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SECONDARY METABOLITES FROM VEGETAL ORIGIN: A POTENTIAL SOURCE OF ANTITHROMBOTIC DRUGS.
Cardiovascular diseases are responsible for the largest number of deaths among humans worldwide, including heart attacks, strokes,

and thrombosis. The treatment of thrombosis is generally through the administration of anticoagulant and/or antiplatelet drugs,

which have some clinical limitations. Plants synthesize a wide variety of bioactive metabolites in response to different stimuli. This

review focuses on a number of molecules of vegetal origin belonging to different chemical classes, with significant anticoagulant and
antiplatelet effects. Their promising antithrombotic profile confirms the potential of natural products as a source of lead molecules

for drug development in the prevention and treatment of thrombosis.

Keywords: natural anticoagulant; natural antiplatelet; cardiovascular diseases.

INTRODUCAO

Nos dltimos anos, vem aumentando a incidéncia de doengas
cardiovasculares e acidentes vasculares. De acordo com a Orga-
nizagdo Mundial de Sadde, as doengas cardiovasculares serdo, em
2015, as principais causas de 6bitos nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento.'?

As diversas possibilidades de alvos terapéuticos, bem como as
limitagdes relacionadas a alguns farmacos em uso clinico, incentivam
a busca de novas substancias que apresentem ac¢ao anticoagulante e/
ou antiplaquetdria.

Produtos de origem natural t€ém sido investigados, mundialmen-
te, quanto a sua agdo anticoagulante e/ou antiplaquetdria através de
ensaios in vitro. As substancias do reino vegetal, o qual ja contribuiu
com diversas moléculas em uso na profilaxia e tratamento de diversas
patologias, vém sendo as mais estudadas dentre os produtos naturais,
sob este enfoque.

Nesta revisdo, realizada com base nos bancos de dados dispo-
niveis (ScienceDirect e ISI Web of Science), serdo apresentadas 43
substancias de origem vegetal com atividade anticoagulante e anti-
plaquetdria in vitro, que apresentam ou nao similaridade quimica com
os farmacos utilizados na clinica nos tltimos 25 anos. As substancias
que atuam inibindo os fatores componentes da coagulagio plasmadtica
sdo denominadas anticoagulantes, enquanto que aquelas que atuam
inibindo a agregacdo plaquetdria, ou os receptores plaquetarios, sdo
denominadas substincias antiplaquetdrias.

O enfoque deste trabalho foi dado ao extenso e variado leque de
classes quimicas de substancias com significativa a¢ao anticoagulante
e/ou antiplaquetdria in vitro, que representam um enorme potencial
para o desenvolvimento de novos firmacos antitromboéticos.

SISTEMA HEMOSTATICO

O sistema vascular, definido como o conjunto de vasos (artérias,
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veias e capilares) que conduzem o sangue no organismo, exerce um
papel fundamental no transporte de oxigénio e nutrientes para os
tecidos, além de regular o extravasamento de fluidos, solutos, hor-
monios e macromoléculas. A manutengdo da integridade do sistema
vascular € absolutamente vital para o organismo humano, uma vez
que a perda de uma quantidade significativa de sangue através de uma
injdria vascular € incompativel com a vida.>* O sistema hemostético
é um mecanismo complexo que reconhece o dano vascular e recruta
uma combina¢@o apropriada de componentes celulares e proteinas
plasmaticas soliveis, produzindo um tampao insolivel, que cessa a
perda sanguinea.*® Os principais constituintes deste tampao incluem
as plaquetas e um polimero insolivel de fibrina, que é formado a
partir de uma proteina plasmatica solivel denominada fibrinogénio.
O sistema hemostdtico € relativamente quiescente se o dano vascular
ndo estd presente. Entretanto, em caso de injuria vascular, ocorre a
deposicao de plaquetas e fibrina rapidamente no local. O tamanho
deste tamp@o dependerd da extensdo da lesao.*”$

HEMOSTASIA PRIMARIA

As plaquetas s@o células anucleadas, derivadas da fragmentag@o
do citoplasma do megacaridcito, uma célula formada na medula 6s-
sea. O sangue humano apresenta normalmente de 200.000 a 400.000
plaquetas/mm?.'!!

