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RESUMO  

 
A espécie Selaginella sellowii Hieron é uma licófita, da família selaginellaceae, também 

presente no centro-oeste brasileiro, que possui elevada capacidade de adaptação, além de 

significativa presença de metabólitos secundários em seus extratos, como por exemplo 

biflavonóides e flavonóides, que possuem ação antioxidante. Existem relatos sobre o uso 

deste como agente anti-hemorrágico entre outros usos populares, bem como, estudos com 

outras espécies de selaginella quanto a sua atividade hemostática e, dessa forma, torna-se 

interessante analisar a fração hexano do extrato das folhas da S. sellowii sobre a 

hemostasia humana, visto que um desequilíbrio dessa pode causar a formação de trombos 

ou hemorragias, com obstrução de artérias e veias, complicações fatais como infarto agudo 

do miocárdio, tromboembolismo pulmonar e acidente vascular cerebral. O objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito da fração hexânica do extrato de S. sellowii sobre a hemostasia 

humana. Dessa forma, utilizou-se plasma humano, coletado de voluntários adultos 

saudáveis (ambos os sexos) com aprovação do comitê de ética. Primeiramente, realizou-se 

o ensaio de toxicidade in vitro com azul de trypan, avaliando concentrações de 50 a 1000 

µg/mL em diluição seriada; em seguida, utilizando apenas as concentrações 50, 200 e 800 

µg/mL, foram feitos ensaios de agregação plaquetária e coagulação sanguínea por 

turbidimetria, e capacidade de ativação plaquetária por fluorimetria (medida da geração de 

espécies reativas de oxigênio – EROs). Os dados foram analisados estatisticamente por 

análise de variância (ANOVA), juntamente com o Teste de Tukey-Kramer, com significância 

menor que 0,05. Observou-se segurança do extrato frente a plaquetas humanas, uma vez 

que a viabilidade plaquetária manteve-se superior à 80% em todas as concentrações 

testadas. Houve redução da agregação plaquetária de 14%, 18% e 22% nas concentrações 

de 50𝜇g/mL, 200𝜇g/mL e 800𝜇g/mL, respectivamente e o extrato não alterou os parâmetros 

de coagulação em nenhuma das concentrações testadas, mas também não reduziu 

significativamente a produção de ERO’s nas concentrações analisadas com 10min de 

incubação. Portanto, o extrato de hexano das folhas de S. sellowii apresentou potencial ação 

antiplaquetária. A partir disso, almeja-se aprofundar as pesquisas com o extrato de hexano 

em questão, a fim de compreender seu mecanismo de ação no organismo humano. 

 

Palavras-chaves: Plaquetas; ativação, agregação, espécies reativas de oxigênio; 

hemostasia. 
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ABSTRACT  
 

The species Selaginella sellowii Hieron is a lycophyte belonging to the family 

Selaginellaceae, also found in the Brazilian Midwest, characterized by a high adaptive 

capacity and a significant presence of secondary metabolites in its extracts, such as 

biflavonoids and flavonoids, which exhibit antioxidant activity. There are reports of its 

traditional use as an anti-hemorrhagic agent, among other popular applications, as well as 

studies involving other Selaginella species regarding their hemostatic activity. Therefore, it 

becomes relevant to investigate the hexane fraction of the S. sellowii leaf extract on human 

hemostasis, considering that imbalances in this process may lead to thrombus formation or 

hemorrhages, resulting in arterial and venous obstruction and potentially fatal complications 

such as acute myocardial infarction, pulmonary thromboembolism, and cerebrovascular 

accident. The objective of this study was to evaluate the effect of the hexane fraction of S. 

sellowii extract on human hemostasis. Human plasma was used, collected from healthy adult 

volunteers (both sexes) with approval from the ethics committee. Initially, an in vitro toxicity 

assay using trypan blue was performed, evaluating concentrations ranging from 50 to 1000 

µg/mL in serial dilution. Subsequently, using only the concentrations of 50, 200, and 800 

µg/mL, platelet aggregation and blood coagulation assays were conducted by turbidimetry, 

as well as platelet activation capacity by fluorimetry (measuring the generation of reactive 

oxygen species – ROS). Data were statistically analyzed by analysis of variance (ANOVA), 

followed by the Tukey-Kramer test, with a significance level of p < 0.05. The extract 

demonstrated safety toward human platelets, as platelet viability remained above 80% at all 

tested concentrations. A reduction in platelet aggregation of 14%, 18%, and 22% was 

observed at concentrations of 50 µg/mL, 200 µg/mL, and 800 µg/mL, respectively. The 

extract did not alter coagulation parameters at any of the tested concentrations, nor did it 

significantly reduce ROS production after 10 minutes of incubation. Therefore, the hexane 

extract from S. sellowii leaves exhibited potential antiplatelet activity. Based on these 

findings, further research with the hexane extract is warranted to elucidate its mechanism of 

action in the human organism. 

