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RESUMO 

 
Estudos anteriores demonstraram que o nitrato orgânico tetra-hidrofurfurílico (NTHF), 
promoveu efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica de ratos normotensos, com 
envolvimento da via NO-cGMP-PKG e em ratos normotensos e hipertensos SHR promoveu 
efeito vasorrelaxante, hipotensor e bradicárdico, além de não induzir tolerância vascular. 
Entretanto, o seu efeito sobre a função plaquetária permanece desconhecida. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito do NTHF sobre a atividade agregante de plaquetas e 
possível atividade antitrombótica. O sangue a ser descartado de pacientes voluntários foi 
coletado no Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW). As amostras foram analisadas 
no Laboratório Análises Clínicas (LAC) para a realização da agregação plaquetária, do 
tempo de protrombina (TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa).  A incubação do 
NTHF na concentração de 1 mM não foi capaz de promover alteração significativa  no tempo 
de tromboplastina  (TP) e no tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA)  em plasma 
humano quando comparados ao controle. Entretanto, estudos in vitro de agregação 
palquetária induzida por ADP e Colágeno com NTHF demonstraram que o nitrato foi capaz 
de promover um efeito antiagregante tanto na presença do ADP como na do colágeno. Os 
resultados indicam que o NTHF promoveu um potente efeito antiagregante plaquetário, o 
que demonstra um importante achado científico sobre os efeitos promissores induzidos por 
este novo doador de óxido nítrico.   
 
 
Palavras-chave: agregação plaquetária, nitratos, hemostasia.  
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ABSTRACT 
 

Previously the organic nitrate tetrahydrofurfuryl (NTHF) induced vasorelaxation in mesenteric 
artery rings with involvement of the NO-cGMP-PKG pathway. NTHF promoted hypotensive 
and bradycardic effects in both SHR and WKY rats, with involvement of sGC enzyme, 
beyond did not promote in vitro tolerance. However, their effect on platelet function remains 
unknown. The aim of the study was to investigate the effect induced by NTHF on 
aggregating activity of platelets and possible antithrombotic activity. The blood was obtained 
from volunteer patients and was collected at the University Hospital Lauro Wanderley 
(HULW). Samples were analyzed in the Clinical Laboratory Analysis (LAC) for performing 
platelet aggregation, prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT). 
The incubation of NTHF 1 mM was not able to promote significant changes in the PT and 
APTT of human plasma when compared to control. However, in vitro studies of the platelet 
aggregation induced by ADP and collagen, NTHF was capable of promoting an anti-
aggregating effect. The results indicate that the promoted NTHF a potent antithrombotic 
effect, demonstrating an important scientific findings on the effects of this promising new 
nitric oxide donor 

 
 
Keywords: platelet aggregation, nitrates, hemostasis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são um problema de saúde global, 

sendo considerado a causa número um de morte no mundo. Estima-se que 17,5 

milhões de pessoas morreram de doenças cardiovasculares em 2012, 

representando mais de 31% de todos os óbitos no mundo. Destas mortes, estima-se 

que 7,4 milhões foram devido à doença coronariana e 6,7 milhões a acidente 

vascular cerebral. Em países em desenvolvimento estes números são mais 

expressivos. Dos 16 milhões de mortes de menores de 70 anos atribuídas às 

doenças não transmissíveis, 82% estão em países de baixa e média renda e 37% 

são causadas por DCV (OMS, 2013). 

A maioria das DCV pode ser atribuída a fatores de riscos convencionais 

(GAZIANO 2005). Segundo o estudo “Inter Heart” de 2004, nove fatores são 

responsáveis por 90% destas doenças (YUSUF et al., 2004), dentre eles estão: 

dislipidemia, hipertensão, tabagismo, estresse, diabetes, obesidade (especialmente 

de distribuição de gordura abdominal), inatividade física, dietas insuficientes em 

frutas, legumes e verduras, e consumo excessivo de álcool (SCHENCK-

GUSTAFSSON, 2009). As DCV compreendem um grupo de doenças cardíacas e 

vasculares, tais como: cardiomiopatias, isquemia cardíaca, insuficiência cardíaca 

congestiva, doença arterial coronariana, hipertensão e aterosclerose (KUMAR et al., 

2007). 

