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RESUMO 

 

A hemostasia é um processo fisiológico que consiste em um equilíbrio entre proteínas 

pró-coagulantes e anticoagulantes. Distúrbios nos mecanismos hemostáticos podem 

ocasionar eventos tromboembólicos. A trombose é uma complicação de alta incidência, 

morbidade e mortalidade no Brasil e no mundo. Atualmente, diversos medicamentos 

são utilizados para a prevenção e o tratamento da trombose, porém ainda existem muitos 

efeitos adversos associados a sua utilização, o que limita o seu uso universal. Portanto, 

há a necessidade de novas terapias, com melhor custo-benefício e menos reações 

adversas. Nesse contexto, compostos de origem natural, com boa atividade sobre a 

hemostasia, podem representar um avanço tecnológico nas terapias anticoagulantes e 

antitrombóticas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de extratos 

brutos de algas marinhas pardas e de seus compostos isolados sobre a agregação plaquetária e a 

coagulação sanguínea humana. A ação sobre a coagulação foi analisada pelo tempo de 

protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). A atividade 

antiagregante foi avaliada por turbidimetria usando difosfato de adenosina (ADP), 

epinefrina, ácido araquidônico (AA) e colágeno como agonistas. Previamente a 

realização dos ensaios, o plasma rico ou pobre em plaquetas foi incubado a 37 °C com 

os extratos brutos ou os compostos isolados. Dos 27 extratos brutos avaliados, apenas 

um extrato de Dictyopteris jolyana prolongou significativamente o TTPa. No entanto, 

15 extratos brutos inibiram significativamente da agregação plaquetária induzida por 

ADP e/ou epinefrina. A partir da triagem com os extratos, selecionaram-se cinco 

compostos isolados deles (DJ12, DJ13, DJ14, DJ17 e AP1) para verificar seu efeito 

sobre a hemostasia. Nenhum composto apresentou efeito anticoagulante, e quatro 

inibiram significativamente a agregação induzida por ADP e/ou epinefrina. O composto 

AP1, isolado da alga marinha parda Desmarestia menziesii J. Agardh, apresentou os 

melhores resultados e por isso foi selecionado para dar continuidade às investigações. 

Quando o ADP foi utilizado como agonista, a CI50 de AP1 foi de 201,8 ± 6,4 μM, frente 

à epinefrina foi de 239,7 ± 9,0 μM, ao AA foi de 207,5 ± 6,6 μM e ao colágeno foi de 

156,9 ± 5,4 μM. A avaliação do perfil da curva de agregação sugeriu que AP1 interfere 

nos mecanismos relacionados com a resposta exógena da plaqueta, visto que inibiu parcialmente 

a primeira onda de agregação. Segundo o método de exclusão por azul de trypan, AP1 

diminuiu em menos de 5% a viabilidade das plaquetas. A avaliação da expressão 

membranar de P-selectina e de GpIIb/IIIa ativa por citometria de fluxo demonstrou que 

AP1 inibiu a ativação plaquetária, uma vez que diminuiu em quase 100% a expressão de 

ambos marcadores. Ainda constatou-se que na concentração de 500 µM, AP1 era 

citotóxico para células mononucleadas sanguíneas. Contudo, AP1 apresentou-se 

fracamente hemolítico até a concentração de 720 µM. Segundo as regras de Lipinski e 

Veber, AP1 pode apresentar boa biodisponibilidade oral. Conclui-se que AP1 pode ser 

utilizado como protótipo para o desenvolvimento de um novo medicamento 

antitrombótico, uma vez que apresentou significativo efeito antiagregante, não afetou a 

viabilidade plaquetária, apresentou fraca atividade hemolítica e boa biodisponibilidade 

oral. 

 

Palavras-chave: antiagregante, anticoagulante, plaqueta, compostos naturais, alga 

parda, Desmarestia menziesii. 
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Antithrombotic and anticoagulant effect of algae’s crude extracts and its isolated 

compounds  

 

Hemostasis is a physiological process consisting of a balance between procoagulant and 

anticoagulant proteins. Disturbances in hemostatic mechanisms can lead to 

thromboembolic events. Thrombosis is a complication of high incidence, morbidity and 

mortality in Brazil and in the world. Currently, several drugs are used for the prevention 

and treatment of thrombosis, but there are still many adverse effects associated with its 

utilization, which limits its universal use. Therefore, there is a need of new therapies, 

with better cost-benefit and less adverse reactions. In this context, compounds of natural 

origin, with good activity on hemostasis, may represent a technological advance in 

anticoagulant and antithrombotic therapies. The aim of this study was to evaluate the 

effect of crude extracts of brown marine algae and their isolated compounds on platelet 

aggregation and blood coagulation. The effect on coagulation was evaluated by 

prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT). The 

antiplatelet activity was evaluated by turbidimetry using adenosine diphosphate (ADP), 

epinephrine, arachidonic acid (AA) and collagen as agonists. Prior to the assays, rich or 

platelet-poor plasma was incubated at 37 °C with the crude extracts or the isolated 

compounds. Of the 27 crude extracts evaluated, only one extract of Dictyopteris jolyana 

significantly prolonged the TTPa. However, 15 crude extracts significantly inhibited 

platelet aggregation induced by ADP and/or epinephrine. From the screening with the 

crude extracts, five compounds isolated from them (DJ12, DJ13, DJ14, DJ17 and AP1) 

were selected to verify their effect on hemostasis. No compound had anticoagulant 

effect, and four significantly inhibited ADP and/or epinephrine-induced aggregation. 

The compound AP1, isolated from the brown algae Desmarestia menziesii J. Agardh, 

presented the best results and was therefore selected to continue the investigations. 

When ADP was used as an agonist, the IC50 of AP1 was 201.8 ± 6.4 μM, for 

epinephrine it was 239.7 ± 9.0 μM, for AA it was 207.5 ± 6.6 μM and for collagen it 

was 156.9 ± 5.4 μM. The evaluation of the profile of the aggregation curve suggested 

that AP1 interferes in the mechanisms related to the exogenous platelet response, since 

it partially inhibited aggregation’s first wave. According to the blue trypan exclusion 

method, AP1 decreased the platelet viability by less than 5%. Evaluation of P-selectin 

and active GpIIb/IIIa membrane expression by flow cytometry demonstrated that AP1 

inhibited platelet activation, as it decreased the expression of both markers by almost 

100%. It was further found that at the concentration of 500 μM, AP1 was cytotoxic to 

blood mononuclear cells. However, AP1 was poorly hemolytic up to the concentration 

of 720 μM. According to the rules of Lipinski and Veber, AP1 may have a good oral 

bioavailability. It is concluded that AP1 can be used as a prototype for the development 

of a new antithrombotic drug, since it presented a significant antiplatelet effect, did not 

affect platelet viability, and presented poor hemolytic activity and good oral 

bioavailability. 

 

Keywords: antiplatelet, anticoagulant, platelet, natural compounds, brown algae, 

Desmarestia menziessi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), nos últimos 15 anos, as 

principais causas de óbitos no mundo são as doenças cardíacas isquêmicas e derrames. 

No ano de 2016, essas doenças foram responsáveis por 15,2 milhões de mortes (WHO, 

2018). No Brasil, em 2017, as doenças cardiovasculares representavam a primeira causa 

de óbitos em indivíduos com mais de 40 anos de ambos os sexos (BRASIL, 2018). 

Nesse contexto, evidências têm demonstrado que distúrbios da hemostasia, como 

hiperagregação plaquetária, aumento da atividade de fator de coagulação e diminuição 

da capacidade fibrinolítica, podem contribuir significativamente para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (AMIROU et al., 2018; FAVALORO; 

LIPPI, 2018; KARSENTY et al., 2018; McEWEN, 2015).  

A hemostasia é um processo fisiológico que envolve as plaquetas, os vasos 

sanguíneos, as proteínas da coagulação e fibrinolíticas, e os anticoagulantes naturais. 

Ela tem como objetivo manter a fluidez do sangue nos vasos sanguíneos, de modo a 

evitar possíveis hemorragias após um dano vascular, ou tromboses espontâneas (KRIZ; 

RINDER; RINDER, 2009; REIS et al., 2003). 

Didaticamente, o sistema hemostático é dividido em três fases: hemostasia 

primária (interação entre plaquetas e vasos); hemostasia secundária (coagulação 

sanguínea) e fibrinólise (dissolução do coágulo) (FAVALORO; LIPPI, 2018). Após a 

lesão vascular, ocorre ativação das plaquetas e do sistema de coagulação, o que leva à 

formação de um tampão plaquetário e/ou coágulo que impede a perda sanguínea. Uma 

vez que o tecido lesionado se reconstitui, ocorre a fibrinólise que irá dissolver o coágulo 

e permitir o reestabelecimento do fluxo sanguíneo. Quando algum desses processos é 

interrompido ou prejudicado devido a anormalidades hereditárias ou adquiridas, a 

hemostasia é ineficiente e pode resultar em eventos hemorrágicos ou complicações 

tromboembólicas (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; VERSTEEG et al., 2013). 

Como as plaquetas e a coagulação desempenham um papel fundamental na 

patogênese dos eventos tromboembólicos, a utilização de medicamentos antiagregantes 

e anticoagulantes é essencial para a prevenção de tais eventos (SILVA et al., 2013). 

Dentre os fármacos mais utilizados na prática clínica, cita-se o ácido acetilsalicílico 

(AAS) e o clopidrogrel, que são antiagregantes; e os antagonistas da vitamina K e 

inibidores indiretos do fator X ativado (FXa), que atuam como anticoagulantes  

(FAVALORO; LIPPI, 2018). O AAS é o antiplaquetário mais comumente utilizado na 



17 
 

prevenção primária em indivíduos idosos e é recomendado por diversas diretrizes 

(FEITOSA-FILHO et al., 2019; McEVOY et al.,2019; SILVA et al., 2013). O AAS 

atua inibindo a síntese de tromboxano A2 (TXA2) pelas plaquetas e pode ser utilizado 

em terapia combinada com outro medicamento antiagregante. Apesar de sua 

comprovada eficácia, estudos anteriores sugerem que cerca de 50% dos pacientes com 

doença aterosclerótica são resistentes à terapia com AAS (GUIRGIS; THOMPSON; 

JANSEN, 2017; PATEL et al., 2019; TANTRY et al., 2018).  

Já o clopidogrel representa a segunda geração de uma classe de medicamentos 

denominada tienopiridínicos, que são inibidores do receptor P2Y12 por prevenirem 

seletiva e irreversivelmente a ligação da difosfato de adenosina (ADP) a esse receptor. 

Atualmente, o clopidogrel é o membro mais utilizado dessa classe de fármacos e, 

juntamente com o AAS, forma a terapia de escolha para prevenção secundária de 

eventos isquêmicos recorrentes em pacientes com síndrome coronariana aguda (SCA) 

(FEITOSA-FILHO et al., 2019). No entanto, estudos relatam que há uma variabilidade 

na resposta ao clopidogrel como resultado de múltiplos fatores, incluindo idade, 

diabetes mellitus, interações medicamentosas e polimorfismos genéticos (BERGER, 

2018). Outro fator que limita a sua utilização é que se estima que 30% da população 

mundial apresente algum grau de resistência ao clopidogrel (FEITOSA et al., 2018).  

No âmbito dos anticoagulantes, a heparina foi o primeiro anticoagulante utilizado 

clinicamente e, após mais de 100 anos da sua descoberta, continua sendo o 

anticoagulante mais usado, embora sua utilização seja limitada à administração 

parenteral, o que dificulta a adesão ao tratamento (CARVALHAL et al., 2019). A 

heparina teve sua molécula modificada por meio de clivagem química ou enzimática, 

gerando as heparinas de baixo peso molecular (HBPM), que também atuam como 

anticoagulantes, porém com benefícios comparados a molécula original, tais como 

biodisponibilidade adequada por via subcutânea, farmacocinética mais previsível e 

menos efeitos adversos (VILANOVA et al., 2016). A partir de 1950, a varfarina e 

outros antagonistas da vitamina K (AVK) têm sido o pilar da terapia para pacientes com 

fibrilação atrial (FA) e tromboembolismo venoso (TEV) (FEITOSA-FILHO et al., 

2019). Embora os AVK sejam relativamente baratos, eles possuem uma janela 

terapêutica estreita, exigem monitoramento frequente, apresentam interações com 

alimentos e medicamentos, o que termina por resultar em baixa adesão ao tratamento. 

Alternativamente a essa terapia, o Food and Drug Administration (FDA) e a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovaram para uso uma nova classe de 
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fármacos, os anticoagulantes orais de ação direta (DOAC), sendo a dabigatrana, a 

rivaroxabana e a apixabana os mais utilizados atualmente. Esses medicamentos não 

exigem monitoramento laboratorial e possuem menos interações medicamentosas. No 

entanto, as principais preocupações sobre os DOACs incluem custo, risco de 

sangramento e ausência atual de um antídoto específico (PETERSON et al., 2019). 

Como pode ser visto, apesar da criação e modulação de novas moléculas, os 

medicamentos atualmente existentes para o tratamento e profilaxia de eventos 

tromboembólicos ainda apresentam limitações associadas ao seu uso, como importantes 

e variadas interações medicamentosas e alimentares, estreita janela terapêutica, efeitos 

adversos importantes como sangramentos, desenvolvimento de resistência e possível 

toxicidade (BERGER, 2018; CARVALHAL et al., 2019; FEITOSA et al., 2018; 

PEREIRA et al., 2017; TANTRY et al., 2018). Considerando as limitações terapêuticas 

existentes e, associando ao fato de que as doenças cardiovasculares são uma das 

principais causas de óbito no Brasil e no mundo (BRASIL, 2015; REIS et al., 2003), 

fica evidente a necessidade da busca de novas moléculas com atividade promissora 

sobre a hemostasia e que sejam mais eficazes, seguras e com melhor custo-benefício do 

que as atualmente disponíveis no mercado para uso (PEREIRA et al., 2017).  