 

Keywords: Platelets, Activation; Aggregation; Reactive oxygen species; Hemostasis.  
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1. INTRODUÇÃO  

​ A espécie Selaginella sellowii Hieron, uma licófita da família das 

selaginellaceae, natural do pantanal brasileiro (Hirai e Prado, 2000; Reflora, 2023), 

tem sido alvo de alguns estudos para esclarecimento de efeito anti-leishmania, 

anticâncer, anti-inflamatório, antioxidante, antiviral, e até anti-hemorrágico devido a 

relatos de uso tradicional e estudos com outras espécies da mesma família (Bonfim, 

2023; Anugrahini et al., 2024). 

Através do uso popular e empírico é possível investigar diversas espécies de 

plantas a fim de avaliar seu potencial terapêutico, o qual se deve ao sinergismo da 

vasta gama de compostos presentes nas suas estruturas, por isso crescem, 

continuamente, as pesquisas e desenvolvimento de fármacos advindos de produtos 

naturais (Marin et al., 2022). Esses estudos são viabilizados e justificados pelo baixo 

custo e fácil acessibilidade, além da premissa de redução dos efeitos adversos 

relacionados a fitofármacos quando comparados com medicamentos sintéticos 

usuais (Albutti et al., 2022). 

No entanto, tratando-se de ação sobre a hemostasia, ainda são poucos e 

recentes os vegetais estudados com comprovação de eficácia. Isso se deve à 

complexidade do sistema hemostático, visto que esse possui uma grande 

quantidade de substâncias, enzimas, componentes celulares e imunológicos que 

interagem entre si e o endotélio (Noris e Galbusera, 2022; Sakurai et al., 2018).  

A hemostasia tem a função primordial no organismo humano de manter o 

equilíbrio corporal, prevenindo hemorragias e tromboses, complicações graves do 

sangue (Espinoça et al., 2024; Favaloro e Pasalic, 2024). Atualmente, destacam-se 

no mercado para tratamento de condições hematopoiéticas: o Ferro e quelantes, 

vitaminas, agentes estimuladores dos eritrócitos e fatores de crescimento, em 

variadas preparações (Katzung et al., 2015); já entre as plantas medicinais 

estudadas, destacam-se os extratos contendo alcalóides, quinonas, flavonóides, 

fenilpropanóides, ácidos graxos, aminoácidos, terpenóides, esteróides, fenóis, 

taninos, ésteres e polissacarídeos em quantidades significativas (Mu et al., 2023). 

​ Portanto, considerando a letalidade mundial dos distúrbios sanguíneos e 

vasculares (Dufour-gaume et al., 2023), a existência dos relatos etnobotânicos 

acerca do S. sellowii, a baixa quantidade de estudos em hematologia com plantas 

nativas do pantanal atrelado a demanda por terapias naturais eficazes, acessíveis e 
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com menor toxicidade, torna-se relevante investigar esta espécie. Assim, o presente 

trabalho visou avaliar o efeito do extrato de hexano de S. sellowii sobre a hemostasia 

humana, contribuindo para o conhecimento farmacológico da planta e ampliando as 

possibilidades terapêuticas baseadas em produtos naturais. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 DESENVOLVIMENTO DE FÁRMACOS COM PRODUTOS NATURAIS 

O uso de produtos naturais como medicamentos tradicionais, em diversas 

formas farmacêuticas, é uma prática milenar, visto que há documentos que registram 

tal prática na Mesopotâmia em 2.600 a.C., por exemplo, de óleos de cipreste e mirra 

para tosse e inflamações (Dias et al., 2012). 

​ O pantanal e o cerrado brasileiro, que é o segundo maior bioma do Brasil, 

tornam-se alvos atrativos para pesquisas farmacológicas devido à diversidade 

indiscutível de recursos biológicos (Carvajal, 2024).​

​ Entretanto, há uma limitação de estudo destas matérias-primas, como por 

exemplo a sazonalidade, complexidade de extração e instabilidade química, o que 

torna difícil a padronização e reprodutibilidade do estudo quando não se tem a 

tecnologia atrelada (Tveden-Nyborg et al., 2024). Por isso, avançam juntamente com 

as pesquisas medicinais, as técnicas de purificação, a biotecnologia, a genômica, e 

bioinformática entre outros recursos que unem a bioquímica e a inteligência artificial 

(Guaudênio et al., 2023). 

 

2.2 Selaginella sellowii Hieron 

​ A espécie Selaginella sellowii Hieron pertence ao reino plantae, subclasse das 

licopodiiae e família das selaginellaceae (Reflora, 2023). É uma planta com 

parentesco com as samambaia, tendo folhas licófitas micrófilas, ou seja, pequenas e 

pontiagudas, e crescimento rasteiro com caule prostrado em solo rochoso e 

ressecado  (Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 2025).  
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Figura 1. Imagem das folhas de Selaginella sellowii Hieron 
A)​                                                            B)    

 

Legenda: A) Folhas de S. sellowii; B) Crescimento rasteiro de S. sellowii 
Fonte: Royal Botanic Gardens, KEW, 2025. 
 
​ A S. sellowii não é endêmica do Brasil, ou seja, é é encontrada em outras 

partes do mundo, e na América Latina pode ser encontrada em locais de baixa 

umidade do ar, e no Brasil se distribui geograficamente pelo pantanal, cerrado, 

caatinga e mata atlântica, se estendendo então pelo centro-oeste, nordeste, sudeste 

e sul do país, como evidenciado na Figura 2 (Reflora, 2023). 