Em condi¢des normais, as plaquetas circulam no sangue em es-
tado de repouso sob a forma discéide, sendo impedidas de interagir
com a matriz subendotelial gracas ao endotélio vascular que funciona
como uma barreira que exerce ativamente fun¢des antiadesivas e
antiagregantes, principalmente através da liberagio de PGI, e 6xido
nitrico (NO). Entretanto, quando recrutadas devido a alteracdes des-
sas células endoteliais e a exposicdo de moléculas do subendotélio,
principalmente coldgeno e fator de von Willebrand, as plaquetas
sofrem uma dréstica mudanga morfolégica.*!> Quando expostas a
agonistas, tais como adenosina difosfato (ADP), serotonina, trom-
bina ou coldgeno, sio ativadas, mudando da forma discéide para a
esférica, com extensa emissdo de pseudépodos - processo chamado
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Figura 1. Processo de coagulagdo sanguinea: a coagulagdo é iniciada pela
exposicdo do fator tecidual, apos uma lesdo tecidual, que se associa ao
fator VII ativado (Fator VIla). O complexo fator tecidual - fator VIla (tenase
extrinseco) catalisa a conversdo do fator X em Xa, além da conversao de IX
em IXa. O complexo Xa, Va, fosfolipidio e Ca**, denominado protrombinase,
ativa a protrombina em trombina que, por sua vez, ativa os fatores V, VIII e X1
em Va, VIlla e Xla aumentando a atividade dos complexos tenase intrinseco
(IXa, VIla, X fosfolipidios e cdlcio) e protrombinase (Xa, Va, protrombina,
fosfolipidios e cdlcio). A trombina gerada também ativa o fator XIII em XIlla
e cliva fibrinogénio, uma proteina insoliivel, em um polimero de fibrina que se
torna estdvel na presenga do fator XIlla. Alternativamente, o complexo tenase
extrinseco também catalisa a conversdo do fator IX em IXa — que, junto ao
fator Vla, fosfolipidio e Ca**, forma o complexo tenase intrinseco - ativando
o fator X em Xa com auxilio do complexo tenase extrinseco. Adaptada da ref. 9

de mudanca de forma (shape change) - e aderindo rapidamente ao
local da lesdo vascular.'>!*

As plaquetas mobilizam alguns receptores de membrana, par-
ticularmente a glicoprotefna IIb/Illa (GPo, J3,), em resposta aos
sinalizadores extracelulares que podem ser soliveis como ADP e
trombina, ou como o coldgeno que estd presente no subendotélio.?

Plaquetas ativadas secretam ADP (presentes nos granulos densos)
que, por sua vez, ativam outras plaquetas via dois receptores: P2Y1 e
P2Y 12, receptores estes que sdo acoplados a proteina G. O receptor
P2Y1 estd acoplado a proteina Gq, regulando os eventos de sinaliza-
¢do Ca*-dependentes, enquanto o receptor P2Y12 € um Goi-linked
e ativa a GP IIb/Illa por um mecanismo envolvendo a inibi¢do da
producdo de AMPc pela adenilato ciclase.'>"”

Muitos agonistas plaquetdrios promovem suas respostas através
de um mecanismo de transducdo de sinal que envolve a ativagao da
fosfolipase C. Esta enzima converte fosfatidilinisitol bifosfato (PIP2),
um tipo de fosfolipidio presente na bicamada da membrana das pla-
quetas, em diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP,). O DAG
ativa protefna quinase C (PKC), e o IP, ativa canais de Ca* presentes
na membrana do sistema tubular denso (que serve de reservatdrio
intracelular de Ca?* plaquetdrio) proporcionando, assim, a saida de
fons Ca** deste compartimento, aumentando a sua concentragao no
citoplasma.'® O aumento de Ca*, além de promover vdrias respostas
celulares, também ativa a fosfolipase A, que gera dcido araquido-
nico através da clivagem de fosfolipidios de membrana. A enzima
ciclo-oxigenase-1 (COX-1), presente nas plaquetas, converte dcido
araquidonico em endoperdxidos ciclicos (prostaglandina G, (PGG,)
e prostaglandina H, (PGH,)). A enzima tromboxana sintase converte
estes endoperoxidos em tromboxana A,. Estes produtos da COX-1
plaquetdrios (PGG,, PGH, e TXA,) sdo potentes vasoconstrictores e
ativadores plaquetdrios. Por se ligarem aos seus receptores especifi-
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cos plaquetdrios, eles ativam mecanismos, via proteina G acoplada
a fosfolipase C, deste modo, completando um feedback positivo no
processo de ativagdo.'*?

Trés receptores plaquetdrios de membrana, chamados de glico-
proteina (GPIb), receptor ativado por protease-1 (PAR 1) e receptor
ativado por protease-4 (PAR 4), tém sido descritos atualmente como
receptores de o-trombina em plaquetas humanas.'”?*» A ativa¢do
destes receptores estd associada a concentragdo de trombina no
meio. Assim, a trombina vai ativar quinases da familia Src (ativacio
GP Ib), ou protefnas G (receptores tipo PAR). Os receptores do tipo
PAR sdo ativados por proteases de forma irreversivel. Sdo rapida-
mente fosforilados e desacoplados da sinalizagdo apds a ativacio
pela trombina. Esta fosforilagdo impede uma interagdo adicional
com proteinas G.!718.2627

A mudanc¢a morfoldgica é também acompanhada pela redistribui-
¢do de fosfolipidios plaquetdrios, na qual os fosfolipidios de membra-
na carregados negativamente (fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina)
sdo mais expostos na face externa da membrana plaquetaria. Esses
fosfolipidios carregados negativamente formam nas plaquetas ativadas
uma superficie para ligacdo de fatores e cofatores da coagulagdo,
formando uma conexdo entre a hemostasia primdria e moléculas
subendoteliais, plaquetas e outras células sanguineas periféricas e a
coagulag@o sanguinea.>*30

