hemoglobina in vitro (teste de hemólise) foram utilizados 
para quantificar o efeito prejudicial que IDJ1 e IDJ2 teriam sobre a 
membrana dos eritrócitos. Segundo o Standard Practice for Assessment 
of Hemolytic Properties of Materials (2008 apud BAUER et al., 2012), 
moléculas que causam uma hemólise de 0,0 - 2,0 % são classificadas 
como não hemolíticas, enquanto uma hemólise de 2,0 - 5,0 %, e uma 
maior que 5,0 % são classificadas como ligeiramente hemolíticas e 
hemolíticas, respectivamente. Dessa forma, quando IDJ1 e IDJ2 foram 
avaliados em concentrações próximas as de suas CI50 (500 µM), IDJ1 foi 
classificado como não hemolítico (1,4 ± 0,1 %) e IDJ2 como ligeiramente 
hemolítico (2,6 ± 2,7 %). Apenas quando testados no dobro da sua CI50 
(1000 µM) é que eles geraram hemólises significativas. Os resultados 
indicam que IDJ1 é um candidato em potencial para a realização de 
ensaios in vivo, desde que utilizado em concentrações próximas a sua 
CI50.   

Outra importante avaliação que deve ser feita em compostos com 
potencial para serem utilizados em ensaios in vivo é se eles são citotóxicos 
para células saudáveis. Dessa forma, foi avaliada a viabilidade de células 
mononucleares após 24 horas de incubação com os compostos. Tanto 
IDJ1 quanto IDJ2 apresentaram um efeito citotóxico significativo na 
concentração de 1000 µM (Figura 16). Contudo, medicamentos já 
empregados na clínica também apresentam tal efeito e isso não impediu 
a sua utilização. Maseneni e cols. (2012) demonstraram que o clopidogrel 
e a ticlopidina apresentam mielotoxicidade significativa a partir de 
concentrações de 10 µM. Zahno e cols. (2013) avaliaram a 
hepatotoxicidade do clopidogrel e mostraram que esse apresentava efeito 
citotóxico significativo em células HepG2 que superexpressavam 
CYP3A4 em concentrações de 10 µM ou mais. No presente estudo, os 
compostos isolados foram testados em concentrações muito superiores às 
avaliadas por Maseneni e cols. (2012) e por Zahno e 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 parâmetros físico-químicos propostos por Lipinski 
e cols. (2001). A regra dos cinco de Lipinski estabelece alguns parâmetros 
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estruturais relevantes para a predição teórica do perfil de 
biodisponibilidade oral de fármacos, predizendo a influência da estrutura 
química na absorção de um determinado composto. Esta regra foi assim 
denominada, pois todos os valores envolvidos são múltiplos do número 
cinco (LIPINSKI et al., 2001).  

De acordo com a regra, uma molécula candidata a fármaco será 
provavelmente ativa oralmente se apresentar 10 ou menos grupos 
aceptores de ligação hidrogênio (nON); cinco ou menos grupos doadores 
de ligação hidrogênio (nOHNH); se sua massa molecular (MM) for menor 
ou igual a 500 g/mol; e seu coeficiente de partição octanol-água (Clog P) 
menor ou igual a cinco (ou miLog P ≤ 4,15). Quando um composto viola 
mais de um desses parâmetros, há uma alta probabilidade de que 
problemas de atividade serão encontrados (LIPINSKI et al., 2001). A 
“regra dos cinco” baseia-se na distribuição de propriedades calculadas 
entre diversos fármacos, entretanto alguns fármacos pertencentes a 
algumas classes como, antibióticos, glicosídeos cardíacos e vitaminas não 
cumprem esses requisitos. Diante disso, Lipinski e cols sugeriram em 
2001 que essas poucas classes terapêuticas que violam a “regra dos cinco” 
contêm fármacos oralmente ativos devido a propriedades estruturais 
características de substratos para transportadores biológicos.     

As moléculas de AAS e clopidogrel não violam nenhum dos cinco 
parâmetros, o que justifica o uso desses fármacos 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 são mais lipofílicas que hidrofílicas. Isso aponta 
que essas moléculas podem se ligar com maior facilidade as proteínas 
plasmáticas, e isso pode facilitar a distribuição do composto pelo 
organismo. O número de grupos aceptores e doadores de ligação de 
hidrogênio, e a massa molecular estão em concordância 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 violação não inviabilizaria o 
uso de IDJ1 e IDJ2, e por isso sugere-se que essas são moléculas com 
potencial biodisponibilidade oral. 