Figura 2.: Distribuição de S. sellowii na América Latina e no Brasil. 

 

 

Fonte: Royal Botanic Gardens, KEW. 2025; Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 2025. 

 

​ Essa família de ervas pode ainda ser encontrada em ambientes desérticos, 

montanhosos e extremo frio (Banks, 2009). Isso se deve ao seu elevado poder de 

adaptação, tolerância à dessecação e capacidade de recuperar água, relacionado à 
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alta concentração de biflavonóides e flavonóides, protetores contra a oxidação, e 

polióis envolvidos na recaptação de água, o que é chamado de fenômeno da 

revivência pela literatura (Bomfim, 2023), além da sua capacidade de alterar sua 

biossíntese de metabólitos durante a dessecação, ou ainda aumento dos canais de 

membrana e número de genes para formação de parede celular e fotossíntese 

(Alejo-Jacoinde et al., 2020; Bomfim, 2023). 

​ Apesar da variação metabólica desta planta, a depender da localização e 

período, já foram descritas altas concentrações de terpenóides e alcalóides, além 

dos flavonóides e biflavonóides. Mas também há presença de lignanas, fenóis, 

saponinas e selagineellinas em menores quantidades, as quais conferem ação anti 

estrogênica, antioxidante, hipocolesterolêmica, neuroprotetora e inibitória da 

monoamina oxidase B (Bomfim, 2023; Zhang et al., 2021). 

Os terpenos são responsáveis por ações farmacológicas tais como 

anti-inflamatória, ansiolítica e sedativa, repelentes, expectorante, analgésicos e 

outros (Silveira e Sá et al., 2013; Kar, 2018). Enquanto os alcalóides são conhecidos 

por propriedades opióides, antineoplásicas, vasodilatadoras, anti-inflamatória, 

antioxidante, entre outras (Bhambhani et al., 2021; Kar, 2018). Além desses 

constituintes, esta espécie apresenta flavonoides e biflavonoides, com capacidades 

antifúngicas, anti-inflamatórias, antioxidantes e caridoprotetoras (Chen et al., 2023; 

Gontijo et al., 2016). 
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Figura 3. Esquema didático da composição majoritária das folhas de S. sellowii. 

 

Fonte: Imagem da planta - INATURALIST. Selaginella sellowii Hieron.Disponível em: 

[https://www.inaturalist.org/taxa/204753-Selaginella-sellowii/browse_photos](https://w

ww.inaturalist.org/taxa/204753-Selaginella-sellowii/browse_photos). Acesso em: 13 

nov. 2025.  

Imagem das moléculas: obtidas de sites diversos através de pesquisa no Google. 
 

Para este trabalho, a fração hexano das folhas de S. sellowii foram 

concedidas pelo LAPNEM - Laboratório de Produtos Naturais e Espectrometria de 

Massas da UFMS, uma colaboração realizada com a Prof. Dra. Denise Brentan. As 

folhas foram coletadas em Campo Grande, MS, identificadas e cadastradas; e a 

extração foi realizada por extrator de solvente acelerado, com solventes de hexano e 

diclorometano na proporção 8:2, seguido de ciclo de concentração em um 

rotaevaporador, no ano de 2009. O extrato hexânico final tem coloração preta 

esverdeada com aspecto de cola densa. 
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Figura 4. Fotografia do extrato hexânico das folhas de S. sellowii em eppendorf. 

 
Fonte: Própria autora. 

Dessa forma, a avaliação do extrato de hexano das folhas de S. sellowii 

promove o esclarecimento da atividade de seus componentes frente à hemostasia 

sanguínea, compondo o arsenal bibliográfico da espécie, podendo, futuramente, 

suplementar ou até substituir medicamentos sintéticos existentes atualmente no 

mercado farmacêutico. 
 

2.3 HEMOSTASIA  

​ A hemostasia visa a integridade e equilíbrio corporal, de modo que quando há 

dano ao endotélio é ativada uma cascata de reação para restaurar a integridade do 

tecido (Hoffman et al., 2018). Ela é viabilizada pela interação entre plaquetas, 

endotélio vascular e fatores da coagulação que participam do efeito pró ou 

anticoagulante (Espinoça et al., 2024). Esse processo tem como principal função 

prevenir sangramentos exacerbados e tromboses, condições graves decorrentes da 

interrupção da hemostasia (Favaloro e Pasalic, 2024), a qual é didaticamente 

dividida em primária, responsável pela formação de um tampão plaquetário inicial 

que é instável, hemostasia secundária, onde a cascata de coagulação é ativada e 

por meio da interação de fatores da coagulação há a formação da rede de fibrina 

que é o tampão secundário estável, e hemostasia terciária também chamada de 

fibrinólise, que conta com a plasmina para degradação da rede de fibrina formada 

(Hoffman et al., 2018). 
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2.3.1 HEMOSTASIA PRIMÁRIA  

​ A hemostasia primária ocorre na fase vascular e plaquetária, em que, a partir 

de uma lesão ao tecido vascular, há vasoconstrição e exposição de colágeno 

endotelial com liberação de fator de von Willebrand (FvW) (Hoffbran e Moss, 2017). 