HEMOSTASIA SECUNDARIA

A coagulacdo sanguinea envolve uma ativacio sequencial, por
uma série de reagdes enzimdticas, na qual uma proteina plasmatica
inativa (zimogénio) € convertida em um produto ativo. O zimogénio
¢é convertido em uma forma ativa através da hidrélise de uma ou duas
ligacdes peptidicas, culminando na geracéo de uma grande quantidade
de trombina.*'¥

O mecanismo hemostético conduz a reagdes pré-coagulantes de
extrema relevancia envolvendo trés complexos enzimadticos: o com-
plexo “protrombinase”, o complexo “tenase intrinseco” e o complexo
“tenase extrinseco”. Os fatores II, VII, IX e X sdo sintetizados no
figado e sofrem uma alteracdo pds-traducinal que consiste na gama-
carboxilagdo de residuos de dcido glutamico (Glu) no N-terminal des-
sas proteinas, por uma carboxilase vitamina K-dependente (a vitamina
K oxidase e redutase). Estes residuos de dcido gama-carboxiglutdmico
(Gla) sdo essenciais para a ligacdo aos fons Ca?* e aos fosfolipidios
na superficie das plaquetas e cruciais para a ativagio e interacao entre
os vdrios fatores para a formacdo dos complexos.**

Durante a coagulacdo sanguinea, estes complexos se organizam
junto a superficie da membrana da plaqueta ativada resultando na
ativagdo dos zimogénios, fator X e protrombina.**3° Os complexos
protrombinase e tenase intrinseco contém componentes plasmaéticos,
enquanto que o complexo tenase extrinseco possui também compo-
nentes de origem celular ou tecidual.**® O processo de coagulagio tem
sido revisto e muitos estudos tém proposto a divisdo deste mecanismo
em trés fases: iniciacio, amplificacdo e propagacao.

A fase de iniciag@o € disparada pela exposi¢do do fator tecidual que
se associa ao fator VIIa presente no sangue (cerca de 1 a 2% do fator
VII total)*’ formando o complexo denominado “tenase extrinseco”.
Este complexo ativa os fatores IX e X,* apresentando uma meia-vida
curta no plasma, sendo essencial para iniciar o processo de coagulacdo,
através da producdo de pequenas quantidades de trombina.

Na fase de amplificac@o, esta pequena quantidade de trombina
formada se liga as plaquetas, aderidas no local de injdria vascular,
aumentando sua ativacdo através da clivagem dos receptores do tipo
PAR.29.38

A fase de propagacdo seria controlada pela o-trombina inicial-
mente gerada, que ativa os fatores, V, VIII e XI. O fator XIa ativa
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o fator IX, e o fator [Xa forma um complexo com o fator VIlla,
fosfolipidios e célcio, denominado complexo “tenase intrinseco”.
Este complexo, por sua vez, ativa o fator X de forma idéntica ao
complexo tenase extrinseco, porém com uma eficiéncia catalitica
cerca de 50 vezes maior.’** A ativagdo do fator V gerando o fator
Va*' e a associagido com o fator Xa na superficie de células ativadas,
em uma reagdo dependente de célcio, forma o complexo denominado
“protrombinase”. Este complexo passa, entdo, a ser o principal respon-
sdvel pela ativagdo da protrombina. A o-trombina € a tnica enzima
gerada no processo de coagulacio capaz de converter o fibrinogénio
em fibrina. Este processo € mediado por protedlise limitada sobre
a molécula de fibrinogénio, uma proteina solivel do plasma, que ¢
entdo convertido em um mondmero de fibrina. Os mondmeros de
fibrina interagem entre si através de interagdes eletrostaticas formando
uma rede insoldvel, porém instdvel, de fibrina. A consolidagdo deste
polimero € feita pela agdo do fator XIIla, uma enzima que também
¢ ativada pela o-trombina, a qual une, covalentemente, as moléculas
de fibrina presentes na rede instdvel.*** A trombina também ativa
os fatores da coagulagdo sanguinea V, VIII, XI e XIII amplificando,
assim, sua prépria produgio.?3>#24 Este processo € finamente con-
trolado por inibidores presentes no plasma, como a antitrombina, a
o2-macroglobulina ou a proteina C ativada.®

DOENCAS CARDIOVASCULARES

O aumento do consumo de alimentos com alto nivel de colesterol
e a diminuicdo da atividade fisica, nos tltimos anos, vem contribuindo
sobremaneira para a crescente incidéncia de doengas cardiovasculares
na populagdo.