A OMS estima que aproximadamente 80% da população mundial usa a 

medicina tradicional para as suas necessidades básicas de saúde e a maior parte dessa 

terapia envolve o uso de extratos de plantas ou compostos ativos de plantas. Ao longo 

da história, as plantas têm sido usadas para fins de cura e formam a origem da medicina 

moderna (McEWEN, 2015). Nas últimas décadas, estudos tem demonstrado que 

compostos naturais, incluindo os de origem marinha, têm potencial biotecnológico na 

indústria e na medicina, apresentando variadas atividades, como antiplaquetária 

(BADIMON, VILAHUR, 2013), anticoagulante (MOURA et al., 2011), citotóxica 

(ALVES et al., 2018), antiparasitária (GARCIA-DAVIS et al., 2018), entre outras. As 

fontes marinhas proporcionam estruturas químicas únicas e incomuns, devido à 

exposição a ambientes diversos e hostis, estimulando a síntese de metabólitos 

secundários biologicamente ativos. As algas e invertebrados são as fontes marinhas 

mais abundantes de novos compostos antitrombóticos, produzindo tanto 

macromoléculas, como polissacarídeos, quanto pequenas moléculas, como peptídeos, 

terpenos, alcalóides, polifenóis, etc. Embora nos últimos anos os polissacarídeos tenham 

sido identificados como os metabólitos mais explorados terapeuticamente como novos 

agentes antitrombóticos, as moléculas pequenas provaram ser também um excelente 
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ponto de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos e com um diferencial, 

são oralmente eficazes (CARVALHAL et al., 2019). Portanto, compostos de origem 

natural que possuam boa atividade sobre a hemostasia humana podem representar um 

avanço tecnológico considerável na obtenção de novos fármacos antiagregantes ou 

anticoagulantes, que auxiliem na prevenção e tratamento de eventos tromboembólicos 

da população em geral (KU et al., 2013). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito de extratos brutos de algas marinhas pardas e de seus 

compostos isolados sobre a agregação plaquetária e a coagulação sanguínea humana. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar os efeitos dos extratos brutos sobre a agregação plaquetária induzida por 

ADP e epinefrina; 

• Avaliar os efeitos dos extratos brutos sobre os tempos de protrombina (TP) e 

tromboplastina parcial ativada (TTPa); 

• Selecionar os extratos brutos com melhor atividade antiagregante e verificar o efeito 

de seus compostos isolados sobre a agregação plaquetária induzida por ADP e 

epinefrina, e sobre o TP e TTPa; 

• Selecionar o composto isolado com melhor atividade sobre a hemostasia e avaliar o 

seu efeito sobre a viabilidade de plaquetas provenientes de indivíduos clinicamente 

saudáveis; 

• Selecionar o composto isolado com melhor atividade antiagregante e verificar sua 

atividade sobre a agregação plaquetária induzida por ácido araquidônico (AA) e 

colágeno; 

• Determinar a concentração inibitória 50% (CI50) do composto selecionado frente à 

agregação plaquetária; 

• Investigar o efeito do composto isolado selecionado sobre a expressão membranar 

de GpIIb/IIIa ativada e de P-selectina; 

• Verificar o potencial hemolítico do composto isolado selecionado; 

• Avaliar se o composto isolado selecionado é citotóxico para células mononucleadas 

humanas provenientes de indivíduos clinicamente saudáveis; 

• Avaliar a solubilidade e permeabilidade do composto isolado selecionado utilizando 

ferramentas computacionais. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 HEMOSTASIA 

 

A hemostasia é um processo fisiológico que consiste em um equilíbrio entre 

proteínas pró-coagulantes e anticoagulantes. Ela tem como objetivo manter a fluidez do 

sangue nos vasos sanguíneos, de modo a evitar possíveis hemorragias ou a formação de 

trombos indevidos (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; REIS et al., 2003). O sistema 

hemostático é um mecanismo complexo que reconhece a lesão vascular, recruta uma 

combinação de componentes celulares e proteínas plasmáticas solúveis e produz um 

tampão insolúvel, que cessa o extravasamento sanguíneo. Os principais constituintes 

deste tampão incluem as plaquetas e a fibrina, que é formada a partir de uma proteína 

plasmática solúvel denominada fibrinogênio (COSTA et al., 2010). 

Didaticamente, a hemostasia é dividida em hemostasia primária, hemostasia 

secundária e fibrinólise. A hemostasia primária compreende a interação entre plaquetas 

e a parede dos vasos sanguíneos. Nessa etapa, após a lesão vascular e a exposição do 

endotélio, há ativação e adesão das plaquetas ao vaso lesionado e formação de um 

tampão hemostático com agregação plaquetária. A hemostasia secundária engloba os 

fatores teciduais que ativam a cascata da coagulação e resulta na formação de trombina 

(COSTA et al., 2010; FAVALORO; LIPPI, 2018; VERSTEEG et al., 2013). A 

fibrinólise representa a última fase da hemostasia, na qual há a degradação da fibrina e 

dissolução do coágulo formado, com restauração da circulação sanguínea local 

(FAVALORO; LIPPI, 2018; VERSTEEG et al., 2013). 

 

3.1.1 Hemostasia Primária 

 

A hemostasia primária compreende a interação entre as plaquetas e a parede 

dos vasos sanguíneos. As plaquetas são fragmentos anucleados, de formato discoide, 

derivados do citoplasma de megacariócitos presentes na medula óssea. Elas têm sua 

produção regulada pela trombopoetina, e permanecem circulantes na corrente sanguínea 

por aproximadamente 7-10 dias. O sangue humano apresenta normalmente de 200.000 a 

400.000 plaquetas/mm
3
. As plaquetas podem sintetizar um número limitado de 

proteínas, uma vez que elas contêm RNA mensageiro (RNAm), mas não um núcleo 

(COSTA et al., 2010; THOMAS, M.R.; STOREY, R.F., 2015) 
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Em condições fisiológicas, as plaquetas não interagem com o endotélio 

vascular, pois este funciona como uma barreira que exerce ativamente funções 

antiaderentes e antiagregantes, principalmente através da liberação de prostaglandinas 

(PGI2) e óxido nítrico (NO). Quando ocorre uma lesão vascular e consequente 

exposição de constituintes do subendotélio, como colágeno e fator de von Willebrand 

(FvW), as plaquetas iniciam o processo de adesão à parede do vaso, o que causa a sua 

ativação (COSTA et al., 2010; PRYZDIAL et al., 2018 VERSTEEG et al., 2013). 

A adesão plaquetária é mediada por diversas glicoproteinas (GP) de membrana, 

sendo o complexo GpIb/IX/V um dos principais responsáveis por esse processo. O 

principal componente desse complexo é a GpIb, que liga-se ao FvW que se encontra 

ligado ao colágeno exposto pelo subendotélio. As GpVI e GpIa/IIa são receptores de 

colágeno presentes na superficie das plaquetas e também promovem adesão, no entanto, 

diferentemente da GpIb, eles são capazes de se ligar diratamente ao colágeno exposto e 

não necessitam da presença de FvW (CIMMINO; GOLINO, 2013). 

A ligação das GpIb, GpVI e GpIa/IIa aos seus ligantes desencadeia 

mecanismos de transdução de sinais que levam à conversão de fosfatidilinositol 

bifosfato (PIP2), um fosfolipídio presente na membrana das plaquetas, em diacilglicerol 

(DAG) e inositol trifosfato (IP3). O DAG ativa a proteína quinase C (PKC), e o IP3 ativa 

canais de cálcio (Ca
2+

) presentes na membrana do sistema tubular denso da plaqueta, 

proporcionando, então, a saída de íons Ca
2+

 desse e aumentando, consequentemente, a 

concentração de Ca
2+

 no citoplasma. O aumento da concentração citoplasmática de Ca
2+

 

promove a ativação da plaqueta, desencadeando três principais eventos: mudança 

conformacional da plaqueta, ativação do metabolismo do ácido araquidônico (AA) e 

secreção plaquetária (CHENG et al., 2017; CIMMINO; GOLINO, 2013; COSTA et al., 

2010;  PRYZDIAL et al., 2018 VERSTEEG et al., 2013). 

O metabolismo do AA inicia-se com a ativação mediada pelo Ca
2+

 citosólico 

da fosfolipase A2, que gera AA através da clivagem de fosfolipídios de membrana. A 

enzima ciclo-oxigenase-1 (COX-1), presente nas plaquetas, converte AA em 

endoperóxidos cíclicos (prostaglandina G2 - PGG2, e prostaglandina H2 - PGH2). A 

enzima tromboxano sintase converte estes endoperóxidos em TXA2. Estes produtos da 

COX-1 plaquetária (PGG2, PGH2 e TXA2) são potentes vasoconstritores e ativadores 

plaquetários (Figura 1) (CHENG et al., 2017; COSTA et al., 2010). 
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Figura 1 - Mecanismos de ativação plaquetária. 

 
GPVI – glicoproteína VI; ADP – difosfato de adenosina; ATP - trifosfato de adenosina; 5HT - serotonina. 

Fonte: SOUZA (2016). 

 

A mudança conformacional e emissão de pseudópodes se dá pela ativação do 

sistema contrátil actina-miosina (COSTA et al., 2010; PRYZDIAL et al., 2018 

VERSTEEG et al., 2013). A interação entre a miosina e a actina 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 quantidade significativa de moléculas bioativas, como ADP e serotonina 

(CIMMINO; GOLINO, 2013).  

O TXA2, o ADP, a serotonina, entre outros agonistas liberados pelas plaquetas 

ativadas irão se ligar aos seus receptores específicos ativando mais plaquetas no sítio da 

lesão e amplificando o sinal pró-agregante. Independentemente da via de ativação da 

plaqueta (adesão ou ligação de agonistas), a etapa final da hemostasia primária envolve 

a formação de um tampão plaquetário instável. Este evento é mediado pela ligação de 

proteínas adesivas, como o fibrinogênio, ao ligante receptivo do receptor GpIIb/IIIa. A 

forma receptiva de GpIIb/IIIa se liga a moléculas de fibrinogênio, que formam “pontes” 

entre as plaquetas, promovendo a agregação plaquetária e formação do tampão 

(CIMMINO; GOLINO, 2013). 
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3.1.2 Hemostasia Secundária 

 

Simultaneamente à formação do tampão plaquetário, acontece a ativação da 

hemostasia secundária ou coagulação, que consiste na conversão de uma proteína 

solúvel do plasma, o fibrinogênio (FI), em sua forma ativa, a fibrina (FIa), por ação de 

uma enzima denominada trombina. A coagulação sanguínea envolve uma ativação 

sequencial em cascata, na qual uma proteína plasmática inativa (zimogênio) é 

convertida em um produto ativo por meio da hidrólise de uma ou duas ligações 

peptídicas (COSTA et al., 2010; VERSTEEG et al., 2013). 

Atualmente, o modelo de coagulação aceito é o baseado em superfícies 

celulares, sendo divido em três fases: iniciação, amplificação e propagação (COSTA et 

al., 2010). A fase de iniciação, classicamente denominada “via extrínseca da 

coagulação”, é impulsionada pela exposição do fator tecidual (FT) que se associa ao 

fator VII ativado (FVIIa) presente no sangue, formando o complexo FT-FVIIa que ativa 

os fatores IX e X (FIXa e FXa, respectivamente). O FXa formará um complexo com o 

fator V ativo (FVa) e será responsável por converter a protrombina (FII) em trombina 

(FIIa). O complexo FT-FVIIa apresenta uma meia-vida curta no plasma, sendo capaz de 

gerar apenas pequenas quantidades de trombina (COSTA et al., 2010; FAVALORO; 

LIPPI, 2018). Dessa forma, para que ocorra a finalização do processo de formação do 

coágulo de fibrina, é necessário que ocorra a fase de amplificação. 

Na fase de amplificação, a pequena quantidade de trombina que foi formada 

liga-se às plaquetas aderidas no local de lesão vascular e amplifica o sinal pró-agregante 

através da clivagem dos receptores do tipo PAR presentes na membrana das plaquetas 

(COSTA et al., 2010; FAVALORO; LIPPI, 2018). A trombina também irá ativar o fator 

VIII (FVIIIa) ligado ao FvW e o fator XI (FXIa). Simultaneamente, se inicia a fase de 

propagação da coagulação. Nessa fase, o FXIa ativa o FIX (FIXa) que irá formar um 

complexo com o FVIIIa, os fosfolipídios e Ca
2+

 que estão aderidos à membrana 

plaquetária. Este complexo, por sua vez, ativará FX, o que culminará na produção de 

trombina em concentrações elevadas no sítio da lesão (CIMMINO; GOLINO, 2013; 

COSTA et al., 2010). A trombina é a única enzima gerada no processo de coagulação 

capaz de converter o fibrinogênio em fibrina. Os monômeros de fibrina interagem entre 

si através de interações eletrostáticas formando uma rede insolúvel, porém instável, de 

fibrina. A consolidação deste polímero é feita pela ação do fator XIII ativado (FXIIIa), 

uma enzima que também é ativada pela trombina, a qual une covalentemente as 
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moléculas de fibrina presentes na rede instável (Figura 2). Os processos envolvidos na 

coagulação são finamente controlados por inibidores presentes no plasma, como a 

antitrombina, a α2-macroglobulina e a proteína C ativada (COSTA et al., 2010; 

FAVALORO, LIPPI, 2018). 