A agregação plaquetária não deixa de ser um processo central no 

desenvolvimento de complicações isquêmicas tanto após intervenções coronárias 

como também em outros vasos (GURBEL et al., 2004), pois gera a formação de 

trombos muitas vezes ainda no ambiente intravascular e estes são de difícil 

tratamento agudo. Uma maneira de impedir os eventos coagulantes é por meio da 

utilização de drogas antiagregantes, que podem atuar ativando enzimas inibidoras 

da coagulação, antagonizando a ação de agonistas prócoagulantes endógenos e 

aumentando a disponibilidade do óxido nítrico (NO) (PALOMO et al, 2008). 
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A produção constitutiva do NO está implicada em diversos eventos 

fisiológicos, dentre estes o controle da hemostasia, controle do tônus vascular e da 

pressão sanguínea (REES, PALMER et al. 1989; MONCADA, PALMER et al. 1991). 

Desde a sua descoberta, quando era, ainda, denominado de fator relaxante derivado 

do endotélio (EDRF), o NO destaca-se em estudos científicos e, atualmente, cada 

vez mais, seu mecanismo de ação, alvos moleculares e transdução de sinais 

bioquímicos têm sido avaliados. A diminuição da biodisponibilidade do NO é um 

mecanismo comum envolvido na patogênese de várias desordens vasculares, 

incluindo hipertensão, aterosclerose, diabetes e isquemia por injúria (LEFER; LEFER 

1996; SORIANO, VIRAG et al. 2001; JOHN; SCHMEIDER 2003), por isso é de 

extrema relevância um estudo sobre compostos que possam restabelecer as 

concentrações adequadas deste importante mediador biológico ou de drogas que 

possam auxiliar na prevenção dos eventos trombóticos. 

 

1.1 JUSTIFICATIVA  

 

Como as plaquetas exercem importância central para o processo de 

hemostasia primaria e coagulação, anormalidades na função das plaquetas 

(resultando em trombose ou sangramento) resultam em consequências graves e 

potencialmente letais. Em princípio, a ativação de plaquetas resulta imediatamente 

na agregação de plaquetas e subsequente formação de trombo, no entanto estas 

conseqüências da ativação plaquetária podem, em certa medida, podem ser 

antagonizadas pelo endotélio funcional, devido à liberação de mediadores derivados 

do endotélio que neutralizam a ativação de plaquetas (óxido nítrico e prostaciclina) 

(HEBER; VOLF, 2015). Portanto, a busca de novos compostos com atividade 

antiagregante parece ser uma importante via para a indústria farmacêutica e 

também para a população que teria acesso a medicamentos mais baratos e com 

eficácia e segurança assegurados.  
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1.2 OBJETIVOS  

 

1.2.1 Objetivo Geral  

 

O presente estudo possui tem como objetivo principal uma proposta 

investigativa sobre a atividade de drogas de origem natural ou sintética sobre a 

agregação plaquetária e sobre a prevenção de eventos trombóticos, sendo estes 

intimamente relacionados com as DCVs.  

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

- Investigar a atividade antiagregante do NTHF em plaquetas  

 

- Avaliar a atividade do NTHF sobre o TTPa e TP 

 

-Contribuir para os estudos dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo NTHF 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substâncias 

orgânicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o 

que tem contribuído de forma mais significativa para o fornecimento de metabólitos 

secundários, muitos destes de grande valor agregado devido às suas aplicações 

como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquímicos. Muitas dessas 

substâncias constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de 

medicamentos sintéticos modernos, tais como procaína, cloroquina, tropicamida, ou 

de fármacos imprescindíveis como, vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), 

podofilotoxina e os análogos etoposídeo (VP-16-213; Vepeside®) e teniposídeo 

(VM-26; Vumon®), taxol (Paclitaxel; Taxol®) e mais recentemente camptotecina e 

seus derivados, com participação em um mercado que movimenta cerca de 50 

bilhões de dólares anualmente (BARREIRO; MANSOUR, 2008). 