Sabe-se que, nos Estados Unidos, cerca de 13 milhdes de pessoas
sofrem de angina e de outras doencas coronarianas. Estas constituem
as principais causas de 6bito naquele pais (aproximadamente 495.000
mortes em 2002).%

Dados apontam um nimero crescente de ébitos relacionados as
doencas cardiovasculares desde 1990. Atualmente, estima-se que
aproximadamente 17 milhdes de pessoas sdo vitimas destas doen-
cas, representando em torno de 30% dos 6bitos em todo o mundo
(Figura 2).1:246-50
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Figura 2. Distribui¢do das causas de obito no mundo de acordo com a Or-
ganiza¢do Mundial da Saiide. Adaptada da ref. 2

A doenca cardiovascular € causada por uma alteragao do sistema
sanguineo, e inclui doengas coronarianas, doencgas cerebrovasculares,
hipertensdo, doenca arterial periférica e doenga reumética do coracéo.
Os principais fatores de risco para as doencas cardiovasculares sio
o uso de tabaco, a inatividade fisica e uma dieta ndo controlada.?

TROMBOSE
A trombose refere-se a uma formagao patolégica de um tampao

hemostatico no interior do vaso sanguineo, na auséncia de sangramen-
to.”! A doenca trombdtica e tromboembdlica é comum e tem graves
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consequéncias, tais como, infarto do miocdrdio, acidente vascular ce-
rebral, trombose venosa profunda e embolia pulmonar. Os principais
farmacos utilizados na prevencdo ou tratamento da trombose venosa
sd0 os anticoagulantes orais e injetdveis. J4 os principais formacos
utilizados na trombose arterial consistem nos antiplaquetarios.’!

O processo hemostatico ativado inespecificamente pode resultar
na oclusdo de vasos sanguineos levando a trombose, além de causar
problemas hemorragicos.*! %52 As causas predisponentes da trombose
venosa profunda foram descritas por Virchow, em 1856, e incluem es-
tase sanguinea, injdria vascular e altera¢des dos fatores de coagulacio
do sangue, o que conduz a hipercoagulabilidade. Os diversos fatores
de risco, adquiridos ou herdados, atuam através de no minimo um
dos trés componentes da triade de Virchow e o seu reconhecimento
auxilia no diagndstico e profilaxia da doenga tromboembdlica.?!#852

Sendo assim, muitas condigdes clinicas podem estar associadas
com o alto risco de trombose arterial, trombose venosa e tromboem-
bolia. A aterosclerose, o fumo, a hipertensao e o diabetes sdo alguns
fatores relacionados com a trombose arterial, enquanto que a cirurgia
geral, a cirurgia ortopédica, o trauma e o cancer estdo entre as condi-
¢des associadas com episddios de trombose venosa.>

FARMACOS ANTIPLAQUETARIOS EM USO CLINICO

Os principais farmacos antiplaquetdrios (Figura 3) - aspirina®
(4cido acetil salicilico), clopidogrel e ticlopidina - sdo utilizados na
clinica para o tratamento das doencas cardiovasculares, com o obje-
tivo de prevenir ou diminuir a formac@o de codgulos sanguineos.*

A aspirina® foi desenvolvida a partir de um metabdlito secun-
dério (salicina) isolado do género Salix.** Estudos mostraram que
a aspirina® pode reduzir o risco de infarto do miocdrdio e doengas
coronarianas em pacientes sem doengas cardiovasculares prévias®
e exerce seu efeito pela acetilagdo irreversivel da ciclo-oxigenase-1
no interior das plaquetas, impedindo a biossintese de tromboxana A,
(TXA,).* Entretanto, o consumo da aspirina® resulta em um aumento
de 2,5 vezes no risco de sangramento gastrointestinal em pacientes.>’

O clopidogrel, outro firmaco antiplaquetario muito utilizado
na clinica, ¢ um derivado tienopiridinico que estd quimicamente
relacionado a ticlopidina, a qual inibe irreversivelmente a agregacao
plaquetdria induzida por adenosina difosfato (ADP), bloqueando
seletivamente os receptores de ADP localizados na superficie das
plaquetas.® O clopidogrel apresenta um perfil de seguranga superior
a ticlopidina porque, ao contrario desta, nao estd associado ao risco
de neutropenia e trombocitopenia. Além desta vantagem, ndo requer
monitoriza¢do hematoldgica nos primeiros meses de tratamento.>
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Figura 3. Principais farmacos antiplaquetdrios
FARMACOS ANTICOAGULANTES EM USO CLINICO

Os principais fairmacos anticoagulantes podem ser classificados
em dois grandes grupos: heparina e heparinoides, de administracdo
subcutanea e parenteral e, anticoagulantes indiretos ou orais derivados
da cumarina (Figura 4).5%

A heparina, um anticoagulante bastante utilizado clinicamente,
consiste em uma mistura heterogénea de polimeros de um polissa-
carideo natural, extraido de mucosa intestinal suina ou também de
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pulmao bovino, com peso molecular variando entre 17.000 e 20.000
daltons. A interag@o da heparina com a antitrombina provoca uma
mudanga conformacional nesta tltima, respondendo, assim, por seu
principal efeito anticoagulante Esta interagdo aumenta a inativacdo
pela antitrombina de enzimas da coagulagdo, tais como a trombina
e os fatores Xa e 1Xa .o

A utiliza¢do da heparina por longos periodos também leva ao
sangramento, seguido de plaquetopenia. Outros efeitos adversos
relacionados a heparina sdo osteoporose, no uso por longo prazo,
hipersensibilidade e necrose de pele.®!