Com esse fator, ocorre a adesão das plaquetas ao endotélio lesado de forma direta 

por receptores GPIa ou indireta por receptores GPIb que se ligam primeiramente ao 

FvW (Espinoça, 2024); em seguida essas plaquetas são ativadas e liberam grânulos 

de serotonina, cálcio, adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 (TXA2) que 

estimulam a agregação plaquetária, ligação cruzada das plaquetas mediada por 

receptores GPIIb e GPIIIa com pontes de fibrinogênio conectadas por ADP e 

estabilizadas com Ca²+, isso forma o tampão plaquetário inicial instável (Hall e Hall, 

2021). 

Figura 5. Esquema representativo do processo de hemostasia primária. 

 
Fonte: Adaptado de Espinoça, 2024. 
 

2.3.2 HEMOSTASIA SECUNDÁRIA 

A hemostasia secundária se inicia pela sinalização de substâncias liberadas 

pelas plaquetas, como o fator tecidual que é liberado pelo estímulo da exposição de 

colágeno e fosfolipídios, que estimulam a produção dos fatores de coagulação, 

enzimas capazes de mediar as reações da cascata de coagulação, a fim de 

transformar o fibrinogênio em fibrina para formar um tampão estável, pelos 

hepatócitos (Hoffman et al., 2018).  

Essa hemostasia ocorre em duas vias, intrínseca e extrínseca, as quais 

desencadeiam uma complexa cascata de coagulação e culminam na via comum da 

hemostasia, transformando fibrinogênio em fibrina (De Salles Ferreira, 2021), essa 
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por sua vez, formará a rede de fibrina, um tampão hemostático estável (Vayne et al., 

2021).  

Os fatores de coagulação estão presentes nas 3 vias da coagulação, sendo o 

fator VII um fator específico da via extrínseca, ativado na presença de fator tecidual 

advindo da lesão vascular (Bianchi et al., 2024). O fator VIIa junto ao Cálcio (Ca²+) 

ativa o fator X, entrando, assim, na via comum que transformará protrombina (fator 

II) em trombina (fator IIa), depois fibrinogênio (fator I) em fibrina (fator Ia) (Radak et 

al., 2020). Enquanto isso, participam da via intrínseca os fatores XII, XI, IX e VIII 

para ativar fator X e ter o mesmo efeito descrito anteriormente na via comum (Greer 

et al., 2019). 

​ Quando há alteração nesses fatores, seja por toxinas, hipertensão, cirurgias, 

estase sanguínea, uso de medicamentos ou ainda aumento da atividade de 

coagulação, pode ocorrer trombose ou hemorragias (Espinoça et al., 2024). 

 

​ ​ 2.3.3 FIBRINÓLISE 

​ A fibrinólise, também chamada de hemostasia terciária, diz respeito à 

degradação da fibrina, produto da coagulação para formação de tampão estável, 

pela plasmina (Lynch et al., 2022). Esse processo pode ocorrer por cascata 

ativadora, por plasminogênio tecidual (t-PA), uroquinase e estreptoquinase (Katzung 

e Vanderah, 2022). 

​ Após a conversão de plasminogênio em plasmina, a mesma degrada a fibrina, 

clivando seus resíduos de lisina e arginina. Degrada também o fibrinogênio e os 

fatores da coagulação como o fator V, promovendo a eliminação dos conteúdos 

dessa degradação, denominados produtos de degradação de fibrina, pela 

circulação. (Espinoça et al., 2024). 

​ Quando há presença de doença trombótica, o t-PA, a uroquinase e a 

estreptoquinase ativam o sistema de fibrinólise, mas em casos de sangramento 

descontrolado, há diminuição da fibrinólise para proteger os coágulos (Katzung e 

Vanderah, 2022). 
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Figura 6. Esquema representativo do processo de hemostasia terciária. 

 
Fonte: Própria autora. 

2.4 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 

​ As espécies reativas de oxigênio (ERO’s), geradas em resposta a estímulos 

endógenos ou exógenos, desempenham funções importantes na hemostasia, 

participando da atividade das plaquetas, do controle do tônus vascular e da 

agregação plaquetária (Jiang et al., 2024). Essas moléculas, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), são produzidas principalmente pela enzima NADPH oxidase e 

influenciam tanto mecanismos como a ativação da fosfolipase C, quanto o 

metabolismo do ácido araquidônico (Jin et al., 2010). No entanto, quando em 

excesso, associadas à baixa disponibilidade de antioxidantes, as EROs contribuem 

para o desenvolvimento de doenças como aterosclerose, diabetes, envelhecimento 

precoce e disfunção do endotélio, comprometendo a vasodilatação e favorecendo 

eventos trombóticos (Espinoça et al., 2024). 

​ Atualmente, as pesquisas sugerem que a participação das ERO’s vai além de 

funções e disfunções celulares, sendo, assim, associadas ao declínio da saúde e 

distúrbios neurológicos. Isso é devido a sua presença em diversas cascatas de 

sinalização no desenvolvimento, proliferação e sobrevivência celular (Tauffenger e 

Magistretti, 2021).  
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3. JUSTIFICATIVA 

​ A justificativa para este trabalho se dá pela relevância do estudo, visto que a 

ineficiência do processo de hemostasia acarreta doenças hemostáticas sérias com 

significativa prevalência na população, as quais podem ser hemorrágicas como por 

exemplo a doença de von Willebrand que acomete aproximadamente 1% da 

população mundial (DU et al., 2023), ou tromboses, como a trombose venosa 

profunda da qual se tem uma média de 10 milhões de casos por ano no mundo 

(Lutsey, Zakai, 2013). 

