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RESUMO

O sistema responsavel por manter a regulagdo da fluidez sanguinea e a integridade vascular ¢
0 hemostatico. A hemostasia ¢ um processo natural do corpo humano que pode, por meio de
fatores naturais ou adquiridos, sofrer alteragdes, o que leva a quadros de trombose, como
infarto agudo do miocardio, trombose venosa profunda e embolia pulmonar. Os distarbios
tromboembdlicos sdo um problema de satide publica no Brasil e no mundo. Para o tratamento
dessas doengas, ha uma ampla variedade de medicamentos antiplaquetarios e anticoagulantes
que apresentam comprovada efetividade clinica. No entanto, muitos desses farmacos também
apresentam efeitos adversos significativos e limitagcdes de uso, o que impede a sua utilizagado
universal. Sendo assim, a procura por novos firmacos ou tratamentos complementares se
mostra interessante e, nesse contexto, a avaliagdo de produtos naturais ja utilizados na
medicina popular apresentam grande potencial. Deste modo, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito de extratos brutos e chas de Vitex montevidensis (VMB), de Plantago major
(PMB) e de Maytenus ilicifolia (MIB) frente a agregacdo plaquetaria e a coagulagdo
sanguinea humana. Para tanto, a partir das plantas secas foram preparados extratos etandlicos
ou chéas. A acdo antiagregante foi avaliada por turbidimetria utilizando-se o ADP ou a
epinefrina como agonistas. A atividade sobre a coagulacao foi avaliada pelos testes de tempo
de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). Para a triagem,
previamente a realizagdo dos ensaios, as amostras de plasma rico ou pobre em plaquetas
foram incubadas a 37 °C por 5 minutos com os extratos brutos etandlicos das plantas (800
pg/mL). Os extratos de PMB e MIB apresentaram discreta atividade anticoagulante ao
prolongarem significativamente o TTPa (31,0 £ 1,1% e 40,6 + 1,9%, respectivamente) em
relacdo ao controle (28,1 = 1,9%). Todos os extratos brutos apresentaram atividade
antiagregante ao inibirem significativamente a agregacdo induzida por ambos agonistas. A
Clso de MIB para o ADP foi de 289,8 + 7,3 pg/mL e de 274,8 £ 7,5 ng/mL para a epinefrina.
A Clso dos outros extratos foi maior que 800 pg/mL e ndo pode ser calculada. Pelo extrato de
MIB apresentar o melhor efeito sobre a hemostasia, avaliou-se a agdo do seu cha sobre a
agregacao plaquetaria e o TTPa. Ao comparar com o controle (87,5 + 2,1%), o cha de MIB foi
capaz de inibir significativamente apenas a agregacdo induzida por epinefrina (68,7 + 5,1%).
A compilagdo dos resultados demonstrou que todas as plantas testadas apresentam efeito
inibitdrio sobre a hemostasia humana.

Palavras-chave: agregacdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea, plantas medicinais,
metabolitos secundarios, antiagregante, anticoagulante, Vitex montevidensis, Plantago major,
Maytenus ilicifolia