A varfarina, cuja estrutura quimica resulta de uma modificagdo de
uma cumarina isolada do género Melilotus, ¢ um anticoagulante oral
que atua como inibidor da vitamina K epoxirredutase e vitamina K
redutase. Seu mecanismo de acdo implica no impedimento da redu-
¢do da vitamina K, um cofator essencial para a sintese de fatores da
coagulacdo (II, VII, IX e X) dependentes de vitamina K.%

Outras moléculas com o esqueleto quimico das cumarinas, como
acenocumarol, femprocumona e dicumarol, apresentam atividade
anticoagulante e s3o muito utilizadas na clinica. No entanto, estes
farmacos anticoagulantes possuem algumas limitagdes. No caso da
terapia com varfarina, a janela terapéutica estreita faz com que a
administrag@o da droga seja problematica.®

A complicacdo mais comum relacionada a utiliza¢@o da varfarina
é ahemorragia que pode ser agravada pela administracio concomitan-
te de aspirina® e de outros farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais.
Outro potente efeito adverso resultante da administracéo de varfarina
é anecrose da pele.® O uso concomitante da varfarina com extrato de
Ginkgo biloba pode potencializar o efeito anticoagulante resultando
em uma hemorragia significativa.®
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Figura 4. Farmacos anticoagulantes

PANORAMA ATUAL DOS TRATAMENTOS
ANTITROMBOTICOS

Os gastos atuais com os tratamentos antitrombdticos sdo extre-
mamente altos. No Brasil, aproximadamente US$ 125 milhdes sdo
gastos, anualmente, com a utilizagio de farmacos antitrombéticos.®’
Em 1999, a despesa com medicamentos para trombose em Portugal
foi de aproximadamente US$ 20 milhdes, e um aumento de 30% em
2003 fez com que fossem gastos cerca de US$ 26 milhdes anuais.®®
Em paises como a Suécia, Inglaterra, Noruega e Dinamarca as des-
pesas com estes farmacos chegam a US$ 60 milhdes anuais.®®* Nos
Estados Unidos, em 2003, foram gastos US$ 2 bilhdes com farmacos
antitrombdticos. Estima-se que entre 2005 e 2015, os gastos despen-
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didos com o tratamento farmacoldgico de doengas vasculares atinjam
USS$ 54 bilhdes (Brasil), US$ 558 bilhdes (China), US$ 260 bilhdes
(India) e US$ 8 bilhdes (Nigéria).™

Atualmente diversas substancias antitrombdticas estdo sob
avaliacdo em estudos clinicos (fases I, II, III ou IV). Com base nas
informagdes disponiveis em Stroke Trials Registry,” cerca de 350
substancias sdo candidatas promissoras a categoria de novos farma-
cos antitromboéticos. Muitas substincias atualmente sob avaliacio
clinica sdo de origem sintética ou semissintéticas, derivadas ou nio
de produtos naturais.

SUBSTANCIAS DE ORIGEM VEGETAL COM ATIVIDADE
ANTIPLAQUETARIA E ANTICOAGULANTE

A busca por substancias de origem vegetal que possam interferir
no processo hemostatico vem sendo intensificada em todo o mundo,
uma vez que os produtos naturais t€ém sido, historicamente, a primeira
fonte de substancias antitrombdticas.”

Em uma recente revisao, Koh e Chua apresentaram dados sobre a
atividade anticoagulante de diversas substancias de espécies vegetais
que sdo utilizadas em medicina popular.®® A presente reviséo focaliza
substancias de origem vegetal com atividade anticoagulante e anti-
plaquetdria, oriundas ou ndo de espécies medicinais.

Atualmente, vérios alvos terapéuticos vém sendo estudados na
busca de substincias que atuam no sistema hemostdtico, mas trés
deles se destacam: inibidores da agregacdo plaquetdria (antipla-
quetdrios), inibidores da trombina e inibidores do fator ativado Xa
(anticoagulantes).

Substancias de origem vegetal com ac¢io antiplaquetaria

Entre os principais agonistas plaquetarios, encontram-se a trombi-
na, a adenosina difosfato (ADP) e o coldgeno. Sendo assim, extratos
vegetais e substancias de origem vegetal vém sendo avaliados em
ensaios de agregacdo plaquetdria induzida por esses agentes.