​ Usualmente, para tratamento dessas doenças se faz uso, mais comumente, 

de vitaminas K ou antagonistas da mesma, Fatores de coagulação, Ácido 

tranexâmico, anticoagulantes orais diretos (DOACS), Ácido acetil salicílicos (AAS), 

pois são os principais disponíveis para consumo hoje em dia, tratando-se de 

hemorragias e tromboses (Goodman, Gilman, 2019), entretanto, já há estudos 

acerca da discussão da segurança destes medicamentos sintéticos para o paciente 

(Robert et al., 2021). 

​ Enquanto há espécies de plantas com potencial terapêutica no Pantanal e 

Cerrado, como é o caso da S. sellowii, que por isso apresente alto custo-benefício 

para pesquisa, devido ao baixo busto de obtenção da matéria-prima, valorização da 

biodiversidade nacional, menor impacto ambiental, possibilidade de novos bioativos, 

baixa toxicidade comparado aos medicamentos sintéticos usuais, amplificação do 

potencial terapêutico pela interação das substâncias presentes em um extrato e 

contribuição ao arsenal bibliográfico de produtos naturais. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

​ Estudar o efeito da fração hexânica do extrato das folhas de S. sellowii , com 

sigla de estudo FXSS sobre a hemostasia humana, assim contribuindo com o 

arsenal bibliográfico em desenvolvimento da espécie. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

●​ Analisar a toxicidade in vitro da FXSS em plaquetas humanas; 

●​ Verificar o efeito da FXSS sobre a agregação plaquetária utilizando-se um 

agonista plaquetário; 

●​ Avaliar o efeito da FXSS sobre os parâmetros de coagulação sanguínea; 

●​ Estudar o efeito da FXSS acerca da capacidade de ativação plaquetária. 
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5. METODOLOGIA  

5.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

​ Este projeto foi anteriormente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

com Seres Humanos (CEP-SH) vinculado à Universidade Federal de Mato Grosso 

do Sul sob nº de parecer 6.885.031 (CAAE: 78103624.6.0000.0021 – Anexo A). 

Além disso, a S. sellowii coletada em junho de 2009 em Campo Grande, MS, foi 

identificada e cadastrada no Sistema Nacional do Patrimônio genético  sob o SisGen 

n° AE8625B. 

 

5.2 EXTRAÇÃO DA FRAÇÃO HEXANO DAS FOLHAS DE Selaginella sellowii 

Hieron  

A extração foi realizada em extrator de solvente acelerado (ASE 150 

DionexTM®), obtendo-se um extrato de hexano e diclorometano 8:2, o qual foi 

concentrado em um rotaevaporador sob pressão e seguinte liofilização, com 

rendimento de 2%. Os seguintes parâmetros foram considerados: ciclos de extração 

estático de 5 min, volume de lavagem 80%, pressão de 1500 psi, purga de 60s e 

100°C de temperatura. Ao final da extração, obteve-se a fração hexânica do extrato 

de S. sellowii (FXSS). A técnica de extração foi realizada pelo Laboratório de 

Produtos Naturais e Espectroscopia de Massas (LAPNEM), coordenado pela Profa. 

dra. Denise Brentan da Silva. 

 

5.3 COLETA DE AMOSTRAS E ISOLAMENTO DAS PLAQUETAS  

A coleta das amostras de sangue foi realizada de maneira voluntária por 

indivíduos saudáveis, de ambos os sexos, com idade entre 18-40 anos de idade, 

sem histórico de hemorragias e outras doenças circulatórias. Foi coletado de 3 a 10 

mL de sangue por profissionais autorizados e capacitados do Laboratório de 

Análises Clínicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 

(LAC/FACFAN/UFMS). 

Após a coleta por punção venosa, utilizando tubos contendo citrato de sódio 

(3,8%) (9:1; m/v), o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 1.110 g. O número de 
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plaquetas foi ajustado para 200.000-250.000 plaquetas/mm3 em solução fisiológica, 

obtendo o plasma rico em plaquetas (PRP).  Para realização dos ensaios 

plaquetários, foi utilizado um pool de plasma, composto por uma mistura de no 

mínimo 5 PRP de indivíduos diferentes. 

5.4 ATIVIDADE BIOLÓGICA  

​ 5.4.1 Toxicidade in vitro com Azul de trypan 

​ A viabilidade das plaquetas e potencial tóxico do extrato foram avaliados 

utilizando o ensaio de exclusão com azul de Trypan. Dessa forma, foram incubados 

400 µL do pool de PRP com as concentrações de FXSS (50, 100, 200; 400; 800 e 

1000 µg/mL) solubilizadas em veículo (DMSO 0,5%, controle negativo-CN) por 5 

minutos. Foi utilizado para o controle positivo Triton X100 1% (v/v), pois é um 

composto tóxico para as células humanas, inviabilizando-as em aproximadamente 

100% neste experimento. Após as incubações, 50 µL do pool de PRP tratado nas 

diferentes concentrações e controles foram misturados com 50 µL de azul de Trypan 

a 0,4% e 20 µL dessa mistura foi transferida para uma câmara de Neubauer para 

contagem de plaquetas totais e não viáveis. Como controle negativo (CN) foi 

utilizado DMSO 0,6% para avaliação de seu efeito em comparação com o 

tratamento, possibilitando inferir se há interferência do mesmo ou não. Por fim, para 

a determinação da viabilidade das  plaquetas, foi utilizada a Equação 1 e o resultado 

foi expresso em porcentagem (%) de plaquetas viáveis (adaptado de Louis e Siegel., 

2011; Strober, 2015). 