A química de produtos naturais contribui para a produção de fármacos 

inovadores, sendo uma alternativa de sucesso historicamente privilegiada 

(BARREIRO; MANSOUR, 2008; MANN, 1992). Diversos estudos reafirmam a 

importância dos produtos naturais, seus derivados e análogos, como fonte de novos 

fármacos e ferramentas para biologia química e pesquisa químicomedicinal 

(BARREIRO; MANSOUR, 2008; KUMAR; WALDMANN, 2009; SRIVASTAVA et al., 

2005). 

 Modificações de produtos bioativos estão intimamente associadas ao 

aumento da qualidade de vida das seguidas gerações da sociedade humana. 

Talvez, por este motivo é que os produtos sintéticos e semi-sintéticos começaram a 

se destacar em diversidade e em competitividade em relação aos produtos naturais 

em diversos setores industriais, atingindo aproximadamente 75% do total de 

fármacos consumidos no mundo, devido principalmente ao seu maior rendimento 

químico, menor custo e elevado grau de pureza (BARREIRO 1990; PINTO, 

BOLZANI et al. 2002). Vários compostos são estudados no intuito de evidenciar 
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relevantes atividades biológicas, neste contexto, a busca por novas moléculas 

despertam interesse para o tratamento de diversas doenças cardiovasculares. 

 Na aterosclerose, observa-se uma significativa disfunção endotelial, eventos 

agudos graves, com hemorragia e formação de trombos e/ou processos de 

remodelamentovascular (GRUNDY, 1999). A formação de trombos ocorre no local 

de uma placa coronária instável, por com adesão de plaquetas à parede do vaso, 

dando início à oclusão trombótica do vaso coronariano (GAWAZ, 2004), que pode 

promover isquemia e infarto agudo do miocárdio (GURBEL et al., 2004).  

As etapas críticas para o desenvolvimento do infarto do miocárdio são: a 

oclusão trombótica de uma artéria coronária epicardial com uma placa 

aterosclerótica instável; microembolização de agregados ricos em plaquetas 

aterotrombóticas; vasoconstrição mediada por plaquetas; aumento da formação de 

trombos na microcirculação; e reações inflamatórias mediadas por plaquetas no 

miocárdio isquêmico. A combinação destes eventos determina o grau da isquemia 

miocárdica (GAWAZ, 2004). 

O NO é uma importante molécula sinalizadora, cuja maioria das suas ações é 

no sistema cardiovascular, (SCATENA et al., 2010), onde este gás é continuamente 

produzido pelas células endoteliais, a partir da conversão da L-arginina em NO mais 

L-citrulina pela sintase do NO endotelial (eNOS), em resposta a estímulos 

mecânicos ou químicos que podem agir por mobilização do Ca2+. O NO difunde-se 

da célula de origem, passando facilmente através das membranas das células 

vizinhas, regulando uma série de eventos fisiológicos (MILLER; MEGSON, 2007).  

A perda da atividade do NO endógeno tem um número de ações prejudiciais, 

intimamente relacionadas às DCV (VANHOUTTE, 2009), principalmente 

vasoconstrição, aumento da proliferação das células do músculo liso, bem como o 

aumento da atividade e aderência das plaquetas e células inflamatórias em locais de 

lesão endotelial. Com o endotélio deteriorado, o fluxo sanguíneo é interrompido e os 

vasos se tornam ocluídos com placas de ateroma, trombose ou embolia, levando por 

fim a infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e isquemia periférica (MILLER; 

MEGSON, 2007).  

O desenvolvimento de doadores de NO fornece um vasto campo para a 

farmacoterapia na medicina cardiovascular. A variabilidade clínica nos efeitos 

encontrados para diferentes doadores de NO deve-se às diferentes quantidades 
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liberadas, local em que é liberado e principalmente as diferentes formas de liberação 

do estado redox do NO: o estado oxidado, o cátion nitrosônio (NO+), e no estado 

reduzido, o ânion nitroxil (NO-) (IGNARRO; NAPOLI; LOSCALZO, 2002). Entretanto, 

os efeitos vasculares do NO têm sido atribuídos à forma radicalar do NO (NO•) 

(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). 