Os flavonoides sulfatados 3-acetil-7,3’,4’-trissulfato de quer-
cetina (1) e 3,7,3’,4’-tetrassulfato de quercetina (2) fazem parte
de um grupo de substancias presentes, principalmente, em espé-
cies da familia Asteraceae.” A incubagdo de plaquetas com estes
flavonoides resultou em uma inibi¢do da agregacdo plaquetdria
tempo-dependente frente a diferentes agonistas incluindo ADP,
trombina e coldgeno. Flavonoides ndo sulfatados como 3-O-f3-
glicopiranosideo de kaempferol (3) e 3-O-B-neo-hesperidosideo
de kaempferol (4) também mostraram atividade inibitéria frente
ao coldgeno.” J4 os flavonoides 3-O-f-neo-hesperidosideo 7-O-[2-
O-(trans-p-cumaroil)]-B-D-glicopiranosideo de kaempferol (5),
3-0-B-neo-hesperidosideo 7-0-[2-O-(trans-p-cumaroil)]-B-D-
glicopiranosideo dodeca-acetato de kaempferol (6) e 3-O-B-neo-
hesperidosideo 7-O-[2-O-(trans-feruloil)]-B-D-glicopiranosideo
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de kaempferol (7) isolados do género Allium apresentaram efeito
moderado frente ao coldgeno. Os autores sugerem que os substituin-
tes trans-p-cumaroil e o maior nimero de agicares nas moléculas
poderiam estar diminuindo a sua atividade.” Outros flavonoides
3-0-B-glicopiranosideo 7-0-B-glicopiranosideo-(1—2)-0-f-
glicopiranosideo de kaempferol (8), 3-O-B-glicopiranosideo
7-0-B-glicopiranosideo-(1—2)-0-f-glicopiranosideo de quercetina
(9) e 3-O-B-glicopiranosideo-(1—2)-0-B-glicopiranosideo 7-O-f3-
glicopiranosideo de isor-hamnetina (10), isolados do mesmo género,
apresentaram atividade frente a agregacao plaquetdria induzida por
coldgeno.”™
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O O @ H H
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O fracionamento do extrato metandlico das folhas de Eremophila
gilesii (Myoporaceae) resultou no isolamento de dois feniletanoides
glicosilados denominados verbascosideo (11) e poliumosideo (12).
Estas substancias foram capazes de inibir em 95% a agregacdo pla-
quetdria induzida por ADP, na concentragio de 1 mg/mL.”

O estilbeno resveratrol (13), os flavonoides catequina (14) e
epicatequina (15) e o 4cido gélico (16) foram isolados do extrato de
uvas vermelhas. Essas substancias fendlicas provocaram uma inibigao
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dose-dependente, em ensaio de agregacdo induzida por ADP, com
plasma rico em plaquetas (PRP).”

Outra classe importante de metabdlitos secunddrios, no que diz
respeito a acdo antiplaquetdria, € a dos alcaloides. Para rutecarpina
(17) foi comprovado que sua a¢ao nao esta relacionada com as glico-
proteinas IIb/I1la. O seu mecanismo de ac@o se da através da inibi¢do
da fosfolipase C, levando a diminuigao da produgdo de tromboxana A,
(TXA,).” J4 os alcaloides aporfinicos 7-hidroxi-desidrotalicsimidina
(18), 7-formil-desidrotalicsimidina (19), talicsimidina (20), nor-
purpureina (21), N-metil-laurotetanina (22) e lirinidina (23) inibiram
a agregacdo induzida por coldgeno, por dcido araquiddnico (AA) e
pelo fator de agregacdo plaquetdria (PAF). O alcaloide 7-hidroxi-
desidrotalisimidina (18), em baixas concentrag¢des (0,1 mg/mL),
apresentou ainda inibi¢do da trombina.3*#!

Alcaloides diterpénicos isolados da espécie Spiraea japonica
(Rosaceae) inibiram a agregacgdo induzida por AA, ADP e PAF em
plaquetas de coelhos. O efeito inibitério foi do tipo dose-dependente,
e o principal inibidor foi a spiramina C1 (24), que se revelou tdo eficaz
quanto o controle positivo (aspirina®).%

Cinco alcaloides N-metoxicarbonil aporfinicos foram isolados de
Rollinia mucosa (Annonaceae) e avaliados frente a agregagdo pla-
quetdria. O alcaloide romucosina D (25) mostrou-se o inibidor mais
potente do AA, coldgeno e PAF. Os demais alcaloides apresentaram
uma inibig¢éo significativa.®
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As cumarinas ostole (26), iso-escopoletina (27), escopoletina
(28) e artemicapina B (29) também inibiram a agregacao plaquetdria
induzida por AA, coldgeno, PAF e trombina.®® Outras cumarinas, tais
como xantoxiletina (30), suberosina (31) e xantiletina (32) apresen-
taram inibicdo da agregacdo plaquetdria induzida por AA, coldgeno,
PAF e ADP. A xantiletina (32) inibiu também a sintese de TXA, e a
hidrdlise de fosfatidilinositol.?*