 

Equação 1. Plaquetas viáveis (%) =  x 100 𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠
𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠

 

​ 5.4.2 Determinação da agregação plaquetária 

​ A medida da agregação plaquetária foi realizada por turbidimetria, 

utilizando-se um aparelho agregômetro semiautomatizado (EasyAgreg, Qualiterm®). 

Para isso, foram utilizados 400 µL do pool plasma rico em plaquetas (PRP). 

As plaquetas foram pré-incubadas com as concentrações de FXSS e 

controles negativo e positivo, (DMSO 0,6% e ticlopidina 10 µM, respectivamente), 
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sendo o positivo a substância capaz de inibir aproximadamente 100% da agregação 

plaquetária, conforme Webber e colaboradores (2022), por 5 minutos e 

homogeneizadas sob agitação magnética a 37ºC em curveta. Após esse período, 

foram adicionados os agentes agregantes ADP.  Como controle branco foi utilizado o 

plasma pobre em plaquetas para ajustar a turbidimetria antes da análise da amostra 

com tratamento, composto de 10.000 plaquetas/mm3 (PPP). Foram realizadas, em 3 

dias diferentes, triplicatas de todos os ensaios. 

5.4.3 Avaliação da coagulação sanguínea  

​ A avaliação da coagulação sanguínea foi realizada em um sistema 

semiautomatizado de coagulação (CLOTimer, Quick Timer®), utilizando kits 

comerciais (Gold Analisa®), para a medida dos tempos de Protrombina (TP) e 

Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa). Assim, o plasma rico em plaquetas foi 

pré-incubado com diferentes concentrações de FXSS e veículo (DMSO 0,5%) por 5 

min a 37 °C. Enquanto os controles normal (basal), que fornece os TP e TTPa 

normais do pool de amostra biológica,  e positivo, neste caso a heparina 17 UI/mL de 

sangue a qual reduz os parâmetros de coagulação em aproximadamente 100%, 

foram incubados respectivamente apenas com veículo e heparina (17 UI/mL de 

sangue) (Webber et al., 2022). 

5.4.4 Quantificação conteúdo de ERO’s intraplaquetário  

​ A determinação do conteúdo intraplaquetário de EROs foi realizada por 

fluorescência em um leitor de microplacas multimodo (Synergy ™ H1, BioTek 

Instruments®, Vermont, Estados Unidos). Para isso, um pool de PRP (200 μL) foi 

incubado com 2,5 μL de concentrações de FXSS ou controles por 10 minutos, sendo 

o controle negativo o veículo (DMSO 0,6%), e o controle positivo constituído de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) o qual estimula produção de quantidades extremas de 

ERO’s, em uma microplaca de fundo escuro. Em seguida, foi adicionado 10μL de 

2',7'diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCFH-DA, 10 μM) seguido de incubação 

por 30 minutos. Posteriormente, foi realizada a leitura em 485 nm de excitação e 520 

nm de emissão. Os resultados foram expressos em intensidade de fluorescência 

(Reiniers et al., 2017). 
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​  

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A distribuição de normalidade do conjunto de dados foi testada usando o teste 

de Kolmogorov–Smirnov. A análise estatística foi realizada por análise de variância 

(ANOVA), que compara as variâncias entre as médias de grupos diferentes, 

juntamente com o pós-teste de Tukey-Kramer, quando necessário, com significância 

mínima de p<0,05. O software utilizado foi o GraphPad Prism versão 8.0.2 

 

6. RESULTADOS  

6.1 VIABILIDADE PLAQUETÁRIA 

Observou-se que apesar da FXSS diminuir a viabilidade plaquetária em todas 

as concentrações analisadas, houve manutenção da viabilidade acima de 80% em 

todas as concentrações testadas, mostrando baixa toxicidade frente às plaquetas 

humanas, como ilustra a Figura 3. 
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Figura 7.  Viabilidade de plaquetas humanas expostas ao FXSS avaliadas por microscopia 
óptica. 

 
Nota: Porcentagem de plaquetas viáveis submetidas ao tratamento com diferentes concentrações de 
S. sellowii (50 a 1000 µL/mL); CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo (Triton x 
100). (***) Diferença significativa em relação ao CN (P-valor < 0,001). (**) Diferença significativa entre 
as concentrações.  
Fonte: Própria autora. 
 