Para o tratamento das doenças associadas à deficiência de NO foram 

desenvolvidos fármacos capazes de interferir na modulação dos mecanismos 

celulares do NO com diferentes resultados (SCATENA et al., 2010). Como o 

manuseio do gás NO é muito difícil, foram desenvolvidas as moléculas carreadoras 

de NO (fármacos doadores de NO; Figura 1), como o nitroprussiato de sódio (SNP), 

diazeniodiolatos (dietilamino NONOato; DEA/NO), S-nitrosotióis (S-nitrosoglutationa; 

GSNO), oximas (trans-cinamaldeído oxima; E-CAOX) e os nitratos orgânicos 

(trinitrato de gliceril, GTN), que estabilizam o radical até quando a liberação for 

requerida (MILLER; MEGSON, 2007).  

Diante do enorme potencial do NO na medicina cardiovascular, é 

surpreendente que apenas dois tipos de fármacos doadores de NO sejam, 

atualmente, utilizados clinicamente, já que nenhum novo doador chegou ao mercado 

desde a sua descoberta como mediador biológico em 1980 (MILLER; MEGSON, 

2007). Devido à diversidade na estrutura dos doadores de NO, o modo de liberação 

de cada classe de compostos para gerar NO pode diferir significativamente, como as 

reações: enzimáticas ou não enzimáticas, redução e oxidação. 

Os doadores de NO podem ser divididos em: doadores diretos, nitrosotióis e 

nitratos orgânicos. Os nitratos são doadores de NO, que representam a mais antiga 

classe de doadores de NO utilizados na terapêutica cardiovascular 

(BRUNTON,1867; LINDENFELD et al., 2010). Trata-se de compostos sintéticos, 

produzidos por nitroxilação (R-OH + HNO3 RONO2). Esta reação ocorre entre o 

ácido nítrico e um álcool, com a formação de ésteres de ácido nítrico (RONO2), onde 

“R” representa qualquer resíduo orgânico (CSONT; FERDINANDY, 2005; KOENING 

et al., 2007). 

A metodologia utilizada na síntese de fármacos precisa ser capaz de viabilizar 

o acesso, com maior rendimento químico possível e na escala adequada de menor 

custo, a compostos com atividade terapêutica, de elevado grau de pureza, passíveis 

de serem empregados com segurança (BARREIRO, 1991). Neste contexto, de maior 
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rendimento realizado a baixo custo, está a reação para obtenção do nitrato 

tetrahidrofurfurílico (NTHF).  

Dentre os nitratos pesquisados no Brasil, o nitrato orgânico derivado do álcool 

tetra-hidrofurfurílico foi obtido em larga escala, utilizando como matéria-prima o 

bagaço da cana-de-açúcar. Este resíduo agrícola configura uma alternativa 

econômica e sustentável, uma vez que é gerado em toneladas pelas usinas de 

açúcar e álcool. A reação a partir de biomassas consiste em uma rota de síntese 

conhecida, por meio da digestão do bagaço da cana, seguida da desidratação das 

pentoses para obtenção do furfural. Na segunda etapa, o furfural é convertido no 

álcool tetra-hidrofurfurílico (ATHF), e na terceira etapa ocorre a esterificação do 

ATHF para obtenção do NTHF, com um rendimento de 81% (Figura 1) (ATHAYDE-

FILHO et al., [S.I.]).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Reações para obtenção do NTHF 

Fonte: Athayde-Filho et al, [S.I.] 
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Assim, o estudo de drogas com potencial interatividade ou mesmo 

similaridade de ação ao NO são dignas de um estudo apurado e criterioso, pois esta 

molécula está implicada no controle do tônus vascular e também na hemostasia do 

sistema da coagulação, cuja falha pode levar a formação de trombos intravasculares 

muitas vezes relacionados à morbidade ou fatalidades. 