As cumarinas minumicrolina acetonideo (33) e epimurpaniculol
senecioato (34) foram isoladas das folhas de Murraya omphalocarpa
(Rutaceae). Estas substincias foram avaliadas frente a agregacdo
plaquetdria induzida por trombina, dcido araquidonico e coldgeno
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utilizando plaquetas lavadas de coelho. A cumarina (33) mostrou
ser ativa frente a trombina (100 pg/mL), enquanto a cumarina (34)
foi ativa também frente ao 4cido araquidonico na concentragdo de
100 pug/mL. Nenhuma das substincias inibiu a agrega¢do plaquetaria
induzida por coldgeno.®

A classe dos fenantrenos, substincias oriundas do acoplamento
oxidativo de anéis aromdticos precursores dos estilbenos, apresenta
propriedades antiplaquetdrias. Os fenantrenos plicatol-B (35), erian-
tridina (36), denbinobina (37) foram avaliados frente aos indutores
trombina, dcido araquiddnico e coldgeno, utilizando plaquetas lavadas
de coelhos, na concentracdo de 100 pg/mL. A eriantridina apresentou
a maior atividade antiplaquetdria frente a estes indutores (IC, =9
uM), enquanto que as outras duas substancias foram menos ativas
(IC,,=24 uM).*
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Substéncias de origem vegetal com ac¢io anticoagulante

Extratos vegetais e substancias de origem vegetal vém sendo
avaliados em ensaios anticoagulantes, que se baseiam na capacidade
de inibicdo dos fatores sanguineos que atuam na coagulacio.

Dentre essas substancias, merecem destaque a chalepina (38),
uma furanocumarina isolada de Clausena anisata (Rutaceae); a
curcumina (39), os fenilpropanoides de Curcuma longa (Zingi-
beraceae) denominados p,p-di-hidroxi-dicinamoilmetano (40) e
p-hidroxicinamoilferuloilmetano (41) e a trioleina (42), um triacil-
glicerol de Persicae semen (Rosaceae). Estas moléculas promovem
um aumento no tempo de recalcificacio, indicando uma alteragio
nos fatores da coagulagdo.%
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A glicirrizina (GL) (43), uma saponina presente no extrato
aquoso da raiz da leguminosa Glycyrrhiza glabra (alcaguz-da-
europa), tem sido intensamente estudada. Trata-se de um con-
jugado do acido glicirrético (GA) com duas moléculas de dcido
glucurénico (GU).” Observou-se, em estudos in vitro, que a GL
exibe uma atividade anticoagulante significativa, através da inibi¢ao
da trombina. A GL também foi avaliada em ensaios de tempo de
recalcificacdo, mostrando desde um ligeiro aumento do tempo de
coagulagdo, até uma incoagulabilidade total do plasma, em funcdo
das doses testadas. Estes ensaios também foram realizados com a
aglicona GA e o carboidrato GU, ndo tendo sido observada acdo
inibitdria.

Estudos para a avaliacdo do efeito da GL sobre a hidrdlise de um
pequeno substrato cromogénico especifico induzida por trombina,
mostraram que a glicirrizina nédo foi capaz de inibir a hidrélise do
substrato cromogénico. Entretanto, a glicirrizina aumentou a ativida-
de catalitica da trombina sugerindo que a glicirrizina ndo se liga ao
sitio catalitico da enzima, porém impede a associagio de substratos
macromoleculares (como o fibrinogénio) a trombina levando a uma
inibicdo de sua atividade.”

A seguir sao apresentados os principais ensaios utilizados para
avaliar a acdo antiplaquetdria e anticoagulante in vitro das substancias
apresentadas nesta revisdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Métodos utilizados para avaliar as atividades antiplaquetdria e anticoagulante

Quim. Nova

Substancias Antiplaquetdrias (Método Turbidimétrico)