6.2 AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA  

​ Utilizando-se adenosina difosfato (ADP) como agonista plaquetário, houve 

uma redução significativa da agregação plaquetária em todas as concentrações 

testadas, ocorrendo uma diminuição de 14%, 18% e 22% nas concentrações de 

50𝜇g/mL, 200𝜇g/mL e 800𝜇g/mL, respectivamente em relação ao CN, como mostra a 

Figura 7. Sendo assim, um extrato com comportamento antiplaquetário. 
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Figura 8. Porcentagem de agregação plaquetária em plaquetas humanas expostas ao FXSS 
em diferentes concentrações medidas por turbidimetria com ADP. 

 
Nota: CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo Ticlopidina 10 µM.  (***) 
Diferença significativa em relação ao CN (P-valor < 0,001). (#) Diferença significativa em relação ao 
CP. 
Fonte: Própria autora. 

6.3 EFEITO DA FXSS SOBRE OS PARÂMETROS DE COAGULAÇÃO 
Os resultados referentes aos parâmetros de coagulação mostraram que a 

FXSS não apresentou efeitos significativos sobre a cascata de coagulação, exceto, 

curiosamente, o TTPa na concentração de 50 µg/mL, o qual diminuiu em 26,93% em 

relação ao controle negativo. 
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Tabela 1. Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) 
medidos por turbidimetria em plasma humano pré-incubado com diferentes concentrações 
da FXSS. 

 
Amostras1 

Ensaios de coagulação sanguínea 2 
TP TTPa 

Tempo 
(seg) 

RNI3 Tempo 
(seg) 

Razão4 

Controle normal 13 ± 0,25  - 23 ±2,36 - 

Controle negativo  13 ± 0,37 0,97 26 ± 2,61  1,13 

FXSS (50 µg/mL) 13 ± 0,20 1,01 19 ± 0,87* 0,84 

FXSS (200 µg/mL) 13 ± 0,45 1,00 26 ± 4,13 1,11 

FXSS (800 µg/mL) 13 ± 0,20  1,02 21 ± 1,50 0,92 

Heparina (17 UI/mL de 
sangue) 

> 100 - > 100 - 

 Nota: 1 Fração hexânica do extrato de S. sellowii (FXSS) em diferentes concentrações; controle 
negativo (veículo, DMSO 0,6%) e heparina (controle positivo). 2 Determinação do TP e tempo de 
TTPa em segundos (seg) medido em plasma humano tratado com FXSS e expresso em média ± 
desvio padrão (DP). 3 Razão normalizada internacional (RNI) calculada com base nos resultados do 
TP é usada para monitorar a eficácia do anticoagulante. 4 Razão entre os valores de tempo entre o(s) 
tempo (s) das concentrações e o(s) tempo(s) do controle. (*) Diferença significativa entre as 
concentrações e o controle negativo (P < 0,05) 
Fonte: Própria autora. 

 

6.4 CAPACIDADE DE ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA  
A Figura 8 evidencia os resultados obtidos da exposição das plaquetas frente 

às diferentes concentrações de FXSS com incubação de 10 min em amostras de 

plasma humano, onde observou-se que a FXSS não foi capaz de diminuir a 

produção de ERO’s significativamente em relação ao controle negativo. 
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Figura 9. Conteúdo de espécies reativas de oxigênio (ERO’s) intraplaquetárias após 
exposição ao FXSS por 10 min medidas por intensidade de fluorescência. 

 

Nota: CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo peróxido de hidrogênio (H2O2). 
(***) Diferença significativa em relação ao CN (P-valor < 0,001). (#) Diferença significativa em relação 
ao CP. 
Fonte: Própria autora. 
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7. DISCUSSÃO  
​ O equilíbrio do sistema circulatório, que deve manter a integridade dos vasos 

sanguíneos e a fluidez do sangue quando há lesão tecidual, depende da ativação e 

amplificação da coagulação, inibição da coagulação e fibrinólise (Poventud-Fuentes 

et al., 2020; Del Carmen et al., 2019). Porém, a disfuncionalidade desse sistema 

hemostático ocasiona doenças hematológicas como trombose e infarto agudo do 

miocárdio, condições que podem causar complicações fatais (Shi et al.,2024). 

​ O extrato de hexano das folhas de S. sellowii, é uma fração a qual seria 

descartada em estudo anterior de Bonfim, 2023, onde foi analisada a atividade 

antileishmania. No entanto, essa fração, devido a alta apolaridade da mistura de 

solventes, possui quantidades significativas de terpenos e alcalóides principalmente, 

pois são muito apolares, seguidos de flavonoides e biflavonoides que são semi 

polares (Simões et al., 2017). Isso foi muito útil, visto que já haviam estudos de 

outras selaginelas sobre a hemostasia e tais compostos majoritários têm ação sobre 

a fisiologia do sangue já comprovada. 

Diante dos resultados, observa-se que a FXSS não induziu toxicidade em 

plaquetas humanas em ampla faixa de concentração, que foi inicialmente escolhida 

para contemplar as concentrações utilizadas nos dois estudos anteriores com a 

mesma espécie do extrato diluído em série. Tal falta de toxicidade foi também 

averiguada nesses estudos, o de Rizk, 2014 e de Bonfim, em 2023. 