 

3 METODOLOGIA 

 

Os protocolos realizados em plasma humano foram desenvolvidos utilizando 

sangue coletado, a ser descartado de pacientes voluntários do Hospital Universitário 

Lauro Wanderley (HULW). As amostras foram analisadas no Laboratório Análises 

Clínicas (LAC) para a realização da agregação plaquetária, do tempo de protrombina 

(TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa). 

 

3.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

 Foram excluídos deste estudo individuos: diabéticos, fumantes, obesos 

ou que estavam fazendo uso de ácido acetilsalicílico (AAS), antiagregantes 

plaquetários, anticoagulantes, contraceptivos orais ou hormônios. E ainda os que 

apresentaram história prévia e evidência de trombose de membros inferiores. Os 

pacientes não sofreram alterações de seus hábitos alimentares ou de seu estilo de 

vida. Participaram da pesquisa um total de 50 voluntários.  

 Após oito horas de jejum, foi coletada de cada paciente, através da 

veia antecubital, uma amostra de 10 ml de sangue venoso utilizando-se sistema a 

vácuo (Becton-Dickinson- Mountain View, CA,USA), contendo tubo plástico 

siliconado com citrato de sódio à 3,8% na proporção de 9 partes de sangue para 1 

de anticoagulante (9:1).  

 

3.2 AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA, TP e TTPa IN VITRO 

 

3.2.1 Preparação das Plaquetas Humana          
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O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugação a 1000 rpm 

por 10 minutos à temperatura ambiente e depois o plasma foi, novamente, 

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para aquisição do plasma pobre em 

plaquetas (PPP). As plaquetas resultantes foram ressuspensas em tampão de 

lavagem em pH = 6,6 (NaCl 140 mM; KCl 2,7mM; NaH2PO4.2H2O 0,4 mM; NaHCO3 

12 mM; MgCl2.6H2O 1 mM; glicose 5 mM; HEPES 10 mM; PGE1 100 nM; e 

Albumina sérica bovina à 3,5 mg/mL). A suspensão de plaquetas foi lavada duas 

vezes e ressuspensa no mesmo tampão.  

As plaquetas foram contadas por meio da utilização de um contador de 

células sanguíneas automatizado, Abbott Rubi (Abbott, AlbaLab, Brasil) e ajustadas 

para uma concentração de 4x108 plaquetas/mL (HUANG et al., 2007; YONEDA et 

al., 2004). 

 

3.2.2 Protocolo Experimental para Agregação Plaquetária 

 

O PRP de plaquetas lavadas foi incubado com concentrações isoladas de 

NTHF (10, 100 e 1000 μM), e com aspirina (50 μM) a 37oC durante 3 minutos no 

agregômetro com agitação contínua a 100 rpm e, então, estimulado com ADP (200 

μM), colágeno (100 μg/mL) ou trombina (3 U/mL) por 5 minutos (HUANG et al., 

2007; YONEDA et al., 2004).  A agregação plaquetária foi medida utilizando um 

agregômetro NET LAB 2020. Mudanças na transmissão da luz foram registradas por 

pelo menos 5 minutos e a agregação máxima foi estimada. O grau de agregação foi 

expresso como uma porcentagem da transmissão máxima de luz em uma amostra 

de PPP (YONEDA et al., 2004). Cada protocolo experimental com os diferentes 

agonistas foi composto por dez experimentos.  

 

3.2.3 Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada 

(TTPa) 

 

O PPP recém-coletado e mantido a 37ºC foi submetido aos testes de TP e o 

TTPa em coagulômetro automatizado (Amax destiny plus) através de técnica de 

leitura óptica. Os resultados foram comparados antes (CONTROLE) e depois da 



21 

 

 

adição de concentrações isoladas de NTHF (10, 100 e 1000 μM, n=10 para cada 

concentração) foram comparados com o controle (veículo). Os reagentes utilizados 

foram Kits comerciais do fabricante AMAX. 

 

3.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da 

média. Foram utilizados testes estatísticos apropriados para avaliar os resultados 

obtidos neste estudo, tais como teste t e análise de variância ANOVA. Os valores 

foram considerados significantes quando p < 0,05. 