EFFECT OF PLANTS EXTRACTS ON PLATELET AGGREGATION AND BLOOD
COAGULATION

The hemostatic system is responsible for maintaining blood flow and vascular integrity.
Hemostasis is a natural process that may change due to natural or acquired factors, may leads
to thrombosis, such as acute myocardial infarction, deep vein thrombosis and pulmonary
embolism. Thromboembolic disorders are a public health problem in Brazil and worldwide.
For the treatment of these diseases, there is a wide variety of antiplatelet and anticoagulant
drugs that have proven clinical effectiveness. However, many of these drugs also have
significant adverse effects and limitations of use, which prevent their universal use. Thus, the
search for new drugs or complementary treatments is interesting and, in this context, the
evaluation of natural products already used in folk medicine has great potential. Therefore,
this study aimed to evaluate the effect of crude extracts and infusions of Vitex montevidensis
(VMB), Plantago major (PMB) and Maytenus ilicifolia (MIB) on platelet aggregation and
human blood coagulation. For this, ethanolic extracts or infusions were prepared from the
dried plants. The antiplatelet activity was evaluated by turbidimetry using ADP and
epinephrine as agonists. Clotting activity was assessed by prothrombin time (PT) and
activated partial thromboplastin time (aPTT). For screening, prior to the assays, samples of
poor or platelet-rich plasma were incubated at 37 °C for 5 minutes with ethanolic extracts
(800 pg/mL). The PMB and MIB extracts showed slight anticoagulant activity as they
significantly prolonged the aPTT (31.0 + 1.1% and 40.6 = 1.9%, respectively) compared to
the control (28.1 £ 1.9%). All ethanolic extracts showed antiplatelet activity as they
significantly inhibited platelet aggregation induced by both agonists. The MIB’s ICso for ADP
was 289.8 = 7.3 pg/mL and for epinephrine was 274.8 = 7.5 pg/mL. The ICso of the other
ethanolic extracts was above than 800 pg/mL and cannot be calculated. Because MIB
ethanolic extract had the best effect on hemostasis, the activity of its infusion on platelet
aggregation and aPTT was evaluated. Compared to the control (87.5 + 2.1%), MIB’s infusion
was able to significantly inhibit only epinephrine-induced aggregation (68.7 + 5.1%). The
compilation of these results showed that all plants tested had an inhibitory effect on human
hemostasis.

Keywords: platelet aggregation, blood coagulation, medicinal plants, secondary metabolites,
antiplatelet, anticoagulant, Vitex montevidensis, Plantago major, Maytenus ilicifolia.
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1 INTRODUCAO

O equilibrio hemostatico do fluxo sanguineo pode ser afetado por distirbios que
podem ser tanto hereditarios quanto adquiridos. Estes disturbios geram descontrole nos
mecanismos que regulam a hemostasia primaria, secundaria e/ou a fibrindlise, o que pode
resultar em quadros de trombose e/ou embolia (HOFFBRAND, 2013). Os eventos
tromboticos se desenvolvem quando o coagulo ¢ formado no interior do vaso sanguineo € nao
apenas na parede endotelial, resultando em uma obstrugdo do vaso ou da artéria, podendo ser
a causa subjacente de ataques cardiacos e derrames cerebrais (HEMOCENTRO UNICAMP,
2019; WEITZ; EIKELBOOM 2016).

Em casos de trombose arterial, a formacdo do coagulo ocorre nas artérias onde a
circulagcdo ¢ rica em oxigénio, que ¢ transportado dos pulmoes aos tecidos, e isso decorre
principalmente pela formagdo das chamadas placas de aterosclerose, as quais podem causar
tanto infartos agudos do miocardio, como acidente vascular cerebral. J4 na trombose venosa,
tem-se a formac¢do do coagulo nas veias, e essa pode ser classificada em trombose venosa
profunda, que atinge principalmente membros inferiores, € a tromboembolia pulmonar, que
ocorre pelo desprendimento de um trombo, geralmente formado nos membros inferiores, que
migra até¢ os pulmodes, causando assim obstrucdo da circulacio (WEITZ; EIKELBOOM
2016).

A incidéncia de doencas cardiovasculares (DCVs) ¢ praticamente igual entre homens
e mulheres, e estima-se que a cada ano mais de 900 mil pessoas nos Estados Unidos da
América (EUA) e mais de 500 mil na Europa sofram de eventos como trombose venosa
profunda e/ou tromboembolismo pulmonar. J& no Brasil, 1-2 individuos entre 100 mil
habitantes sdo acometidos por essas doengas (WTD 2019; WHO, 2017). Assim, a trombose
pode ser considerada como uma das principais causas de DCVs e, segundo a Organizacao
Mundial da Satide (OMS), mais de 17 milhdes das mortes mundiais nas Ultimas décadas
foram decorrentes de DCVs. No Brasil, cerca de 30% dos oObitos registrados sao decorrentes
de DCVs. Diante disso, os eventos tromboembolicos sdo considerados um problema de satde
publica no Brasil e no mundo (ROCHA; MARTINS, 2017; WTD 2019; WHO, 2017).