 

Figura 2 - Representação esquemática da cascata da coagulação. 

FT – fator tecidual; FvW – fator de von Willebrand; GpIIb/IIIa – glicoproteína IIb/IIIa; PAR – receptor 

de proteína ativada; ADP – difosfato de adenosina. Adaptado de: GEORGE et al. (2019). 

 

3.1.3 Fibrinólise 

 

A fibrinólise representa a última fase da hemostasia. A principal proteína 

plasmática envolvida na fibrinólise é o plasminogênio que, quando ativado, se 

transforma em plasmina, uma proteína com função enzimática que atua localmente no 

interior do coágulo, digerindo fibras de fibrina (COLLEN; LIJNEN, 1986). 

 Quando o coágulo de fibrina é formado, grande quantidade de plasminogênio 

fica retida nele. O tecido lesionado libera inibidores da fibrinólise, o que impede a 

ativação do plasminogênio. Mas, quando o tecido recupera-se da lesão, o endotélio 

vascular libera o ativador de plasminogênio do tipo tecidual (AP-t), que converte o 

plasminogênio em plasmina. A plasmina, por sua vez, digere a fibrina e o fibrinogênio, 

gerando os produtos de degradação da fibrina/fibrinogênio (PDF), como o dímero D 

(COLLEN; LIJNEN, 1986). 
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3.2 TROMBOSE 

 

Quando algum dos mecanismos hemostáticos falha em decorrência de 

anormalidades genéticas ou adquiridas, pode ocorrer um evento hemorrágico ou 

complicações tromboembólicas (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; REIS et al., 2003). 

 A trombose é uma das principais causas de morte e incapacidade no mundo. 

Ela pode ocorrer em veias ou artérias, e é a doença subjacente ao TEV, que inclui a 

trombose venosa profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP), e a maioria dos casos de 

SCA e acidente vascular cerebral (AVC). Juntas, essas condições são responsáveis por 1 

em cada 4 mortes em todo o mundo (FREDENBURGH; GROSS; WEITZ, 2017). 

Os trombos são compostos de plaquetas agregadas, fibrina e células, mas a 

proporção desses componentes difere entre trombos arteriais e venosos. As plaquetas 

predominam nos trombos arteriais, que geralmente se formam sob condições de alta 

força de cisalhamento em locais de ruptura de placa aterosclerótica. Em contraste, a 

fibrina é o principal componente dos trombos venosos, que comumente se formam sob 

condições de baixa tensão de cisalhamento (FREDENBURGH; GROSS; WEITZ, 

2017). Tradicionalmente, essas características distintivas influenciam a escolha da 

terapia antitrombótica. Fármacos antiplaquetários são a base para a prevenção e 

tratamento da trombose arterial, enquanto anticoagulantes têm sido a base para o 

gerenciamento de TEV (FAVALORO; LIPPI, 2018; FEITOSA-FILHO et al., 2019; 

FREDENBURGH; GROSS; WEITZ, 2017). 

 

3.3 TERAPIAS PREVENTIVAS E DE TRATAMENTO PARA TROMBOSE 

 

Devido à prevalência de doenças cardiovasculares provenientes de complicações 

tromboembólicas, a utilização de medicamentos que auxiliem na prevenção e 

tratamento dessas doenças tem aumentado nos últimos anos (Figura 3) (PEREIRA et 

al., 2017; REIS et al., 2003). 
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Figura 3 - Estruturas químicas dos antiplaquetários. 

A – Ácido acetilsalicílico; B – Ticlopidina; C – Clopidogrel; D – Prasurgel; E – Ticagrelor; F – 

Voraxapar. Fonte: elaboração própria. 

 

O AAS é o antiagregante plaquetário mais utilizado e continua sendo o padrão 

ouro da terapia antiplaquetária. Ele atua acetilando irreversivelmente a COX-1 e, 

consequentemente, inibindo a síntese de TXA2 a partir do ácido araquidônico. Os 

efeitos antiplaquetários ocorrem rapidamente e leva de 3 a 4 dias para a completa 

recuperação da agregação plaquetária após a interrupção do tratamento. Uma baixa dose 

de manutenção é preferida, pois doses mais altas são geralmente associadas com o 

aumento do risco de sangramento sem melhora nos resultados isquêmicos. Como o 

AAS não pode impedir a ativação plaquetária por outras vias, a terapia combinada a 

outro agente antiplaquetário oral é geralmente recomendada. De fato, o uso combinado 

de AAS e inibidores do receptor plaquetário de ADP, o P2Y12, apresentou inibição 

aditiva da ativação plaquetária (BERGER, 2018).  

A ticlopidina e o clopidogrel representam a primeira e segunda geração de 

inibidores do receptor P2Y12, respectivamente, e ambos pertencem à classe das 

tienopiridinas, que previne seletiva e irreversivelmente a ligação do ADP ao receptor 

P2Y12. Embora eficaz como antiplaquetário, o uso de ticlopidina está associado a 
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efeitos adversos potencialmente graves, como a supressão da medula óssea. Por este 

motivo, o clopidogrel é o inibidor P2Y12 atualmente mais utilizado. O clopidogrel é um 

pró-fármaco que requer a conversão hepática pelas enzimas do citocromo P450 para 

produzir um metabólito ativo. Ele é amplamente utilizado na prevenção de eventos 

isquêmicos e estudos tem demonstrado que o clopidogrel é mais efetivo que o AAS na 

redução de riscos de infarto do miocárdio isquêmico, AVC e morte vascular (BERGER, 

2015; McEWEN, 2015).  

Como o clopidogrel, o prasurgel é uma tienopiridina e, portanto, bloqueia a 

ligação do ADP ao receptor P2Y12 irreversivelmente. Ele é tambem um pró-farmaco, 

requerendo ativação metabólica hepática, porém tem um início de ação mais rápido que 

o clopidogrel. O ticagrelor é o primeiro de uma nova classe de agentes chamados ciclo-

pentiltriazolopirimidinas que inibe reversivelmente o receptor P2Y12 ligando-se a um 

sítio diferente. Esse fármaco não bloqueia a ligação do ADP, mas inibe a ativação 

plaquetária bloqueando a transdução de sinal induzida pelo ADP. Ao contrário do 

prasurgel, o ticagrelor é um fármaco de ação direta com um início de ação mais rapido 

que o clopidogrel. O voraxapar é um novo antagonista oral de PAR-1 que inibe a 

ativação de plaquetas mediada por trombina, que é independente da via mediada por 

ADP e TXA2 (Figura 4) (BERGER, 2015). 
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Figura 4 - Alvos celulares para fármacos antiplaquetários. 

 
ADP – Difosfato de adenosina; COX -1 – Ciclooxigenase 1; GP – Glicoproteína; 5-HT – Serotonina; 

PAR – Receptor de proteína ativada. Adaptado de: BERGER (2018). 

 

As terapias que envolvem a utilização de AAS e/ou clopidogrel possuem uma 

limitação de eficácia, que é a possibilidade de ocorrência de resistência a esses 

fármacos. Essas resistências são descritas na literatura como clínica e/ou laboratorial. A 

resistência clínica na maioria das vezes resulta em reincidência de eventos trombóticos 

mesmo com a administração correta do medicamento. A resistência laboratorial possui 

uma definição mais complexa, e é interpretada como a incapacidade do indivíduo de 

inibir a função plaquetária, medida por testes padrão para hemostasia de plaquetas. A 

prevalência de resistência aos antiagregantes plaquetários varia amplamente e depende 

da população estudada. Em pacientes com doença coronariana aguda e desordens 

metabólicas concomitantes (dislipidemia, diabetes, obesidade, hipertensão, etc) a 

resistência ao AAS tem sido definida em 5 a 60% dos pacientes, já os que apresentam 

resistência ao uso do clopidogrel representam de 5 a 30% dos pacientes 

(JASTRZEBSKA et al., 2018). Os fármacos mais recentes na classe dos 

antiplaquetários (prasurgel, ticagrelor e voraxapar), também possuem limitações e 

efeitos adversos a serem considerados. Prasurgel e ticagrelor possuem um risco 
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aumentado de hemorragia intracraniana (incluindo hemorragia fatal no caso do 

prasurgel) e o ticagrelor está associado a um aumento do risco de dispnéia. Estudos de 

fase III relataram que o voraxapar aumentou a taxa de sangramento intracraniano. Por 

isso, possui como contraindicação seu uso em pacientes com histórico de AVC, 

hemorragia intracraniana ou sangramento patológico ativo (BERGER, 2018). 

Na classe dos anticoagulantes, a heparina foi o primeiro anticoagulante 

utilizado clinicamente e continua sendo o mais usado, embora a única via de 

administração seja a parenteral (devido a suas cargas altamente negativas e alto peso 

molecular), o que dificulta a adesão ao tratamento (CARVALHAL et al., 2019). A 

heparina é um glicosaminoglicano altamente sulfatado e é extraída e purificada de 

tecidos animais, incluindo intestino de porco, e pulmão e intestino bovino. As HBPM 

são produzidas através da despolimerização controlada da heparina (ONISHI et al., 

2016). As HBPM, também atuam como anticoagulantes, porém com biodisponibilidade 

adequada por via subcutânea, dose-resposta mais previsível e menos efeitos adversos. 

Dentre as HBPM, a enoxaparina é a mais utilizada atualmente (VILANOVA et al., 

2016). De modo geral, as heparinas atuam inibindo principalmente a trombina (FIIa) 

e/ou o FXa. Como é possível prever, os principais efeitos adversos relacionados ao uso 

das heparinas são hemorragias, porém também são relatados trombocitopenia induzida 

por heparina e osteoporose. Sua utilização é contraindicada em pacientes renais, visto 

que a principal via de eliminação é a renal (ONISHI et al., 2016).  

A varfarina é um AVK e tem sido usada há décadas para tratar pacientes com 

FA, trombose, EP e portadores de válvulas cardíacas protéticas. Ela atua tratando e 

prevenindo a formação de coágulos sanguíneos ao diminuir a produção de fatores de 

coagulação dependentes de vitamina K (FII, FVII, FIX e FX) (McEWEN, 2015). 

Embora a varfarina seja um fármaco de baixo custo, está associada a muitos efeitos 

adversos, o que dificulta sua utilização. Ela é frequentemente associada a sangramentos, 

apresentando uma taxa de cerca de 7,2 eventos por 100 pacientes/ano. Ainda é 

importante relatar que ela possui uma janela terapêutica estreita, exige monitoramento 

frequente e apresenta muitas interações com alimentos e medicamentos. De fato, a 

varfarina está entre os três principais fármacos resposáveis por internações hospitalares 

relacionadas à reação adversa a medicamentos (PETERSON et al., 2019; 

PIRMOHAMED, 2018).  

O desenvolvimento dos DOACs para o tratamento da doença tromboembólica 

foi considerado um avanço tecnológico. Durante a última década, eles foram 
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gradualmente substituindo os AVK, que eram a única classe disponível de 

anticoagulantes orais por quase seis décadas. Os DOACs atuam por inibição direta da 

trombina (dabigatrana) ou do FXa (rivaroxabana, apixabano e edoxaban) (Figura 5). 

Eles são tão eficazes como a varfarina para profilaxia em pacientes com FA e para 

prevenção e tratamento de TEV, e está associada com um risco mais baixo de 

hemorragias. Embora o risco de hemorragia seja menor, quando ocorre, no geral é mais 

grave. Em comparação com AVK, os DOACs tem um efeito terapêutico mais 

previsível, não requerem monitoramento do efeito anticoagulante, tem menos interações 

com outros fármacos e não requerem restrição de alimentos contendo vitamina K. Uma 

das principais limitações desde a introdução dessa nova classe de anticoagulantes tem 

sido a ausência de agentes específicos para reverter seu efeito em caso de hemorragia 

grave ou necessidade de cirurgia de emergência (ENRIQUEZ, BARANCHUK, 

CORBALÁN, 2019). 

 

Figura 3 - Estruturas químicas dos anticoagulantes. 

 

A – Heparina; B – Enoxaparina; C – Varfarina; D – Dabigatrana; E – Rivaroxabana; F – Apixabano. 

Fonte: elaboração própria. 
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3.4 COMPOSTOS NATURAIS 

 

As plantas são usadas há milhares de anos por seus benefícios nutricionais e 

médicos. O conhecimento de seu uso é dinâmico, passado de geração em geração, e as 

tradições de diferentes regiões, culturas e famílias afetam o seu uso. Plantas medicinais 

são importantes para o tratamento e prevenção de doenças, mas precisam ser utilizadas 

com segurança. Na medicina tradicional, não são usadas apenas em pequena escala, mas 

também tem importante valor industrial e comercial. As plantas medicinais também são 

uma fonte inesgotável de materiais terapêuticos, como fitoterápicos, fitofarmacêuticos, 

fármacos semi-sintéticos e protótipos de fármacos sintéticos. Os compostos naturais 

possuem estruturas complexas e são farmacologicamente ativos em organismos vivos, 

auxiliando assim na farmacoterapia. Muitos fármacos comercializados atualmente são 

provenientes de compostos extraídos das plantas, com alguns exemplos incluindo os 

salicilatos/AAS (da casca do salgueiro), digoxina (da dedaleira), quinina (da casca da 

cinchona), morfina (da papoula do ópio) e a varfarina (dicumarol) (LEITE, MARTINS, 

CASTILHO, 2016; McEWEN, 2015). 