Classe Quimica Substancia Indutor Ref.
Flavonoide (1) 3-acetil-7, 3°, 4’-trissulfato de quercetina ADP, trombina, coldgeno 72
(2) 3,7, 3, 4 -tetrassulfato de quercetina ADP, trombina, coldgeno 72
(3) 3-0-B-glicopiranosideo de kaempferol Coldgeno 65,72
(4) 3-0-B-neo-hesperidosideo de kaempferol Coldgeno 65,72
(5) 3-0-B-neo-hesperidosideo 7-O-[2-O-(trans-p-cumaroil)]-B-D- Coldgeno 73
glicopiranosideo de kaempferol
(6) 3-O-B-neo-hesperidosideo 7-O-[2-O-(trans-p-cumaroil)]-p-D- Colédgeno 73
glicopiranosideo dodeca-acetato de kaempferol
(7) 3-O-B-neo-hesperidosideo 7-0-[2-O-(trans-feruloil)]-p-D- Coldgeno 73
glicopiranosideo de kaempferol
(8) 3-0-B-glicopiranosideo 7-O-B-glicopiranosideo-(1—2)-O-f- Coldgeno 74,75
glicopiranosideo de kaempferol
(9) 3-0-B-glicopiranosideo 7-O-B-glicopiranosideo-(1—2)-O0-f- Coldgeno 74,75
glicopiranosideo de quercetina
(10) 3-0-B-glicopiranosideo-(1—2)-0-B-glicopiranosideo 7-O-3- Coldgeno 74,75
glicopiranosideo de isorhamnetina
(14) Catequina ADP 77
(15) Epicatequina ADP 77
Estilbeno (13) Resveratrol ADP 77
Acido Fenélico  (16) Acido gilico ADP 77
Feniletanoide (11) Verbascosideo ADP 76
(12) Poliumosideo ADP 76
Alcaloide (17) Rutecarpina Colageno 78
(18) 7-hidroxi-desidrotalicsimidina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(19) 7-formil-desidrotalicsimidina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(20) Talicsimidina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(21) Nor-purpureina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(22) N-metil-laurotetanina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(23) Lirinidina Coldgeno, AA, PAF 79, 80
(24) Spiramina C1 ADP, AA, PAF 81
(25) Romucosina D AA, coldgeno, PAF 82
Cumarina (26) Ostole AA, coldgeno, PAF, trombina 65
(27) Iso-escopoletina AA, coldgeno, PAF, trombina 65
(28) Escopoletina AA, coldgeno, PAF, trombina 65
(29) Artemicapina B AA, coldgeno, PAF, trombina 65
(30) Xantoxiletina AA, coldageno, PAF, ADP 83
(31) Suberosina AA, coldageno, PAF, ADP 83
(32) Xantiletina AA, colageno, PAF, ADP 83
(33) Minumicrolina acetonideo Trombina, AA, coldgeno 85
(34) Epimurpaniculol senecioato Trombina, AA, coldgeno 85
Fenantreno (35) Plicatol-B Trombina, AA, coldgeno 86
(36) Eriantridina Trombina, AA, coldgeno 86
(37) Denbinobina Trombina, AA, coldgeno 86
Substancias Anticoagulantes (Método baseado na formagio de fibrina)
Classe Quimica Substancia Indutor Ref.
Cumarina (38) Chalepina fons célcio 87-89
Fenilpropanoide (39) Curcumina fons cdlcio 87-89
(40) p,p-di-hidroxi-dicinamoilmetano fons calcio 87-89
(41) p-hidroxicinamoilferuloilmetano fons célcio 87-89
Triacilglicerol (42) Trioleina fons célcio 87-89
Saponina (43) Glicirrizina fons célcio ou trombina 90

AA= Acido Araquidénico; ADP= Adenosina difosfato; PAF= Fator de agregaco plaquetaria.
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CONCLUSOES

Historicamente, o reino vegetal constitui uma das fontes mais
abundantes de substancias potencialmente ativas, para os mais di-
versos alvos farmacolégicos.

Esta revisdo, que abrange os ultimos 25 anos, focaliza 43 subs-
tancias de origem vegetal — flavonoides, feniletanoides, fenilpropa-
noides, alcaloides, cumarinas, acidos fendlicos, fenantrenos € uma
saponina — com atividade antiplaquetdria e/ou anticoagulante. Ob-
servamos que o ensaio turbidimétrico € o mais utilizado para mostrar
a inibicdo plaquetdria mediada pelas moléculas apresentadas. Para
avaliar a atividade anticoagulante, a metodologia mais empregada
nos trabalhos consultados utiliza a formacao da fibrina induzida por
fons célcio. Observamos ainda que as substancias fendlicas sdo as
mais frequentes, dentre o grupo de moléculas bioativas apresentadas.

A extensdo e a gravidade das doencas cardiovasculares que
acometem a populagcdo mundialmente vém incitando, cada vez mais,
os pesquisadores a buscar moléculas que tenham a capacidade de
interferir favoravelmente na coagulag¢do plasmatica.

Atualmente somente duas revisdes foram publicadas sobre as pro-
priedades anticoagulantes e antiplaquetdrias de substancias de origem
vegetal.®*”> Entretanto, os dados aqui apresentados confirmam que
o reino vegetal constitui uma rica fonte de novas moléculas capazes
de agir de maneira eficaz sobre diferentes alvos relacionados com a
formacdo de trombos.

Observamos que os flavonoides sulfatados e os derivados cuma-
rinicos sdo classes quimicas promissoras, considerando que ambas
apresentam similaridades estruturais com os formacos clinicamente
utilizados, tais como a heparina e varfarina, respectivamente. Essas
classes quimicas podem vir a fornecer novos compostos lideres que,
apos estudos complementares poderdo, eventualmente, se tornar
candidatos a novos farmacos.

Segundo Newman,”' nos dltimos 25 anos, apenas uma substan-
cia de origem natural e cinco derivados de produto natural foram
avaliados em ensaios clinicos antitrombéticos. O leque variado de
substancias quimicas de origem vegetal com propriedades anti-
plaquetdrias e anticoagulantes, apresentado nesta revisdo, permite
supor que estudos multidisciplinares combinando a descoberta de
moléculas bioativas, a farmacologia e a biologia molecular poderiam
mudar esta realidade.
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