Atualmente, existem diversas estratégias terapéuticas para evitar € prevenir 0s

eventos tromboembdlicos. A terapia medicamentosa se da principalmente pelo uso de
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antiagregantes e anticoagulantes. Dentre os antiagregantes, o mais amplamente utilizado ¢ o
acido acetilsalicilico (AAS), que atua como inibidor irreversivel da ciclooxigenase 1 (COX-
1), enzima responsavel pela producdo de tromboxano A2 (TXA2), um importante agregante
plaquetario (ANTUNES et al, 2017, DE ANDRADE; BORGES, 2017). Outros
antiagregantes também utilizados na clinica incluem o clopidogrel, o prasugrel e a ticlopidina.
Esses farmacos inibem a agregacao plaquetaria por meio da inibi¢do do receptor P2Y12 (DA
SILVA SOARES et al.,, 2010). Apesar de esses medicamentos mostrarem-se efetivos na
prevencdo secundaria de DCV aterotrombdticas, eles podem apresentar efeitos adversos
importantes, como hemorragias gastrointestinal e intracraniana, ulcera géstrica, diarreia,
neutropenia e trombocitopenia, o que pode limitar o seu uso (LI et al., 2018; YUSUF, ZHAO;
MEHTA, 2001).

Dentre os anticoagulantes, um dos mais utilizados ¢ a heparina ou heparina ndo
fracionada, cujo mecanismo de agdo envolve a potencializagdo da antitrombina, um
anticoagulante natural responsavel por inibir os fatores II ¢ X ativados. Outro medicamento
amplamente utilizado ¢ a varfarina, um antagonista de vitamina K que promove a reducdo da
concentracgdo sérica dos fatores dependentes de vitamina K (FII, FVII, FIX e FX). Apesar de
apresentarem efetividade clinica, alguns desses medicamentos aumentam significantemente o
risco de sangramentos, além de apresentarem importantes interagdes com outros
medicamentos e alimentos, o que limita o seu uso universal (DI MINNO et, al., 2017;
RABELO et, al., 2015).

Nos ultimos anos, novos anticoagulantes foram aprovados para uso. Dentre eles,
pode-se citar os inibidores diretos do fator X ativado (FXa), como rivaroxabana e apixabana,
e os inibidores diretos da trombina (FIla), como dabigatrana, que atua ligando-se ao sitio de
acao ativo do Flla livre, inibindo assim a sua ag¢do pro-coagulante. Todos esses medicamentos
fazem parte da nova classe de anticoagulantes orais que estdo sendo utilizados como
alternativas a terapéutica antiga, porém, mesmo tento uma eficicia e seguranga
potencialmente maior que os antigos medicamentos, ainda sdo relatados alguns efeitos
adversos como o risco de infarto do miocardio, interagdes medicamentosas com outros
medicamentos, como anti-inflamatorios, que podem aumentar o risco de hemorragias nos
pacientes em tratamento (FAWOLE, 2013; GOMEZ-OUTES, 2012).

Por isso, a procura por novas formas de tratamento se mostram promissoras levando

em conta os riscos das terapé€uticas disponibilizadas (DI MINNO et, al., 2017), isso promove
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a investigacdo de produtos naturais como potenciais anticoagulantes e antiplaquetarios
(MIRA, 2017).

Plantas com potenciais farmacoldgicos e terapéuticos vém sendo usadas ha centenas
de anos. Aetnofarmacologia a ciéncia que estuda o conhecimento popular sobre plantas
medicinais e farmacos, levando em consideracgao a cultura e local de vivéncia da populagao, e
um dos seus principais objetivos ¢ a descoberta de novos compostos, derivados de plantas
utilizadas pelas populacdes que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos
medicamentos e produtos farmacéuticos (CUNNINGHAM, MENEZES, 2011).

No Brasil, os estudos com as plantas comegaram com os missionarios na época do
Brasil colonial, que tinham interesse no uso de plantas farmacologicamente ativas que eram
utilizadas pela populacdo indigena. Essas descobertas comegaram primeiro com observacgdes
do uso dessas plantas e depois com estudos das propriedades farmacologicas das mesmas.
(CUNNINGHAM, MENEZES, 2011; RANGEL, BRAGANCA, 2009).