 

4.0 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

O NTHF destaca-se como um produto de elevado rendimento, viabilizando os 

estudos de sua atividade biológica e possíveis estudos clínicos sobre o sistema 

cardiovascular. Este nitrato orgânico foi anteriormente estudado pelo grupo de 

Farmacologia Cardiovascular- PgPNSB-UFPB, evidenciou-se que o NTHF promoveu 

efeito vasodilatador potente, em anéis de artéria mesentérica superior de ratos 

normotensos, dependente da bioconversão enzimática e ativação da via NO-cGMP-

PKG, além dos canais para potássio (ALUSTAU, 2010).  

Estudos recentes demonstraram que este nitrato é capaz de promover a 

liberação de NO em células musculares lisas vasculares e cardiomiócitos, além de 

promover efeito hipotensor e bradicárdico em animais hipertensos SHR e Wistar 

Kyoto, sendo este efeito atribuído, em parte ao efeito vasorrelaxante em vasos de 

animais hipertensos. Destaca-se ainda que este nitrato não promoveu tolerância 

vascular, fazendo com que ele se destaque frente aos fármacos utilizados 

clinicamente (FURTADO, 2013), entretanto a ação do NTHF sobre hemostasia 

permanecia desconhecida.  

A avaliação do efeito de NTHF sobre os fatores de coagulação foi obtida 

através do teste de TP e a TTPa in vitro. Os fatores de coagulação fazem parte da 

homeostase normal, a ativação da cascata da coagulação resulta na formação de 

fibrina que estabiliza o tampão plaquetário primário, promovendo a formação do 

coágulo. Na presença de quantidade suficiente de cálcio, ocorre a conversão da 
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protrombina em trombina. A trombina converte o fibrinogênio em monômeros de 

fibrina, que envolvem as plaquetas, as células sangüíneas e o plasma, para formar o 

coágulo, caracterizando a fase secundária da hemostasia (GUYTON; HALL, 2006). 

 O TTPa é responsável por avaliar as proteínas do sistema intrínseco e da via 

comum, para tanto observa-se a formação do coágulo após a adição de cloreto de 

cálcio. Já o TP avalia as proteínas de coagulação do sistema extrínseco e da via 

comum (HENRY, 2008). Com o intuito de avaliar o efeito do NTHF sobre o tempo de 

protrombina (TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) em plasma humano 

foram desenvolvidos protocolos experimentais na presença de concentração isolada 

de NTHF e posteriormente comparada com o controle (Gráfico 1 e Gráfico 2). É 

possível observar que a incubação do NTHF na concentração de 1 mM não foi 

capaz de promover alteração significativa  no tempo de TP e TTPA,  em plasma 

humano comparados ao controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfico 1 : Efeito de NTHF sobre o tempo de protrombina (TP) em plasma humano. 
Os resultados estão representados como média ± erro padrão da média, veículo 
(n=6); NTHF 1mM (n=6). 
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Gráfico 2 : Efeito do NTHF sobre o tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA) em 
plasma humano. Os resultados estão representados como média ± erro padrão da 
média, veículo (n=6); NTHF 1mM (n=6). 

 

 A clássica cascata de coagulação foi proposta em 1964 por Macfarlane, Davie 

e Ratnoff, apesar de não explicar satisfatoriamente todos os fenômenos da 

hemostasia in vivo, é bem documentada na literatura e foi aceita por cinquenta anos. 

Entretanto, atualmente há um novo modelo de coagulação baseado em observações 

experimentais e clínicas. Demonstrando que a via extrínseca opera na superfície das 

células que expressam Fator Tecidual (FT) para iniciar o processo de coagulação 

(MACFARLANE, 1964; DAVIE, 1964; HOFFMAN, 2003; FERREIRA et al., 2010). 

 Os componentes da via intrínseca operam na superfície das plaquetas 

ativadas para produzir grande quantidade de trombina que resultará na formação e 

estabilização do coágulo de fibrina. Assim, o TP avalia os níveis de procoagulantes 

envolvidos na fase de iniciação da coagulação, enquanto o TTPa avalia os níveis de 

procoagulantes envolvidos na produção de grande quantidade de trombina na 

superfície das plaquetas ativadas, gerada durante a fase de propagação 

(FERREIRA et al., 2010). 