Além disso, a FXSS demonstrou potencial ação antiagregante plaquetária, ou 

seja, mostrou-se um promissor composto antitrombótico, portanto atua na 

hemostasia primária sobre a fase de agregação, quando as plaquetas aderidas ao 

endotélio lesado expressam receptores GPIIb/IIIa, que se ligam ao fibrinogênio, 

formando uma ligação plaqueta-plaqueta com uma molécula de ADP que faz a 

interligação, sendo esta estabilizada por moléculas de cálcio (Hoffbrand, Moss, 

2017). Comportamento semelhante foi observado em estudos anteriores de Zhuo e 

colaboradores em relação a neolignanas derivadas de uma espécie também da 

família das selaginellaceae (Zhuo et al. 2016) e também em outro estudo de 

Dakshayani e colaboradores, que observaram efeito antiagregante leve utilizando-se 

ADP em análise de nanopartículas de extrato de S. bryopteris (Dakshayani et 

al.,2019). 
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Farmacologicamente, a FXSS pode estar bloqueando a COX-1 e inibindo a 

formação de TXA2, grânulo liberado pelas plaquetas na hemostasia primária para 

amplificação do sinal, ou reduzindo a ativação plaquetária necessária para 

agregação, seja impedindo a ligação de ADP ao receptor, ou aumentando os níveis 

intracelulares de AMPc, outra hipótese é de inibição direta das glicoproteínas de 

adesão e agregação plaquetária (Goodman, Gilnman, 2019). 
Figura 10. Esquema didático da etapa de agregação plaquetária. 

 
Fonte: Própria autora. 
 
​ Em relação a coagulação sanguínea, onde a FXSS não exibiu atividade anti 

ou pró coagulante na maioria das concentrações testadas, os estudos anteriores 

mostram atividade pró coagulante com extrato de Selaginella tamariscina (Zhang et 

al., 2018) ou ainda que a variação dos parâmetros de coagulação podem variar de 

acordo com a formulação preparada a partir do extrato feito, no caso de Zhao e 

colaboradores, 2020, extrato de S. tamariscina. 

​ A avaliação da capacidade de ativação plaquetária foi realizada como forma 

de testar uma hipotética via de atuação de FXSS já que ela exibiu atividade 

antiplaquetária, visto que as espécies reativas de oxigênio são produzidas pelas 

plaquetas, principalmente na forma de peróxido de hidrogênio, quando as mesmas 

são ativadas por agonistas plaquetários, como por exemplo o ADP (Hoffbrand, Moss, 

2017). No entanto, a FXSS não foi capaz de reduzir a ativação plaquetária em 

nenhuma das concentrações testadas em relação ao controle negativo, diferindo de 

estudos anteriores com extrato etanólico de S. tamariscina, onde, após incubação do 

tratamento, houve a detecção de marcadores de estresse oxidativo nas plaquetas 

(Won et al., 2018). 
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​ Pode-se atribuir o efeito antiagregante plaquetário de FXSS aos seus 

compostos majoritários, pois os flavonóides e biflavonoides possuem cadeia 

polifenólica capaz de interagir com radicais livres, diminuir a síntese de tromboxano 

A2, bloquear receptores plaquetários, tem ação vasodilatadora e anti-inflamatória 

(Faggio et al., 2017). Por outro lado, os terpenoides podem ter ação antiagregante 

por alterar a permeabilidade de membrana e o aumento de adenosina monofosfato 

ciclica (cAMP) (Nikitina et al., 2022). Os alcalóides, devido ao seu átomo de 

nitrogênio básico, pode ter ação antiplaquetária através de ligações de pontes de 

hidrogênio e interagir com sítios com carga elétrica negativa e fosfolipídios de 

membrana (Kahn et al., 2018).  

​ Portanto, o extrato atua sobre hemostasia primária, sendo assim um potencial 

agente antitrombótico, podendo ter seu efeito justificado por outras vias bioquímicas 

que ainda devem ser investigadas. Isso pode ser feito através do ensaio de 

agregação plaquetária utilizando outros agentes agregantes como ação de ácido 

araquidônico, colágeno e epinefrina. Além disso, sugere-se a investigação da 

exposição de P-selectina plaquetária, influxo de cálcio plaquetário, análise 

fitoquímica e toxicidade sistêmica feita em larvas de Galleria mellonella, além da 

avaliação de índice de hemólise . 
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8. CONCLUSÃO  

​ A partir deste estudo, pode-se concluir que o extrato hexânico de S. sellowii 

exerce os seguintes efeitos sobre a hemostasia humana: 

●​ Não apresenta toxicidade in vitro;  

●​ Diminuição da agregação plaquetária. 

●​ Inerte sobre a cascata de coagulação. 

●​ Incapacidade de impedir a ativação plaquetária. 
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9. PERSPECTIVAS 

​ A partir dos resultados obtidos com esta pesquisa, almeja-se aprofundar o 

estudo com ensaios de: 

●​ Agregação plaquetária com outros agonistas plaquetários; 

●​ Expressão de P-selectina plaquetária; 

●​ Influxo de cálcio plaquetário; 

●​ Índice de hemólise; 

●​ Toxicidade sistêmica em larvas de Galleria mellonella; 

●​ Fitoquímica por cromatografia gasosa acoplada a massas. 

Além de futuras publicações do estudo.  
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ANEXO A - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA DE PESQUISA EM SERES 
HUMANOS  
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
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