Nas últimas décadas, estudos têm demonstrado que compostos naturais, 

incluindo os de origem marinha, têm potencial biotecnológico na indústria e na 

medicina, apresentando variadas atividades, como antiplaquetária (BADIMON, 

VILAHUR, 2013), anticoagulante (MOURA et al., 2011), citotóxica (ALVES et al., 

2018), antiparasitária (GARCIA-DAVIS et al. 2018), entre outras. 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 (COSTA et al., 2010). As algas marinhas são os 

recursos mais abundantes no oceano e possivelmente contém uma rica fonte de 

metabólitos funcionais como polissacarídeos, proteínas, peptídeos, lipídios, 

aminoácidos, polifenóis e sais minerais. 

As algas marinhas podem ser classificadas em três grandes grupos com base na 

sua pigmentação e composição química: algas castanhas (Phaeophyceae), algas 

vermelhas (Rhodophyceae) e algas verdes (chlorophyceae). Nos últimos anos, 

numerosos polissacaderídeos isolados de algas marinhas atraíram grande interesse em 

alimentos funcionais, produtos farmacêuticos e aplicações cosméticas. Os 

polissacarídeos são um tipo de biomacromolécula que existem como componentes 
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estruturais da parede celular das algas. Eles estão frequentemente ligados a atividades 

farmacológicas como anticoagulantes, antioxidante, antitumoral e imunomodulatório 

(CAMARA et al., 2011; XU, HUANG, CHEONG, 2017). 

No contexto da hemostasia, trabalhos já demonstraram que um grande número 

de compostos isolados de algas possui atividade antitrombótica.  Nesse sentido, a busca 

por novos medicamentos antitrombóticos se faz necessária e os produtos marinhos 

podem representar uma fonte importante para a pesquisa de novas terapias (MOURA et 

al., 2011; PEREIRA et al., 2017). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 PRINCIPAIS REAGENTES E EQUIPAMENTOS  

 

A avaliação dos ensaios de coagulação sanguínea foi realizada em 

coagulômetro semiautomatizado (CLOTimer, Quick Timer) e os TPs e TTPas através 

do uso de conjuntos diagnóstico da marca CLOT
®
 (BIOS Diagnóstica, Brasil). Para 

análise da agregação plaquetária, os ensaios foram realizados em agregômetro 

semiautomatizado (Agrego – Qualiterm) e os agonistas utilizados para a estimulação 

foram: ADP (6 μM; Sigma-Aldrich
®
, EUA); epinefrina (6 μM; Hipolabor, Brasil); AA 

(500 μM; Chrono-Log Corp., EUA) e colágeno (2 μg/mL; Chrono-Log Corp., EUA). O 

teste de hemólise foi realizado com o auxílio do espectrofotômetro Microwell Systems 

(Organon Teknika
®
). Nos ensaios de citotoxicidade utilizou-se MTT (Brometo de 3-

(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio; Amresco
®
, EUA), Ficoll-Hypaque 

(densidade 1,077g/m
3
, Sigma-Aldrich

®
, EUA) e meio de cultura celular Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI, Gibco
®
, Irlanda) 1640. Para avaliação da viabilidade 

plaquetária, utilizou-se o corante Azul de Trypan 0,04% (Sigma-Aldrich
®
, EUA) e o 

reagente FIX and PERM
®

 (BD Biosciences, EUA). Nos ensaios de citometria de fluxo, 

foram utilizados anticorpos monoclonais anti-PAC1-FITC (clone PAC-1; BD 

Biosciences, EUA), anti-CD62P-PE (clone AK-4; BD Biosciences, EUA) e  anti-CD61-

PerCP (clone PN IM 1758U; BD Biosciences, EUA). Todas as amostras foram 

analisadas no citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry 

Systems) 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). Os dados adquiridos pelo citômetro de fluxo foram analisados no software 

Infinicyt (Cytognos
®
, Espanha) versão 1.7. A predição teórica de solubilidade e 

permeabilidade foi determinada utilizando-se o programa freeware Free molinspiration 

disponibilizado online, através do JME Editor, cortesia de Peter Ertl da Novartis, 

disponível no site: http://www.molinspiration.com/cgibin/properties. 
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4.2 SELEÇÃO DOS PARTICIPANTES E COLETA DAS AMOSTRAS 

 

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). 

As amostras de sangue utilizadas nos experimentos foram obtidas 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/EBSERH). Os participantes foram esclarecidos sobre os objetivos, riscos e 

benefícios de participar da pesquisa e, após a concordância com o desenvolvimento do 

estudo, solicitou-se a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) e a amostra de sangue foi coletada. Para os ensaios de coagulação sanguínea, de 

agregação plaquetária, de viabilidade plaquetária e de citometria de fluxo foram 

utilizadas amostras anticoaguladas com citrato de sódio 0,38%. Para os testes de 

potencial de hemólise e de citotoxicidade em células mononucleares foram utilizadas 

amostras de sangue venoso anticoaguladas com ácido etilenodiamino tetra-acético 

(EDTA). Para cada experimento foram utilizadas amostras de pelo menos três doadores. 

 

4.3 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS E COMPOSTOS ISOLADOS  

 

Os extratos brutos e compostos isolados foram obtidos e gentilmente cedidos 

pelas doutorandas do Programa de Pós-graduação em Farmácia da Universidade Federal 

de Santa Catarina (PPGFAR-UFSC) Ana Cláudia Philippus e Gabriele Andressa Zatelli, 

que são orientadas pela Professora Dra. Miriam de Barcellos Falkenberg do Laboratório 

de Investigação de Produtos Naturais Marinhos da UFSC. 

 

4.3.1 Extratos brutos 

 

No presente trabalho, foi avaliado o efeito de 27 extratos brutos de algas 

marinhas pardas sobre a hemostasia. Os extratos foram obtidos a partir de algas 

marinhas pardas de diversas espécies e de vários locais de coleta no Brasil e exterior 

(Tabela 1). Os extratos AP27, AP47 e AP39 não estão listados na Tabela 1, pois foram 

obtidos a partir de espécies de algas pardas ainda não identificadas. Todos os extratos 
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brutos foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração estoque entre 

120 e 160 mg/mL e armazenados a temperatura de 2-8 °C . Para realização dos ensaios, 

a solução estoque foi diluída em tampão fosfato-salino (PBS – pH 7,4) de modo que as 

concentrações finais ficassem entre 600 e 800 µg/mL. 
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Tabela 1 - Dados sobre coleta e identificação das espécies de algas marinhas. 

Espécie Local de Coleta Data da Coleta Código 

Desmarestia menziesii J. 

Agardh 

Demay – Antártida 21/01/2016 ADM 

Punta Plaza – Antártida 07/12/2015 ADMPP 

Half Moon – Antártida 04/12/2013 ADMHM 

Ilha do Elefante – Antártida 13/12/2014 ADMIE 

Desmarestia anceps 

Montagne 
Ilha Nelson – Antártida 23/01/2016 ADA 

Gigartina skottsbergii 

Setchell & N.L. Gardner 
Greenwich – Antártida 23/01/2016 AGS 

Iridaea cordata (Turner) 

Bory de Saint-Vincent 
Demay – Antártida 21/01/2016 AIC 

Ascoseira mirabilis 

Skottsberg 
Ilha Nelson – Antártida 21/01/2016 AAM 

Palmaria decipiens 

(Reinsch) R.W. Ricker 
Demay – Antártida 21/01/2016 APD 

Dictyopteris jolyana 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha 
01/2015 DJ2 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Laje Dois Irmãos) 
08/2013 DJ4 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Porto) 
08/2013 DJ5 

Arquipélago de São Pedro e 

São Paulo (Enseada) (1-5 m) 
10/2015 DJ6 

Cabo Branco - Paraíba 07/2011 DJ7 

Cabo Branco - Paraíba 07/2011 DJ8 

Maragogi - Alagoas 03/2012 DJ9 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Praia do Sudeste) 
10/2016 DJ10 

Dictyopteris 

plagiogramma 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Cabras) (12 m) 
11/2014 DP2-4 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Costão direito da 

Praia da Conceição/Ponta do 

Meio) (0-5 m) 

10/2015 DP6 

Atol das Rocas (Piscinas 

Cemitério e Farol 2) 
05/2016 DP7 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Baía do Sueste) 
10/2016 DP8 

Dictyopteris delicatula 

Arquipélago de Fernando de 

Noronha 
01/2015 DD2 

Arraial D´Ajuda - Bahia 04/2015 DD3 

Dictyopteris justii 
Arquipélago de Fernando de 

Noronha (Cabras) 
11/2014 DI1 

Dados cedidos por: PHILLIPUS; ZATELLI (2018). 
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4.3.2 Compostos isolados 

 

Com base nos resultados da triagem dos extratos brutos, foram selecionados 

quatro compostos isolados a partir do extrato bruto de Dictyopteris jolyana, dois ftalatos 

(DJ12 e DJ14) e dois dissulfetos (DJ13 e DJ17), e uma plastoquinona (AP1) isolada de 

Desmarestia menziesii para terem sua atividade sobre a agregação plaquetária e 

coagulação sanguínea avaliada. Os compostos isolados foram solubilizados em DMSO 

na concentração estoque de 100 mM e armazenados a temperatura de 2-8 °C. Para 

realização dos experimentos, os compostos foram diluídos a partir da solução estoque 

com PBS (pH 7,4) no mesmo dia do experimento. Conforme o ensaio realizado, a 

concentração final dos compostos isolados variou de 500 μM a 15,6 μM. Na Figura 6, 

observam-se as estruturas químicas dos compostos isolados testados. 

 

Figura 4 - Estrutura química proposta dos compostos isolados. 

 

Painel A - DJ12 (ftalato), Painel B - DJ13 (dissulfeto), Painel C - DJ14 (ftalato), Painel D - DJ17 

(dissulfeto), e Painel E - AP1 (plastoquinona). Dados cedidos por: ZATELLI; PHILLIPUS (2018). 

 

4.4 ENSAIOS DE COAGULAÇÃO SANGUINEA 

 

Os experimentos de coagulação sanguínea foram realizados de acordo com 

Triplett, Harms e Koepke (1978) utilizando-se coagulômetro semiautomatizado. Para os 
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ensaios de coagulação, foi utilizado um pool de plasma pobre em plaquetas (PPP) 

obtido a partir de sangue citratado centrifugado a 1.107 g por 15 minutos a 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 experimentos, 100 μL do pool de PPP foram 

incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 μL dos extratos brutos, compostos isolados ou 

DMSO 0,7% (controle). Em seguida, foram realizados os testes de TP ou TTPa, 

conforme bula do conjunto diagnóstico. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata e em até três horas após a coleta da amostra. 

 

4.5 ENSAIOS DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 

Os ensaios de agregação plaquetária foram realizados de acordo com Born e 

Cross (1963), utilizando-se um agregômetro semi-automatizado. Para obtenção do pool 

de plasma rico em plaquetas (PRP), as amostras de sangue anticoaguladas foram 

centrifugadas a 123 g por 10 minutos à temperatura ambiente e todos os PRP foram 

transferidos para um tubo tipo Falcon de 15 mL. Em seguida, as plaquetas foram 

enumeradas em câmara de Neubauer e ajustadas com PBS para 250.000 plaquetas/mm
3
. 

Para analisar o efeito dos extratos brutos e dos compostos isolados, 400 μL do pool de 

PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 μL de extrato bruto, composto 

isolado ou DMSO 0,6% (controle). Após a incubação, o PRP foi estimulado com ADP 

ou epinefrina, e a agregação foi acompanhada por 5 minutos. O composto isolado que 

apresentou melhor atividade antiagregante também teve seu efeito avaliado utilizando-

se AA e colágeno como agonistas. Para ajustar a base de turbidez da amostra, foi 

utilizado o pool de PPP obtido pela centrifugação das amostras de sangue citratado.  

Para determinar a CI50 do composto com melhor atividade antiagregante, o 

composto foi utilizado em concentrações que variaram entre 500 µM e 15,6 μM. Após 

realizar as diluições, o PRP foi incubado com o composto isolado nas várias 

concentrações ou com o veículo de dissolução (controle). A porcentagem de agregação 

foi determinada conforme descrito acima. A CI50 foi determinada a partir da curva dose-

resposta gerada no software GraphPad Prism 5. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata e em até três horas após a coleta da amostra. 
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4.6 ENSAIO DE VIABILIDADE PLAQUETÁRIA 

 

A avaliação do efeito do composto com melhor atividade antiagregante sobre a 

viabilidade plaquetária foi realizada utilizando-se o método de exclusão com corante 

Azul de Trypan (LOPEZ et al., 2015). Esse método é muito utilizado para avaliar a 

citotoxicidade em investigações experimentais onde as células viáveis possuem suas 

membranas celulares intactas e o azul de trypan não é capaz de penetrar, ao contrário 

das células lesionadas ou mortas que absorvem o azul de trypan em seu citoplasma 

devido a perda da seletividade na membrana, tornando-as azuladas (AVELAR-

FREITAS et al., 2014). 

Inicialmente, foi preparado um pool de PRP conforme já descrito no item 4.5. 

Após a obtenção do pool de PRP, 400 μL da amostra foram incubados a 37 °C por 5 

minutos com 10 μL de composto isolado (500 µM) ou DMSO 0,6% (controle negativo). 

Para o controle positivo de morte celular, utilizaram-se os reagentes FIX & PERM
®

. 