Abordagens teóricas são estratégias importantes na etapa inicial 
nos estudos de novos fármacos. A avaliação teórica fornecida pelo 
programa Molinspiration é uma predição, no entanto os resultados 
obtidos reforçam que os compostos isolados estudados são moléculas 
potenciais para o desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos. 
Além disso, a partir desses resultados, pode-se sugerir o uso da estratégia 
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de modelagem molecular para realizar mudanças estruturais e assim 
aprimorar o perfil farmacológico e toxicológico desses compostos.  

Por fim, os resultados do presente trabalho apontam que IDJ1 e 
IDJ2 isolados de D. jolyana não demonstraram ter efeito sobre a 
coagulação e apresentaram efeito antiplaquetário, sendo que esse efeito 
está provavelmente relacionado com a inibição de P2Y12, o que gera uma 
menor ativação plaquetária. Do ponto de vista farmacológico, seria 
interessante uma molécula com alta atividade antiplaquetária, mas baixo 
efeito anticoagulante, ou que não atue sobre todas as vias da cascata da 
coagulação ou mecanismos de agregação plaquetária, pois seu risco de 
hemorragia seria reduzido, o que é desejável, uma vez que a hemorragia 
é um dos efeitos adversos mais importantes dos atuais medicamentos 
antitrombóticos (KEI et al., 2011; HOFFBRAND; MOSS, 2013). Por 
isso, uma molécula candidata ao desenvolvimento de um fármaco 
antitrombótico deve ter efeito antiplaquetário e/ou anticoagulante, mas 
também deve ser segura e não induzir efeitos adversos em seres humanos.  

Dessa forma, apesar de serem necessários futuros estudos in vitro 
e in vivo para elucidar completamente o mecanismo de ação e os possíveis 
efeitos tóxicos de IDJ1 e IDJ2, os resultados do presente trabalho indicam 
que estas moléculas podem ser utilizadas como protótipos para o 
desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos. 
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7 CONCLUSÃO 

 
A compilação dos resultados do presente estudo permite concluir 

que: 
• EDJ não parece ter potencial anticoagulante, uma vez que não 

promoveu um prolongamento clinicamente relevante em TP e TTPa;  
• O extrato bruto de D. jolyana (EDJ) apresenta atividade 

antiagregante, pois inibiu de maneira significativa a agregação 
plaquetária induzida por ADP e por epinefrina; 

• Todas as frações inibiram significativamente a agregação 
plaquetária induzida por ADP e epinefrina. A fração FDJ2 de D. jolyana 
foi a que apresentou menor atividade antiagregante para todos os 
agonistas, e FDJ5 foi a que melhor inibiu a agregação induzida por ADP;  

• A fração FDJ1 foi considerada a mais promissora para dar 
continuidade às investigações, uma vez que, além de inibir 
significativamente a agregação plaquetária, também teve um bom 
rendimento e um perfil cromatográfico interessante; 

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

• As CI50 de IDJ1 foram mais baixas que as de IDJ2, sendo que a 
do colágeno foi a menor de todas (319,2 ± 7,5 µM); 

• IDJ1 apresentou melhor atividade antiagregante do que IDJ2, e 
isso parece estar relacionado com a presença da dupla ligação entre os 
carbonos 4 e 5 no dímero dois de IDJ1; 

• Os compostos IDJ1 e IDJ2 inibiram em mais de 50 % a ligação 
com PAC1 e a expressão membranar de P-selectina após o estímulo com 
ADP e com epinefrina; 

• IDJ1 e IDJ2 causaram baixa toxicidade sobre as hemácias, porém 
diminuíram significativamente a viabilidade de células mononucleares 
saudáveis em ensaios in vitro; 

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

Com a realização desse trabalho, sugere-se que o efeito inibitório 
causado por IDJ1 e IDJ2 sobre a agregação plaquetária seja devido à 
interação desses compostos com os receptores P2Y12, uma vez que a 
inibição da agregação parece estar envolvida com o impedimento do 
sistema de amplificação e sinergismo plaquetário. Estes resultados 
evidenciam a potencial utilização de moléculas provenientes de D. 
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jolyana como protótipos no desenvolvimento de novos fármacos 
antitrombóticos. 
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8 PERSPECTIVAS 

 
• Investigar quais constituintes da fração FDJ5 são responsáveis 

por seu efeito antiagregante; 
• Avaliar a secreção de grânulos densos com o teste da Mepacrina; 
• Analisar a fosforilação das vias de sinalização relacionadas a 

P2Y12 pela técnica de Western Blotting; 
• Verificar a expressão de fosfatidilserina em plaquetas ativadas 

para verificar a ação de IDJ1 e IDJ2 sobre a ativação de P2Y12; 
• Estudar o efeito de IDJ1 e IDJ2 em ensaios com modelos de 

trombose in vivo; 
• Realizar estudos de modelagem molecular e investigar a relação 

estrutura x atividade de IDJ1 e IDJ2. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Seres Humanos   
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