 É conhecido pela literatura que a hemostasia exige um balanço entre eventos 

pró-coagulantes e eventos anticoagulantes. A ativação de plaquetas, sua adesão e 

agregação ocorrem quando elas interagem com tecidos externos ao ambiente 
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intravascular induzindo desta forma a formação de um trombo, o qual passa a ser 

estável quando ocorre a formação da rede de fibrina (HUANG,  et al. 2007). 

Além da ativação e ação plaquetária, existe a ação dos fatores de coagulação 

que quando ativados promovem a formação e estabilização da rede de fibrina. De 

acordo com os resultados, parece que o NTHF não exerce ação inibitória sobre a 

ativação desses fatores, pois sua presença na concentração de 1 mM não alterou de 

forma significativa o TP e o TTPa.  

As plaquetas são essenciais na coagulação sanguínea, são provenientes da 

fragmentação citoplasmática dos megacariócitos produzidos na medula óssea. 

Apesar de não possuir núcleo, armazenam diversas proteínas necessárias ao 

processo de coagulação. Além da coagulação, participam também de processos 

inflamatórios, crescimento vascular e metástase tumoral. No citoplasma encontra-se 

lisossomos, peroxissomos e grânulos alfa. Estes contêm várias proteínas, 

fibrinogênio palquetário, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator 

Von Willebrand (vWF), fator V de ligação de proteína de multimerina, p-selectina, 

beta tromboglobulina (bTG), fator plaquetário neutralizante da heparina (PF), 

difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina (ATP), 5-hidroxitriptamina (5-

HT) e cálcio (JURK; KEHREL, 2005; STENBERG, 1985; BERMAN, 1986). 

Após a ativação do sistema de coagulação há produção de trombina, potente 

estímulo para ativação plaquetária. Além da trombina, o colágeno também pode 

promover esta ativação, o que induz a plaqueta a uma mudança da forma discóide 

para esférica, ocorrendo a liberação dos grânulos, dependendo da força do estímulo. 

Esta mudança na conformaçõa do complexo de glicoproteínas IIb/IIIa, resultando na 

formação de receptores capazes de ligação com algumas proteínas plasmáticas, 

dentre estas pode-se destacar o fribrinogênio (PHERSON; RICHARD,  2012). 

É possível avaliar a função plaquetária através de um exame laboratorial de 

agregação e secreção plaquetárias em reposta a agentes que promovam a 

estimulação das plaquetas em um agregômetro, o plasma citratado rico em 

plaquetas é submetido a um feixe de luz através da suspensão, nesta técnica a 

agregação é detectada por alterações na capacidade de transmissão de luz. Os 

aglomerados formados permitem uma maior passagem de luz para o fotodetector. 
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Diversos agonistas podem ser empregados para ativar o processo, dentre estas 

pode-se citar: colágeno, epinefrina, ADP, U46619, ristocetina, ionóforo de cálcio, 

dentre outros (PHERSON; RICHARD,  2012). 

O ADP é caracterizado como um agonista da ativação plaquetária, atua 

através de receptores purinérgicos P2Y que são acoplados a proteína G. O receptor, 

quando ativado, promove a ativação da proteína fosfolipase C, com consequente 

mudança na forma da plaqueta e mobilização de cálcio, adicionalmente  a ativação 

do recptor P2Y12 atua estabilizando agregados de plaquetários por inibição da 

ciclase de adenilil. O colágenos promove a ativação devido a ativação da sinalização 

de TXA2, liberaçãode Ca2+, liberação de ADP dentre outros (LOPEZ FARRE; 

MACAYA, 2013).  

Com o intuito de avaliar se o NTHF seria capaz de promover inibição da 

agregação plaquetária, foram realizados experimentos na presença de dois 

clássicos ativadores da agregação, ADP e Colágeno (Gráfico 3 e 4). 