Simplificadamente, 100 μL de PRP foram incubados por 15 minutos com 100 μL do 

reagente FIX-A. Após esse período, a solução foi lavada com 1 mL de PBS (pH 7,4) e 

centrifugada a 264 g por 5 minutos e o sobrenadante foi retirado. Em seguida, 

adicionou-se 100 μL de reagente FIX-B e a mistura foi incubada por mais 15 minutos. 

Após, o PRP foi novamente lavado com PBS (pH 7,4) e o pellet de plaquetas foi 

suspenso em 100 µL de PBS (pH 7,4). 

Após as incubações do PRP com o composto ou controles, 100 µL de PRP 

tratado foi misturado a 100 µL de Azul de Trypan 0,04%. Em seguida, as plaquetas 

viáveis (translúcidas) e não viáveis (azuis) foram contadas em câmara de Neubauer, em 

aumento de 40 vezes em microscópio óptico (Nikon Eclipse E200
®

). A porcentagem de 

células viáveis foi calculada segundo a Equação 1. No controle negativo, a porcentagem 

de células viáveis deve ser de pelo menos 95%. Já no controle positivo, espera-se que as 

células viáveis não ultrapassem 5%. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicata. 

 

Equação 1 - Cálculo da porcentagem de plaquetas viáveis. 

 

% de plaquetas viáveis = N° total de plaquetas viáveis  x100 

                             N° total de plaquetas     
 

Fonte: autora. 
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4.7 EXPRESSÃO MEMBRANAR DA GpIIb/IIIa ATIVADA E DE P SELECTINA 

 

A inibição da ativação plaquetária após a adição do composto com melhor 

atividade antiagregante 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 e anti-CD62P-PE, respectivamente. A P-

selectina está localizada na membrana dos grânulos-α plaquetários e, após a ativação da 

plaqueta e consequente secreção desses grânulos, a P-selectina passa a ser também 

expressa na membrana plaquetária. Os anticorpos do tipo PAC1 reconhecem 

especificamente a conformação ativada do complexo GpIIb/IIIa, que está presente na 

membrana apenas de plaquetas ativas (LANDI; MARQUES JÚNIOR, 2003). 

Adicionalmente aos anticorpos já mencionados, utilizou-se o anticorpo monoclonal 

anti-CD61-PerCP, que se liga à forma inativa e ativa da GpIIIa das plaquetas e auxilia a 

identificação dessas no momento da aquisição e análise dos dados.  

Para a marcação com os anticorpos, 400 μL do pool de PRP foram incubados a 

37 °C por 5 minutos com 10 μL do composto isolado (500 µM) ou de DMSO 0,6 

(controle). Após a incubação, as amostras foram estimuladas com ADP 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, 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. 

Paralelamente ao processo de marcação das plaquetas estimuladas, foi realizada a 

marcação de um tubo controle, para avaliar autoativação, em que o PRP não estimulado 

com o agonista foi marcado com todos os anticorpos monoclonais. Em cada tubo foram 

avaliados 10.000 eventos positivos para CD61. 

A intensidade de fluorescência média (IFM) dos marcadores foi analisada pela 

ferramenta de fusão de arquivos do software de análise Infinicyt. Brevemente, 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. Dessa forma, ao final, 

tem-se um arquivo contendo as informações de um grupo de experimentos que permite 

a visualização e análise simultânea das plaquetas de todos os experimentos. 
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Para determinação da IFM de PAC1 e CD62PE, identificou-se as plaquetas por 

meio de suas caraterísticas de forward e side scatter (FSC e SSC, respectivamente), 

bem como pelas suas expressão forte de CD61 (Figura 7). 

 

Figura 5 - Estratégia de análise da expressão do receptor GpIIb/IIIa ativado (PAC1) e de P-selectina 

(CD62P) por citometria de fluxo. 

 

A                                                                   B 

 

Painel A – Estratégia de reconhecimento de plaquetas por meio das propriedades 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: autora 

 

Os resultados dos ensaios de citometria de fluxo foram representados como 

porcentagem de inibição segundo a Equação 2 (BIRIS et al., 2003). Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 
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Equação 2 - Cálculo da porcentagem de inibição a partir da intensidade de fluorescência média (IFM). 

 
Inibição (%) = 100 -    (IFM te – IFM cse)     x 100 

                             (IFM ce – IFM cse)   
 

IFM - intensidade de fluorescência média; te – teste com estímulo de agonista; ce – controle com estímulo 

de agonista; cse – controle sem estímulo de agonista. Fonte: autora 

 

4.8 ENSAIOS DE POTENCIAL HEMÓLÍTICO 

 

Para avaliar o potencial hemolítico do composto com melhor efeito 

antiagregante, foi realizado o teste de hemólise (WANG et al., 2009). As amostras de 

sangue total foram centrifugadas a 300 g por 10 minutos a temperatura ambiente e o 

sobrenadante foi descartado, obtendo-se uma papa de hemácias. As hemácias foram 

“lavadas” duas vezes com solução salina estéril (NaCl 0,9%). Após a última lavagem, 

foi preparada uma suspensão estoque de eritrócitos com solução salina, de modo que os 

valores de absorbância ficassem entre 1,8 e 2,2 quando realizada a leitura em 

espectrofotômetro em 540 nm. 

Em um microtubo de fundo cônico, misturou-se 50 μL de suspensão estoque de 

hemácias, 950 μL de solução salina e o composto isolado nas concentrações de 239,7 

µM (CI50 mais alta), 479,4 µM (2x CI50 mais alta) e 719,1 µM (3x CI50 mais alta). O 

controle positivo de 100% de hemólise foi obtido ao misturar-se 50 μL de suspensão 

estoque de hemácias e 950 μL de água destilada. Para o controle de 0% de hemólise 

(controle negativo), misturou-se 50 μL de suspensão estoque de hemácias, 950 μL de 

solução salina e DMSO (0,6% concentração final). Cada microtubo foi incubado a 37 

°C por uma hora sob agitação de 100 g. Após a incubação, os tubos foram centrifugados 

a 500 g por 5 minutos, e a absorbância do sobrenadante foi determinada em 

espectrofotômetro (540 nm). A porcentagem de hemólise foi calculada de acordo com a 

Equação 3. Uma taxa de hemólise entre 0 e 2% foi considerada não hemolítica, entre 2 e 

5%, levemente hemolítica e maior que 5%, hemolítica (BAUER et al. 2012). Todos os 

experimentos foram realizados em duplicata.  

 

 

 

 



44 
 

Equação 3 - Cálculo da taxa de hemólise. 

 
Taxa de hemólise (%) = DOt – Docn x 100 

                                       DOcp - DOcn 

DOt - densidade óptica da amostra teste; DOcn - densidade óptica do controle negativo; DOcp - densidade 

óptica do controle positivo. Fonte: autora. 

 

4.9 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CÉLULAS MONONUCLEADAS 

SANGUÍNEAS HUMANAS 

 

Para avaliar se o composto isolado selecionado era citotóxico para células 

mononucleadas humanas, utilizou-se o método do MTT (MOSMANN, 1983). As 

células mononucleares sanguíneas foram separadas por gradiente de densidade 

utilizando-se Ficoll-Hypaque (densidade 1,077g/m
3
). Após a separação, as células 

foram “lavadas” duas vezes com tampão PBS e posteriormente ressuspendidas em meio 

cultura celular RPMI 1640 para avaliação do número de células viáveis 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 10
5
 células/200 μL de meio a 

cada poço da placa de cultura celular de 96 poços e, em seguida, as células 

mononucleares foram incubadas por 24 horas com o composto isolado (500 µM) ou 

com DMSO 0,6% (controle) a 37 ºC e 5% de CO2. Ao fim da incubação, as placas 

foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido, e adicionou-se novo meio de cultura 

contendo 10% (v/v) de uma solução de MTT (5 mg/mL em PBS – pH 7,4). Depois de 

três horas de incubação a 37 ºC e 5% de CO2, as placas foram novamente centrifugadas 

e o sobrenadante removido. Os precipitados formados nos poços foram dissolvidos em 

solução ácida de isopropanol e em seguida foi realizada a leitura das absorbâncias no 

espectrofotômetro (540 nm). Os valores de absorbância foram transformados em 

porcentagem de células viáveis, para tanto, a densidade óptica do grupo controle foi 

considerada como 100% de células viáveis. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 
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4.10 PREDIÇÃO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL  

 

O composto isolado selecionado foi avaliado quanto aos parâmetros físico-

químicos, com o intuito de predizer teoricamente suas características de permeabilidade 

e solubilidade nas membranas biológicas. Para isso, foi utilizada a plataforma 

Molinspiration e os parâmetros avaliados foram massa molecular (MM), número de 

grupamentos aceptores de ligação de hidrogênio (nON), número de grupamentos 

doadores de ligação de hidrogênio (nOHNH) e coeficiente de partição octanol-água 

(miLogP). Esses dados fazem parte da regra dos cinco de Lipinski, cujos valores são 

múltiplos do número cinco. Outras propriedades que não compõem a regra dos cinco 

também são calculadas pelo programa, como número de ligações rotacionáveis (N rotb), 

área de superfície polar topológica (TPSA) e volume. A análise dos dados foi realizada 

considerando as regras de Lipinski e Veber (LIPINSKI et al., 2001; VEBER et al., 

2002). 

 

4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do software MedCalc
®

 v.18.9 e 

para a confecção dos gráficos foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0
®

. Os 

resultados foram expressos como média e desvio-padrão. 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 Bonferroni. Adotou-se um nível de significância de 95% (P ≤ 

0,05). 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 ATIVIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS DE ALGAS MARINHAS SOBRE A 

HEMOSTASIA HUMANA 

 

Na Tabela 2 estão apresentados os resultados de agregação plaquetária 

induzida por ADP e epinefrina após o tratamento do PRP com os extratos brutos de 

algas. Como se pode observar, 15 extratos inibiram significativamente a agregação 

plaquetária induzida por ADP e/ou epinefrina.      

 

Tabela 2 - Efeito inibitório dos extratos brutos de algas sobre a agregação plaquetária induzida por 

difosfato de adenosina (ADP - 6 µM) e epinefrina (6 µM). 

Tratamento 
ADP 

Média ± DP (%) 

Epinefrina 

Média ± DP (%) 

Controle (DMSO 0,6%) 93,8 ± 2,9 92,8 ± 0,4 

ADM (800 µg/mL) 86,9 ± 7,7 58,7 ± 9,6* 

ADMPP (800 µg/mL) 84,5 ± 3,5 54,3 ± 5,5* 

ADMHM (800 µg/mL) 85,1 ± 10,5 58,7 ± 5,9* 

ADMIE (800 µg/mL) 84,4 ± 7,5 69,3 ± 5,0 

ADA (800 µg/mL) 69,5 ± 0,7* 68,0 ± 5,0 

AGS (800 µg/mL) 78,7 ± 8,1 47,0 ± 13,8* 

AIC (800 µg/mL) 68,1 ± 6,2* 48,7 ± 12,8* 

AAM (800 µg/mL) 60,0 ± 2,6* 51,2 ± 12,1* 

APD (800 µg/mL) 72,3 ± 10,0 62,7 ± 2,9* 

AP27 (800 µg/mL) 80,0 ± 3,7 51,2 ± 7,0* 

AP47 (800 µg/mL) 90,7 ± 8,5 82,7 ± 5,0 

AP49 (800 µg/mL) 87,0 ± 10,4 67,7 ± 3,5 

DJ2 (600 µg/mL) 73,7 ± 3,1 96,3 ± 3,1 

DJ4 (600 µg/mL) 77,0 ± 5,3 90,5 ± 7,0 

DJ5 (600 µg/mL) 93,3 ± 7,2 92,0 ± 4,2 

DJ6 (600 µg/mL) 71,7 ± 5,0 72,5 ± 4,8 

DJ7 (600 µg/mL) 79,3 ± 3,2 94,0 ± 2,0 

DJ8 (600 µg/mL) 89,0 ± 8,2 93,3 ± 4,9 

DJ9 (600 µg/mL) 91,3 ± 5,9 90,5 ± 4,0 

DJ10 (600 µg/mL) 56,3 ± 2,2* 57,8 ± 6,6* 

DP2-4 (600 µg/mL) 93,3 ± 2,5 75,5 ± 7,8 

DP6 (600 µg/mL) 41,0 ± 7,8* 31,5 ± 2,1* 

DP7 (600 µg/mL) 39,3 ± 2,1* 88,7 ± 8,7 

DP8 (600 µg/mL) 50,3 ± 17,9* 91,5 ± 0,7 

DD2 (600 µg/mL) 56,3 ± 1,2* 55,0 ± 5,9* 

DD3 (600 µg/mL) 97,0 ± 0,0 73,5 ± 11,8 

DI1 (600 µg/mL) 67,7 ± 6,8* 93,3 ± 3,1 
DP – desvio padrão; DMSO – dimetilsulfóxido. (N = 3) *Diferença significativa em relação ao controle 

(P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 
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Além do efeito sobre a agregação plaquetária, também foi avaliado o efeito dos 

extratos brutos de algas sobre TP e TTPa (Tabela 3). Quando comparado ao controle, os 

extratos brutos não prolongaram significativamente os tempos dos ensaios, com exceção 

do DJ2 que aumentou significativamente o TTPa. 

 

Tabela 3 - Efeito inibitório dos extratos brutos de algas sobre a coagulação sanguínea. 

Tratamento 
TP 

Média ± DP (s) 

TTPa 

Média ± DP (s) 

Controle (DMSO 0,7%) 13,5 ± 0,1  29,1 ± 0,4 

ADM (800 µg/mL) 13,9 ± 0,5 35,5 ± 0,4 

ADMPP (800 µg/mL) 13,7 ± 0,2 27,8 ± 5,3 

ADMHM (800 µg/mL) 13,9 ± 0,1 26,4 ± 7,0 

ADMIE (800 µg/mL) 15,5 ± 0,1 26,7 ± 1,9 

ADA (800 µg/mL) 14,8 ± 0,1 30,3 ± 0,3 

AGS (800 µg/mL) 15,6 ± 0,3 26,9 ± 0,6 

AIC (800 µg/mL) 16,5 ± 0,2 32,8 ± 5,3 

AAM (800 µg/mL) 15,0 ± 0,0 27,0 ± 3,6 

APD (800 µg/mL) 15,5 ± 0,4 32,9 ± 1,4 

AP27 (800 µg/mL) 16,8 ± 1,1 28,6 ± 4,1 

AP47 (800 µg/mL) 13,1 ± 0,5 26,0 ± 3,8 

AP49 (800 µg/mL) 14,1 ± 0,3 27,3 ± 3,8 

DJ2 (600 µg/mL) 14,3 ± 0,8 43,7 ± 1,1* 

DJ4 (600 µg/mL) 15,8 ± 0,7 39,9 ± 2,0 

DJ5 (600 µg/mL) 13,7 ± 1,1 30,5 ± 1,0 

DJ6 (600 µg/mL) 13,0 ± 0,9 30,5 ± 0,6 

DJ7 (600 µg/mL) 13,9 ± 0,2 28,0 ± 0,1 

DJ8 (600 µg/mL) 13,5 ± 0,9 27,1 ± 0,9 

DJ9 (600 µg/mL) 13,8 ± 0,9 27,5 ± 0,1 

DJ10 (600 µg/mL) 16,7 ± 0,2 37,9 ± 0,8 

DP2-4 (600 µg/mL) 11,1 ± 1,2 27,4 ± 0,1 

DP6 (600 µg/mL) 14,6 ± 0,0 29,8 ± 2,0 

DP7 (600 µg/mL) 13,8 ± 0,4 27,8 ± 0,2 

DP8 (600 µg/mL) 12,7 ± 0,5 30,7 ± 1,1 

DD2 (600 µg/mL) 14,9 ± 0,2 28,7 ± 0,7 

DD3 (600 µg/mL) 13,3 ± 0,3 27,4 ± 0,4 

DI1 (600 µg/mL) 12,3 ± 0,0 28,8 ± 0,6 
TP – tempo de protrombina; TTPa – tempo de tromboplastina parcial ativada; s – segundos; DP – desvio 

padrão; DMSO – dimetilsulfóxido. (N = 3) *Diferença significativa em relação ao controle (P ≤ 0,05). 

Fonte: elaboração própria.  

 

 

 



48 
 

5.2 ATIVIDADE DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE ALGAS MARINHAS SOBRE 

A HEMOSTASIA HUMANA. 

 

Com base nos resultados de triagem com extratos brutos, foram selecionados 

cinco compostos isolados das algas para determinar se esses seriam os responsáveis pela 

atividade antiagregante ou anticoagulante apresentada pelos seus extratos brutos. Dessa 

forma, foi analisado o potencial antiagregante e anticoagulante de quatro compostos 

isolados extraídos de algas da espécie Dictyopteris jolyana (DJ12, DJ13, DJ14, DJ17) e 

um extraído de algas da espécie Desmarestia menziesii J. Agardh (AP1). 

Assim como a maioria dos extratos brutos, nenhum dos compostos isolados 

alterou significativamente o TP e o TTPa (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Efeito dos compostos isolados (500 µM) sobre a coagulação sanguínea. 

Tratamento TP 

Média ± DP (s) 

TTPa 

Média ± DP (s) 

Controle (DMSO 0,7%) 13,5 ± 0,1  29,1 ± 0,4 

DJ12  12,6 ± 0,4 28,9 ± 0,4 

DJ13  13,6 ± 0,9 31,5 ± 2,4 

DJ14  12,6 ± 0,3  31,8 ± 1,2 

DJ17 13,5 ± 0,7 29,8 ± 0,1 

AP1  15,4 ± 0,2 30,3 ± 1,6 
TP – tempo de protrombina; TTPa – tempo de tromboplastina parcial ativada; s – segundos; DP – desvio 

padrão; DMSO – dimetilsulfóxido. (N = 3) *Diferença significativa em relação ao controle (P ≤ 0,05). 

Fonte: elaboração própria. 

 

Na Figura 8 pode-se observar o efeito da incubação dos compostos isolados 

sobre a agregação estimulada por ADP.  Dentre os compostos estudados, DJ14 (86,3 ± 

3,1%), DJ17 (77,5 ± 4,5%) e AP1 (8,8 ± 2,2%) inibiram significativamente a agregação 

induzida por ADP quando comparado ao controle (94,8 ± 3,6%). 
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Figura 6 - Efeito inibitório dos compostos isolados (500 µM) sobre a agregação plaquetária induzida por 

difosfato de adenosina (ADP - 6 µM). 

 

Controle - dimetilsulfóxido 0,6%. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (N = 3). 

*Diferença significativa em relação ao controle (P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 

 

Quando utilizada a epinefrina como agonista (Figura 9), os compostos DJ12 

(74,8 ± 6,3%), DJ14 (79,0 ± 4,2%), DJ17 (83,4 ± 6,3%) e AP1 (10,5 ± 2,9%) inibiram 

significativamente a agregação plaquetária quando comparado ao controle (93,3 ± 

2,8%). 

 

Figura 7 – Efeito inibitório dos compostos isolados (500 µM) sobre a agregação plaquetária induzida por 

epinefrina (6 µM). 

 

Controle - dimetilsulfóxido 0,6%. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (n=3). 

*Diferença significativa em relação ao controle (P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 

 

 

C
on

tr
ol

e

D
J1

2

D
J1

3

D
J1

4

D
J1

7
A

P1

0

20

40

60

80

100

*

 *
  *

Tratamento

A
g

r
e
g

a
ç
ã
o

 c
o

m
 A

D
P

 (
%

)

C
on

tr
ol

e

D
J1

2

D
J1

3

D
J1

4

D
J1

7
A

P1

0

20

40

60

80

100

*

*

*

Tratamento

A
g

r
e
g

a
ç
ã
o

 c
o

m
 E

P
I 

(%
) *



50 
 

Visto que o AP1 foi o composto com melhor atividade antiagregante, ele foi 

então selecionado para dar prosseguimento aos demais experimentos do estudo.  

 

5.3 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DE AP1 SOBRE AS PLAQUETAS  

 

Após o tratamento do PRP com AP1 (500 µM), 96,10 ± 0,07% das plaquetas 

permaneceram viáveis, enquanto nos controles positivo e negativo foram encontradas 

4,00 ± 0,49% e 97,9 ± 0,56% de plaquetas viáveis, respectivamente.  

 
 

5.4 ATIVIDADE DE AP1 SOBRE A AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA INDUZIDA 

POR ÁCIDO ARAQUIDÔNICO E COLÁGENO  

 

Os resultados estão apresentados na Tabela 5 com os respectivos percentuais 

de agregação do PRP frente aos diferentes agonistas após tratamento com o composto 

AP1 (500 µM). Como pode ser observado, quando comparado com o controle, o 

composto isolado inibiu significativamente a agregação induzida pelos dois estímulos 

utilizados. 

 

Tabela 5 - Efeito inibitório do composto AP1 (500 µM) sobre a agregação plaquetária induzida por ácido 

araquidônico (AA - 500 µM) e colágeno (COL - 2 µg/mL). 

Tratamento 
AA 

Média ± DP (%) 

COL (%) 

Média ± DP (%) 

Controle (DMSO 0,6%) 93,0 ± 4,8 90,7 ± 3,9 

AP1 10,0 ± 2,0* 11,3 ± 5,3* 

DMSO - dimetilsulfóxido; DP – desvio padrão. (N = 3) * Diferença significativa em relação ao controle 

(P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 

 

 

5.5 EFEITO DE AP1 SOBRE OS PERFIS DAS CURVAS DE AGREGAÇÃO  

 

No presente estudo, foi avaliado o efeito de AP1 (500 µM) sobre a dissociação 

da primeira e segunda onda de agregação induzida por ADP, epinefrina, AA e colágeno. 

Quando comparadas com as curvas dos controles e os perfis característicos de cada 
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agonista, pode-se verificar que AP1 inibiu totalmente a segunda onda de agregação e 

parcialmente a primeira onda (Figura 10). 
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Figura 8 - Efeito do composto AP1 (500 µM) sobre o perfil e agregação plaquetária induzida pelos 

agonistas difosfato de adenosina (ADP - 6 µM), epinefrina (EPI - 6 µM), ácido araquidônico (AA - 500 

µM) e colágeno (COL - 2 µg/mL).  

 

Imagens ilustrativas de um experimento de três. Fonte: elaboração própria. 

Agregação com ADP (%) 

Agregação com EPI (%) 

Agregação com COL (%) 

Agregação com AA (%) 

Tempo (5 minutos) 

Controle (DMSO 0,6%) AP1 
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5.6 DETERMINAÇÃO DA CI50 

 

Para verificar se a atividade antiagregante de AP1 era concentração-dependente 

e determinar a sua CI50, o ADP, a epinefrina, o AA e o colágeno foram utilizados como 

agonistas (Figura 11). Como se pode observar, a inibição da agregação plaquetária foi 

concentração-dependente para todos os agonistas. A menor CI50 obtida foi para o 

colágeno (156,9 ± 5,4 µM) e a maior para a epinefrina (239,7 ± 9,0 µM). 

 

Figura 9 - Curvas de agregação plaquetária induzida pelos agonistas em função da concentração de AP1. 

 

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). Os 

dados foram expressos como média ± desvio padrão (N = 3). *Diferença significativa em relação ao 

controle contendo apenas DMSO 0,6% (P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 

 

 

A B 

C D 
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5.7 ATIVIDADE DE AP1 SOBRE A EXPRESSÃO MEMBRANAR DA GpIIb/IIIa 

ATIVADA E DE P-SELECTINA 

 

Com o objetivo de investigar como o composto isolado atua sobre a agregação, 

foi avaliado se o tratamento com AP1 (500 µM) afetava a ativação plaquetária. Para 

isso, verificou-se se o composto alterava a expressão membranar de P-selectina e a 

ativação da GpIIb/IIIa, através da marcação de plaquetas com anti-CD62P e anti-PAC1 

estimuladas com ADP. 

O tratamento com AP1 inibiu em 100% a expressão de PAC-1 e em 96,7% a de 

CD62P (Figura 12).  
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Figura 10 – Efeito de AP1 sobre a expressão membranar da GpIIb/IIIa ativada (PAC-1) e de P-selectina  

(CD62P) em plaquetas estimuladas com difosfato de adenosina (ADP). 

                     A 

B

 

Histogramas do efeito de AP1 sobre a expressão de CD62P (Painel A) e de PAC-1 (Painel B). Azul – 

controle (DMSO 0,6 %); vermelho – AP1 (500 µM). Fonte: elaboração própria. 

 

5.8 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL HEMOLÍTICO 

 

Para esse ensaio, foram utilizadas as concentrações de uma vez a maior CI50 

(239,7 µM), duas vezes a maior CI50 (479,4 µM) e três vezes a maior CI50 (719,1 µM) e 

os percentuais de hemólise calculados foram de 1,74 ± 0,43%, 2,59 ± 1,14% e 3,96 ± 

0,37%, respectivamente. Na Figura 13 está representada uma imagem do efeito 

hemolítico de AP1.  
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Figura 11 - Efeito hemolítico de AP1 em diferentes concentrações. 

 

CN - controle negativo com dimetilsulfóxido 0,6% (0% hemólise); CP - controle positivo com água 

destilada (100% hemólise); CI50 1x – AP1 na concentração de 239,7 µM; CI50 2x - AP1 na 

concentração de 479,4 µM); CI50 3x - AP1 na concentração de 719,1 µM. Imagem ilustrativa de um 

experimento de três. Fonte: elaboração própria. 

 

5.9 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE DE AP1 EM CÉLULAS 

MONONUCLEADAS HUMANAS. 

 

Com o intuito de verificar o possível efeito citotóxico de AP1, células 

mononucleadas de indivíduos clinicamente saudáveis foram incubadas com 500 μM do 

composto por 24 horas. Como pode ser observado na Figura 14, a viabilidade celular 

após 24 horas de tratamento com AP1 (31,80 ± 8,20%) foi significativamente reduzida 

quando comparado ao controle.  
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Figura 12 - Efeito citotóxico de AP1 (500 μM) sobre células mononucleadas de indivíduos clinicamente 

saudáveis. 

 

Controle - dimetilsulfóxido 0,6%. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (N = 6). 

*Diferença significativa em relação ao grupo controle (P ≤ 0,05). Fonte: elaboração própria. 

 

5.10 PREDIÇÃO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL DE AP1 

 

Os parâmetros físico-químicos estimados para AP1 estão apresentado na 

Tabela 6. Conforme os parâmetros que compõem a regra dos cinco de Lipinski, a 

molécula AP1 pode apresentar boa biodisponibilidade oral, pois infringe apenas uma 

regra das cinco de Lipinski (Lipinski et al., 2001), ele possui miLogP maior que 5,00. 

Ao contrário de AP1, os fármacos AAS e clopidogrel, usualmente utilizados na clínica 

como antiagregantes por via oral, não violam nenhuma regra.  
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Tabela 6– Propriedades físico-químicas de AP1, AAS e clopidogrel calculadas utilizando Molinspiration 

Cheminformatics. 