 

Gráfico 3 : Efeito do NTHF sobre a agregação plaquetária induzida por colágeno em plasma 

humano. Os resultados estão representados como média ± erro padrão da média, colágeno, 

(n=6); NTHF 200mM; 20mM; 2mM e 0,2mM (n=6). *p<0,05). 
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Gráfico 4 : Efeito do NTHF sobre a agregação plaquetária induzida por ADP 200µM em 

plasma humano. Os resultados estão representados como média ± erro padrão da média, 

colágeno, (n=6); NTHF 200mM; 20mM; 2mM e 0,2mM (n=6). *p<0,05). 

 

O NTHF foi capaz de promover inibição da agregação plaquetária de forma 

significativa, em plaquetas humanas ativadas por colágeno, sendo este efeito 

dependente de dose. De forma semelhante, o nitrato também promoveu efeito 

inibitório da agregação plaquetária quendo esta foi ativada pelo ADP.  

É relatado na literatura que o NO liberado atua sobre as plaquetas inibindo os 

três componentes da sua função: adesão, agregação e ativação, assim como o 

recrutamento plaquetário (BREDT, 1994), mas não sobre a ativação dos fatores de 

coagulação. No estudo da agregação plaquetária induzida por dois agonistas, 

colágeno e ADP, o NTHF promoveu uma significante inibição da agregação, 

demonstrando pela primeira vez que o NTHF como inibidor da agregação 

plaquetária, este efeito associado aos descritos anteriormente reforçam os estudos 

deste nitrato como uma importante molécula sobre o sistema cardiovascular.    
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4 CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstrou que o NTHF, um nitrato orgânico obtido do bagaço 

da cana de açúcar, promove efeito antiagregante plaquetário em agregação induzida 

por colágeno e ADP. Proporcionando a perspectiva do desenvolvimento de uma 

molécula capaz de prevenir eventos trombóticos. 
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ANEXO B 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

  

             Prezado (a) Senhor (a)   

Esta pesquisa é sobre a atividade dos compostos Álcool Tetraidrofurfurílico e 
derivados de oximas sobre parâmetros da hemostasia secundária em plasma 
humano e está sendo desenvolvida por Priscilla Crispiniano dos Santos e Fabíola 
Fialho Furtado , sob a orientação do Prof. Dr. Robson Cavalcante Veras. 

O objetivo do estudo é avaliar a se tal compostos tem algum efeito sobre a 
hemostasia em humanos e tem por finalidade contribuir para a descoberta de novas 
substâncias com potencial terapêutico. 

Solicitamos a sua colaboração para realizar a coleta de sangue, como 
também sua autorização para apresentar os resultados deste estudo em eventos da 
área de saúde e publicar em revista científica. Por ocasião da publicação dos 
resultados, seu nome foi mantido em sigilo.  Informamos que essa pesquisa não 
oferece riscos, previsíveis, para a sua saúde. 

Esclarecemos que sua participação no estudo é voluntária e, portanto, o(a) 
senhor(a) não é obrigado(a) a fornecer as informações e/ou colaborar com as 
atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida não participar do estudo, ou 
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, não sofrerá nenhum dano, nem 
haverá modificação na assistência que vem recebendo. 

Os pesquisadores estarão a sua disposição pala qualquer esclarecimento que 
considere necessário em qualquer etapa da pesquisa. 

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido (a) e dou o meu 
consentimento para participar da pesquisa e para publicação dos resultados. Estou 
ciente que receberei uma cópia desse documento. 

______________________________________ 

Assinatura do Participante da Pesquisa 

ou Responsável Legal 

 OBERVAÇÃO: (em caso de analfabeto - acrescentar) 

                                                              

                                                                                                                                                                                                                                                
Espaço para impressão 

                                                                                                                            
dactiloscópica 
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__________________________________ 

                Assinatura da Testemunha                                                                                                                                                        

 

Contato com o Pesquisador (a) Responsável:  

 

Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para o 
(a) pesquisador (a)  

Robson Cavalcante Veras no número de telefone 32167347 (Departamento do 
Curso de Fármacia da UFPB) ou  (83) 8889-0933 

             Atenciosamente, 

 

___________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

___________________________________________ 

      Assinatura do Pesquisador Participante 
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ANEXO C 

PARECER COMITÊ DE ÉTICA 

 