Parâmetro Regra AP1 AAS Clopidogrel 

miLogP* ≤ 5,00 7,10 1,43 3,68 

TPSA - 54,37 63,60 29,54 

N átomos - 30 13 21 

MM* < 500 410,60 180,16 321,83 

nON* ≤ 10 3 4 3 

nOHNH* ≤ 5 1 1 0 

Volume - 429,28 155,57 273,40 

N rotb < 10  11 3 4 

N violações ≤ 1 1 0 0 

AAS – acido acetilsalicílico; miLogP – predição de LogP desenvolvida por Molinspiration; TPSA – área 

de superfície polar topológica; 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 rotacionáveis; 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 

 

A hemostasia é um processo fisiologicamente dinâmico que envolve a 

agregação plaquetária e a coagulação sanguínea e tem como importante função a 

formação de um trombo que irá interromper um sangramento diante de uma lesão 

vascular. Uma vez que esse processo encontra-se descontrolado, a geração de trombos 

espontâneos pode resultar em eventos tromboembólicos e o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, o que pode levar ao óbito (KRIZ; RINDER; RINDER, 2009; 

REIS et al., 2003). 

As doenças cardiovasculares são consideradas uma das principais causas que 

contribuem para a morbidade e mortalidade no século XXI (WALTENBERGER et al., 

2016). Atualmente, as terapias antitrombóticas utilizadas se baseiam em diversos 

mecanismos e, apesar de sua ampla utilização, esses fármacos ainda apresentam 

limitações e efeitos adversos, incluindo sangramentos e desenvolvimento de resistência 

(PEREIRA et al., 2017; WALTENBERGER et al., 2016). 

Nesse contexto, o interesse na busca de novos compostos, bem como novos 

alvos farmacológicos que possam ser eficazes no tratamento e prevenção desses 

distúrbios, se faz necessária. Nas últimas décadas, produtos naturais têm atraído a 

atenção de pesquisadores que buscam novas moléculas úteis para a prevenção ou o 

tratamento de doenças cardiovasculares (NEWMAN; CRAGG, 2016). Nos últimos 

anos, estudos relatam o potencial biotecnológico de metabólitos de organismos 

marinhos na indústria e medicina. Esses metabólitos têm sido descritos com diferentes 

atividades biológicas, incluindo atividade antiplaquetária, anticoagulante e 

antitrombótica (MOURA et al., 2014; SHOBHARANI et al., 2014). 

Dessa forma, o presente estudo objetivou verificar se algas pardas provenientes 

da costa brasileira e da Antártida possuíam metabólitos com atividade sobre a 

hemostasia humana. Para tanto, foi realizada uma triagem utilizando-se extratos brutos 

de algas pardas, em que foi avaliado se o tratamento com o respectivo extrato era capaz 

de alterar significativamente a agregação plaquetária induzida por ADP e/ou epinefrina 

(hemostasia primária), ou TP e/ou TTPa (hemostasia secundária). Os resultados 

demonstraram que 15 extratos brutos inibiram significativamente a agregação frente ao 

ADP e/ou epinefrina (Tabela 2), sugerindo que esses extratos possuíam constituintes em 

sua composição capazes de inibir a hemostasia primária. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Syracuse (2017), que reportou que o extrato bruto de D. jolyana (600 
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µg/mL) inibiu significativamente a agregação plaquetária induzida por ADP (19,5 ± 

3,5%) e epinefrina (67,0 ± 2,8%). No presente estudo, de oito extratos brutos de D. 

jolyana avaliados, apenas um (DJ10) inibiu significativamente a agregação plaquetária 

induzida por esses dois agonistas (ADP - 56,3 ± 2,2%; epinefrina - 57,8 ± 6,6%), sendo 

que essa inibição não foi tão intensa quanto a reportada por Syracuse (2017). Essa 

diferença pode ser explicada pelo fato de que as algas utilizadas nos dois estudos foram 

coletadas em anos, meses e locais diferentes, o que pode ter influenciado os tipos e 

concentrações de seus metabólitos. Isso poderia explicar também porque, no presente 

trabalho, os extratos provenientes de algas do mesmo gênero apresentaram efeitos 

distintos sobre a agregação, como foi o caso dos extratos de D. jolyana, D. 

plagiogramma e D. delicatula. 

Estudos realizados por Magalhães e cols (2011) e Moura e cols (2011) 

relataram a atividade anticoagulante sobre o TTPa de outras espécies de Dictyopteris. 

Ao avaliar a hemostasia secundária, no presente estudo foi observado que os extratos 

brutos não prolongaram significativamente os TP e TTPa, com exceção do DJ2 que 

aumentou significativamente o TTPa (Tabela 3). Sendo assim, é possível sugerir que o 

extrato DJ2 foi capaz de inibir especificamente a via intrínseca da coagulação. Isso 

reforça os achados dos estudos anteriormente citados. Fisiologicamente, os estímulos 

que iniciam e mantém os processos de agregação e coagulação sanguínea são muito 

diferentes entre si (VERSTEEG et al., 2013) o que torna possível que os compostos que 

atuem sobre uma fase específica da hemostasia não apresentem o mesmo efeito sobre a 

outra fase. Alguns estudos já demonstraram que extratos brutos de plantas apresentavam 

atividade antiagregante, porém não atuavam sobre a coagulação (DO et al., 2018; ZHU 

et al., 2010), e o inverso também já foi relatado (MAGALHAES et al., 2011; ZHANG 

et al., 2015). No entanto, como os extratos brutos são constituídos por uma mistura de 

compostos, é possível que um extrato bruto apresente as duas atividades 

simultaneamente. Moura e cols. (2011) demonstraram esse fato em seu estudo com 

extratos brutos de algas pardas, incluído o gênero Dictyota, em que alguns extratos 

testados apresentavam atividade antiagregante e anticoagulante. 

Tendo em vista o potencial antitrombótico de alguns extratos brutos avaliados, 

foram selecionados cinco compostos isolados de algas cujos extratos inibiram 

significativamente a agregação, para determinar se esses seriam os responsáveis pela 

atividade antiagregante ou anticoagulante apresentada pelos extratos. Dessa forma, foi 

analisado o potencial antiagregante e anticoagulante de quatro compostos isolados 
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extraídos de algas da espécie D. jolyana, identificados como DJ12, DJ13, DJ14 e DJ17, 

e um extraído de algas da espécie D. menziesii, denominado AP1. O gênero 

Dictyopteris sp compreende algas marinhas pardas pertencentes à família Dictyotaceae. 

Este gênero encontra-se amplamente distribuído nos mares tropicais e subtropicais, com 

ocorrência nos oceanos Atlântico, Índico e Pacífico e parece ter um número maior de 

espécies nos oceanos tropicais (NUNES; PAULA, 2006). A D. menziesii é uma 

macroalga parda que pertence ao gênero Desmarestiaceae e é encontrada na Península 

Antártica (GUIRY, 2019; GOMEZ; HUOVINEN, 2015). 

Assim como a maioria dos extratos brutos, nenhum dos compostos isolados 

alterou significativamente os tempos da coagulação (Tabela 4). Já a agregação induzida 

por ADP foi inibida significativamente pelos compostos isolados DJ14, DJ17 e AP1 

(Figura 7). Ao estimular a agregação com epinefrina, os compostos DJ12, DJ14, DJ17 e 

AP1 inibiram significativamente a agregação plaquetária (Figura 8), sendo que o 

composto AP1 apresentou melhor potencial antiagregante frente aos dois estímulos. 

Com base nos resultados, sugere-se que os compostos DJ12, DJ14 e DJ17 podem ser 

em parte responsáveis pela atividade antiagregante dos extratos brutos de D. jolyana, 

enquanto o composto AP1 pode ser responsável pela atividade de D. menziesii. 

Farmacologicamente, o fármaco ideal deve ter alta atividade antiplaquetária e 

nenhum efeito anticoagulante, haja vista que moléculas com ambas as atividades 

apresentam maior risco de efeitos adversos como hemorragias graves (HOFFBRAND; 

MOSS, 2013). Com isso, o fato de que os compostos isolados testados no presente 

estudo afetaram apenas a hemostasia primária, torna essas moléculas interessantes para 

dar continuidade às investigações.  

Visto que o AP1 foi o composto com melhor atividade antiagregante, esse foi 

então selecionado para dar prosseguimento aos demais experimentos do presente 

trabalho. O composto AP1, ou hidroxisargaquinona, é uma plastoquinona (RIVERA et 

al., 1989). Em algas, fisiologicamente, as plastoquinonas atuam no transporte de 

elétrons na fotossíntese oxigênica, na biossíntese de carotenóides e giberelina 

(hormônio de crescimento), na eliminação de radicais livres, e na regulação indireta da 

sinalização celular e da expressão gênica através da geração de peróxido de hidrogênio 

(LUI; LU, 2016). Esse composto foi isolado pela primeira vez da alga parda Sargassum 

tortile, coletada na costa do Japão em outubro de 1985, por Numata e cols (1992), que 

também reportaram sua atividade citotóxica sobre células de leucemia linfocítica (P-
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388). Não foram encontrados trabalhos na literatura consultada que avaliassem o efeito 

desse composto sobre a hemostasia humana. 

Com o intuito de verificar se os resultados obtidos na agregação plaquetária 

eram de fato atribuídos aos efeitos inibitórios de AP1 sobre os mecanismos de ativação 

e/ou agregação plaquetária e não a uma possível toxicidade, foi avaliado se o composto 

afetava a viabilidade de plaquetas. Como se pode verificar, AP1 diminuiu a viabilidade 

plaquetária em menos de 5%, o que sugere que a atividade antiagregante encontrada não 

ocorre devido a uma expressiva perda da viabilidade e sim, provavelmente, porque o 

composto atue inibindo ou interferindo em mecanismos de ativação e agregação 

plaquetária.  

Na tentativa de melhor compreender o mecanismo de ação de AP1, além de 

ADP e epinefrina, foram incluídos no estudo outros dois agonistas, AA e colágeno, que 

possuem diferentes alvos e vias de ativação plaquetária. O ADP e a epinefrina ligam-se 

aos seus receptores específicos (P2Y12 e alfa-adrenérgicos, respectivamente) acoplados 

à proteína G, o que irá inibir a adenilato ciclase (AC) e ativar a fosfoinositídeo 3 

quinase (PI3K). A inibição da AC leva a diminuição da concentração citoplasmática de 

monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), o que proporciona a ativação plaquetária. Já 

a ativação de PI3K ativa a fosfolipase C (PLC) que, por sua vez, hidrolisa o PIP2 em 

DAG e IP3, ativando a plaqueta pelo aumento da concentração citoplasmática de cálcio. 

Adicionalmente, o ADP também é capaz de se ligar ao receptor P2Y1, também 

acoplado à proteína G, que é capaz de igualmente ativar a PLC (BROOS et al., 2011; 

CIMMINO; GOLINO, 2013; SHEN et al., 2017). 

O AA é um substrato da enzima COX-1 plaquetária e sua metabolização gerará 

prostaglandinas que são substratos para a enzima tromboxano sintetase, produzindo 

TXA2, um agonista que ativa plaquetas por meio de receptores específicos (PAR1 e 

PAR4) acoplados à proteína G e capazes de ativar a plaqueta pela via da PLC, da PI3K 

e da AC (BROOS et al., 2011; GURNEY, 2016). Os principais receptores de colágeno 

são a GpVI e o α2β1. A via de sinalização exata que leva à ativação α2β1 ainda não está 

completamente compreendida, mas sugere-se que envolva a sinalização de GpVI e/ou a 

ativação prévia de GpIIb/IIIa. A ativação plaquetária através do GpVI depende da 

ativação em cascata de tirosinas quinases que culmina na ativação da tirosina quinase 

Syk que ativa PLC, dessa forma, o colágeno é capaz de ativar a PLC de maneira 

independente de proteína G (BROOS et al., 2011; GURNEY, 2016; JOOSS et al., 2019; 

RIVERA et al., 2009).  
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Como pôde ser observado na Tabelas 5, o AP1 promoveu a inibição 

significativa da agregação plaquetária frente aos agonistas utilizados. Adicionalmente, 

ao observar as curvas de concentração-resposta, pode-se dizer que a atividade do 

composto foi concentração dependente para todos os agonistas e que as CI50 foram 

semelhantes entre si (Figura 11). Esses dados sugerem que o mecanismo de ação de 

AP1 está relacionado com o bloqueio ou com a interferência de uma via ou 

intermediário de ativação plaquetária comum a todos os estímulos utilizados. 

 Um recente estudo publicado por Firsov e cols (2018) demonstrou que uma 

plastoquinona era capaz de atuar carreando AMPc através de membranas plasmáticas. 

Nos últimos anos, tornou-se cada vez mais claro que a via de sinalização do AMPc usa 

um sistema de compartimentalização em microdomínios da célula como uma estratégia 

para coordenar o grande número de funções celulares chave sob seu controle. O 

confinamento espacial permite a formação de “pontos quentes” de sinalização de AMPc 

em domínios subcelulares discretos em resposta a estímulos específicos, trazendo a 

informação na proximidade dos efetores relevantes e seus receptores, alcançando assim 

especificidade de ação. Alguns desses pools individuais de AMPc parecem estar 

associados a diferentes organelas e regiões celulares, como retículo sarcoplasmático, 

mitocôndria, núcleo e membrana plasmática (BURDYGA et al., 2018; GHIGO; MIKA, 

2019; LEFKIMMIATIS; ZACCOLO, 2014). Estudos sugerem que a 

compartimentalização de nucleotídeos cíclicos também pode controlar aspectos da 

função plaquetária, contudo, mais estudos são necessários para estabelecer a 

organização espacial e temporal da sinalização de AMPc em plaquetas e como isso 

interfere na sinalização ativadora de plaquetas (WILSON et al., 2008; RASLAN; 

ABURIMA; NASEEM, 2015). 

Por ser uma plastoquinona, é possível que AP1 também atue como carreadora 

do AMPc, alterando as concentrações desse em microdomínios específicos e, dessa 

forma, interferindo na ativação plaquetária. Nas plaquetas humanas, o principal alvo do 

AMPc é a proteína quinase A (PKA), que é constitutivamente inativa. Quando sofre 

ação do AMPc, a PKA ativa-se e torna-se capaz de fosforilar seus substratos. Um dos 

substratos conhecidos da PKA nas plaquetas é o receptor de IP3 (IP3r) que medeia a 

liberação de cálcio do sistema tubular denso. Na sua forma fosforilada, o IP3r é inativo, 

o que inibe a liberação de cálcio (NOÉ et al., 2010). Dessa forma, quando as 

concentrações citoplasmáticas de AMPc diminuem, devido, por exemplo, a ligação de 

ADP e epinefrina a seus receptores, ocorre a ativação plaquetária pela liberação de 
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cálcio do sistema tubular denso (BROOS et al., 2011; NOÉ et al., 2010; RASLAN; 

ABURIMA; NASEEM, 2015; SMOLENSKI, 2012). As vias de sinalização ativadas 

pelos receptores de TXA2 e colágeno não interferem diretamente nas concentrações de 

AMPc, contudo, elas levam a geração de IP3 que irá se ligar ao seu receptor e promover 

a ativação plaquetária (BROOS et al., 2011). Deste modo, a alteração das concentrações 

de AMPc em microdomínios e consequente inibição de IP3r seria capaz de interferir na 

ativação plaquetária induzida por esses agonistas também.  

A agregometria por transmissão de luz é uma metodologia amplamente 

utilizada para a avaliação da hemostasia primária. Nesses ensaios, a primeira onda de 

agregação refere-se à resposta das plaquetas a estímulos exógenos, dessa forma, 

alterações em receptores específicos de agonistas, no receptor GpIIb/IIIa e na 

transdução de sinais podem causar alterações nessa onda. A segunda onda de agregação 

demonstra a resposta plaquetária a estímulos endógenos e alterações no metabolismo do 

AA e na liberação do conteúdo dos grânulos pode interferir na amplitude da segunda 

onda (BORN, 1962; O´BRIEN, 1962). Com isso, além do percentual de agregação, é 

também importante avaliar a dissociação da primeira e segunda onda de agregação 

induzida pelos agonistas em presença de AP1. Ao analisar os perfis de curvas de 

agregação gerada pelos agonistas (Figura 10), nota-se que o tratamento com AP1 inibiu 

totalmente a segunda onda de agregação e quase que totalmente a primeira onda. 

Portanto, é possível sugerir que AP1 possa estar interferindo nos mecanismos 

relacionados com a resposta exógena da plaqueta. Esses dados corroboram a hipótese de 

que AP1 esteja interferindo nos mecanismo de transdução de sinais pelo carreamento de 

AMPc. 

Como mencionado, existem diferentes vias que contribuem para a ativação 

plaquetária. Quando ocorre sinalização suficiente para ativação plaquetária, o receptor 

GpIIb/IIIa sofre uma alteração em sua conformação de baixa afinidade para um estado 

de alta afinidade (forma ativa), facilitando a agregação plaquetária e levando a formação 

de um trombo rico em plaquetas. Semelhantemente, o aumento da sinalização pró-

agregante acarreta mudanças conformacionais da plaqueta o que propicia a exocitose 

granular (HARRISON et al., 2011; YIP et al., 2014). Dessa forma, a determinação da 

expressão membranar de P-selectina, marcador de secreção de grânulos-α plaquetários, 

e de ativação da GpIIb/IIIa, através da marcação de plaquetas com anti-CD62P e anti-

PAC1, respectivamente, pode ser utilizado como marcador de ativação plaquetária 

(LANDI; MARQUES JÚNIOR, 2003). Dessa forma, com o objetivo de verificar se 
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AP1 era capaz de inibir a ativação plaquetária, verificou-se se o tratamento do PRP com 

o composto alterava a expressão membranar desses dois marcadores. 

Ao analisar os dados de citometria de fluxo (Figura 12), constatou-se que AP1 

diminui em quase 100% a expressão de ambos marcadores, o que demonstra que houve 

inibição da ativação da plaqueta. Esses resultados estão de acordo com a hipótese de 

que AP1 interfere na via de ativação do AMPc, haja vista que a secreção plaquetária e a 

ativação da GpIIb/IIIa é dependente da mobilização do cálcio citoplasmático via ligação 

de IP3 ao seu receptor (ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; NOÉ et al., 2010). O 

carreamento do AMPc também pode estar inibindo a ativação da GpIIb/IIIa pelo 

aumento da fosforilação da proteína estimulada por vasodilatador (VASP), uma vez 

que, na sua forma fosforilada, a VASP (VASP-P) inibe a ativação desse receptor 

(ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; ITO et al., 2018). Não foram encontrados na 

literatura estudada trabalhos que avaliassem a expressão desses marcadores em 

plaquetas tratadas com plastoquinonas. 

Diante da promissora atividade antiagregante de AP1, considerou-se 

interessante avaliar o potencial de sua utilização em testes in vivo. Desse modo, nesse 

estudo, foi avaliado se AP1 causava hemólise ou era citotóxico para células 

mononucleadas do sangue de indivíduos clinicamente saudáveis. Para esses ensaios, 

utilizaram-se concentrações maiores ou iguais a maior CI50 calculada (239,7 µM). 

O sangue é um dos principais tecidos com o qual os compostos entram em 

contato após administração sistêmica. Desse modo, a avaliação do potencial de 

hemólise in vitro foi utilizada para quantificar o efeito deletério de AP1 sobre a 

membrana das hemácias. Segundo o Standart Practice for Assessment of Hemolytic 

Properties of Materials (2008 apud BAUER et al., 2012), AP1 foi classificado como 

não hemolítico (1,74 ± 0,43%) de sua maior CI50, e  ligeiramente hemolítico nas 

concentrações de duas e três vezes a sua maior CI50 (2,59 ± 1,14% e 3,96 ± 0,37%, 

respectivamente). Esses resultados sugerem que AP1 é um potencial candidato para 

realização de estudos in vivo (KLOYPAN et al., 2019; OOI et al., 2019) 

Assim como a avaliação da hemocompatibilidade, a investigação de 

citotoxicidade para células saudáveis é um parâmetro importante a ser considerado. 

Nesse sentido, a viabilidade de células mononucleadas de indivíduos saudáveis foi 

avaliada após 24 h de incubação com o composto. O AP1 apresentou efeito citotóxico 

significativo na concentração de 500 µM (Figura 14), o que pode representar um fator 

limitador para a utilização desse composto em ensaios in vivo. O carreamento do AMPc 
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por membranas plasmáticas pode também ser o responsável por esse efeito citotóxico 

encontrado (BURDYGA et al., 2018; GHIGO; MIKA, 2019; LEFKIMMIATIS; 

ZACCOLO, 2014). 

Medicamentos usados clinicamente também apresentam toxicidade relacionada 

a eles, e isso não inviabilizou as suas utilizações. Maseneni e cols (2013) demonstraram 

que os tienopiridínicos apresentavam mielotoxicidade significativa a partir de 

concentrações de 10 µM. Freitas e cols (2017) relataram a hepatoxicidade do 

clopidogrel a células do tipo HepG2, com concentrações de 50 a 100 µM. Assim como 

AP1, os tienopiridínicos, como o clopidrogrel, também podem ser considerados 

reguladores de AMPc, uma vez que a inibição de P2Y12 promovida por esses fármacos 

leva ao aumento da concentração plaquetária de AMPc. No presente estudo, o composto 

AP1 foi testado em concentração superior às avaliadas nos trabalhos de Maseneni e cols 

(2013) e Freitas e cols (2017). Desse modo, apesar da citotoxicidade apresentada por 

AP1, sugere-se que o composto ainda possa ser testado in vivo. 

Para um fármaco antiagregante, a biodisponibilidade oral é interessante, pois 

facilita a adesão ao tratamento quando comparado com os medicamentos aplicados por 

via sistêmica (MARQUES; PIERIN, 2008). Dessa forma, considerou-se interessante 

realizar a predição da biodisponibilidade oral de AP1. As características de solubilidade 

do composto foram pressupostas segundo os parâmetros físico-químicos propostos por 

Lipinski e cols (2001). Os parâmetros estruturais seguem a “regra dos cinco” de 

Lipinski e as regras de Veber, que objetivam estimar teoricamente a biodisponibilidade 

oral de fármacos, supondo a influência da estrutura química na permeabilidade do 

composto (LIPINSKI et al., 2001; VEBER et al., 2002).). Segundo a regra de Lipinski, 

uma molécula candidata a fármaco será possivelmente ativa oralmente se apresentar 

cinco ou menos grupos doadores da ligação de H (nOHNH); 10 ou menos grupos 

aceptores de ligação de H (nON); se seu peso molecular for menor ou igual a 500 g/mol; 

e se seu coeficiente de partição octanol-água (Clog P) menor ou igual a cinco (ou miLog 

P≤5,00). Ao violar mais de um desses parâmetros, é possível que problemas de absorção 

sejam encontrados (LIPINSKI et al., 2001; MIGNANI et al., 2018).  

As moléculas de clopidogrel e AAS, fármacos antiplaquetários usualmente 

empregados na clínica, não violam nenhum dos parâmetros citados, justificando o uso 

desses fármacos por via oral. A molécula do composto AP1 viola apenas um parâmetro 

da “regra dos cinco” de Lipinski (Tabela 6), o que sugere que essa molécula pode 

apresentar boa biodisponibilidade oral (LIPINSKI et al., 2001). Como já sugerido, a 
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predição teórica de parâmetros físicos-químicos por meios computacionais são 

estratégias importantes no estudo de novas moléculas. A partir dos resultados obtidos 

pelo programa Molinspiration, é possível reforçar que o composto isolado AP1 é uma 

molécula com potencial para o desenvolvimento de um fármaco antiplaquetário. 

Contudo, devido à violação de uma das regras e a citotoxicidade apresentada pelo 

composto, seria interessante obter análogos desses compostos a fim de aperfeiçoar o 

perfil farmacológico e citotóxico.  

Finalmente, os resultados deste trabalho indicam que o composto isolado AP1 

não demonstrou ter efeito sobre a coagulação, porém apresenta um efeito 

antiplaquetário importante, sendo que esse efeito esta possivelmente relacionado ao 

carreamento do AMPc através de membranas plasmáticas. Todavia, mais estudos devem 

ser realizados a fim de confirmar esse mecanismo de ação.  

Desse modo, apesar de serem necessários futuros estudos in vitro e in vivo para 

esclarecer o mecanismo de ação e os possíveis efeitos adversos de AP1, os resultados 

deste trabalho sugerem que esta molécula pode ser utilizada como protótipo para o 

desenvolvimento de um novo fármaco antitrombótico. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A análise dos resultados do presente estudo permite concluir que: 

• Quinze extratos brutos de algas marinhas pardas inibiram significativamente a 

agregação plaquetária induzida por ADP e/ou epinefrina; 

• O extrato bruto DJ2 prolongou significativamente o TTPa, sugerindo que esse 

extrato iniba a ativação dos fatores relacionados à via intrínseca da coagulação; 

• Os compostos isolados DJ12, DJ14, DJ17 e AP1 inibiram a agregação plaquetária 

induzida por ADP e/ou epinefrina, porém não promoveram o prolongamento de TP e 

de TTPa; 

• O composto AP1 foi o composto isolado que apresentou a melhor atividade 

antiagregante; 

• AP1 diminuiu a viabilidade plaquetária em menos de 5%; 

• AP1 inibiu significativamente a agregação plaquetária induzida por todos os 

agonistas testados (ADP, epinefrina, AA e colágeno) de forma concentração-

dependente; 

• A menor CI50 determinada para AP1 foi com o agonista colágeno (156,9 ± 5,4 µM); 

• AP1 diminuiu em quase 100% a expressão membranar de P-selectina e de PAC1; 

• AP1 é fracamente hemolítico, mesmo quando utilizado na concentração de 719,1 

µM; 

• AP1 pode ser citotóxico para células mononucleadas sanguíneas humanas na 

concentração de 500 µM; 

• Segundo a “regra dos cinco” de Lipinski, AP1 pode apresentar boa 

biodisponibilidade oral. 

 

Portanto, após a realização desse trabalho, sugere-se que o efeito inibitório 

promovido por AP1 sobre a agregação plaquetária parece estar relacionado com a 

interferência nos mecanismos de transdução de sinais pelo carreamento de AMPc, com 

a inibição da resposta da plaqueta a estímulos exógenos. Os resultados indicam a 

potencial utilização desse composto proveniente de D. menziesii como protótipo de 

novos fármacos antiagregantes. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 Estudar o efeito de outros compostos isolados dos extratos brutos que apresentaram 

atividade significativa sobre a hemostasia; 

 Avaliar o efeito de AP1 sobre a expressão de PKA e de VASP fosforiladas por 

citometria de fluxo ou western blotting; 

 Estudar o efeito AP1 em modelos de trombose in vivo. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética de Pesquisa em Seres Humanos 
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