Atualmente, ¢ observado um aumento no uso de produtos naturais e plantas
medicinais incorporadas nos tratamentos como forma complementar e também no
desenvolvimento de novos medicamentos, mostrando que esses produtos constituem uma
fonte essencial e digna de farmacos bem-sucedidos (HEINRICH, 2014; DAVID,
WOLFENDER, DIAS, 2015). Dentro dessas linhas de pesquisas com plantas medicinais, os
estudos voltados a hemostasia j& demonstram que plantas medicinais usadas na medicina
popular apresentam atividades na hemostasia humana e que esse efeito ¢ atribuido a presenca
de compostos bioativos como polifendis, flavonoides, cumarinas, terpendides e outras
substancias que podem interferir inibindo vias de sinalizagdo que levam a ativacao
plaquetaria, formagdo de tromboxano A2 (TXA2) ou a reducdo de calcio citosolico (EL
HAUARI; ROSADO, 2016; MIRA et al., 2017).

Sendo assim, estudos com extratos de plantas medicinais que possuem esses compostos
bioativos sdo importantes para o desenvolvimento de terapéuticas alternativas, sendo na forma
de medicamentos alopaticos ou na forma de chas, como ja usados na medicina popular. Entre
as inumeras plantas medicinais utilizadas entre a populagdo, no presente estudo foram
selecionadas trés espécies usadas popularmente para diversas fun¢des, que sdo plantas ricas
em flavonoides, fendis e taninos, metabodlitos secundarios ja conhecidos por atuarem sobre a
hemostasia humana, tendo efeitos sobre a agregacdo plaquetaria e coagulagdo sanguinea

(ALMEIDA et al., 2015; HOLNIK et al., 2015; MORES et al., 2018; ROCHA et al., 2014;
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SANTOS, 2017), essas plantas sdo: Vitex montevidensis, popularmente conhecida como
taruma, Plantago major conhecida como tanchagem, e Maytenus ilicifolia, popularmente

chamada de espinheira-santa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de extratos brutos e de chas de Vitex montevidensis, de Plantago
major ¢ de Maytenus ilicifolia sobre a agregacdo plaquetdria e a coagulagdo sanguinea

humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparo dos extratos brutos etandlicos de V. montevidensis, de P. major e de M. ilicifolia;

- Avaliagdo da acdo dos extratos sobre o tempo de tromboplastina parcialmente ativada
(TTPa) e tempo de protrombina (TP);

- Estudar o efeito dos extratos sobre a agregagdo plaquetaria induzida por adenosina difosfato
(ADP) e epinefrina;

- Selecionar as plantas cujos extratos brutos mostraram-se mais promissores e verificar o
efeito de seus chas sobre a hemostasia;

- Determinar a concentracao inibitoria de 50% (Clso) dos chés e extratos que apresentaram

melhor atividade antiagregante e/ou anticoagulante.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HEMOSTASIA

O sangue tem como principal fun¢do o transporte de células, nutrientes, entre outras
substancias, e para que isso ocorra adequadamente, o sangue deve estar sempre em seu estado
fluido (BITTENCOURT, 2016). Porém, frente a uma lesdo vascular, o sangue deve coagular
no local da lesdo para evitar uma perda sanguinea excessiva que venha a comprometer as suas
funcdes basicas. O sistema hemostatico ¢ responsavel por manter a regulacdo da fluidez
sanguinea e a integridade vascular. Os principais componentes envolvidos nos processos de
hemostasia sdo as plaquetas, os vasos sanguineos, as proteinas da coagulacdo e as da
fibrinolise (HOFFBRAND, 2013; KOUPENOVA et al., 2016).

Por estratégia didatica e para facilitar os estudos, os processos que envolvem a
hemostasia sdo divididos em hemostasia primaria, secundaria e fibrindlise (GRIMALDO-

GOMEZ, 2017).

3.1.1 Hemostasia primaria

Na hemostasia primaria, a fungdo das plaquetas ¢ crucial para a formagdo de um
trombo diante a uma lesao vascular ou disfuncao endotelial. A lesdo vascular desencadeara a
adesdo e ativagdo das plaquetas, o que induz a rearranjos na estrutura plaquetéria, secrecao
dos granulos plaquetarios e agregagdo plaquetaria, o que, consequentemente, leva a formagao
do tampao hemostatico que terd a funcdo de obstruir o local lesionado, impedindo a perda
sanguinea e auxiliando no processo de regeneragdo tecidual (MATUS et al., 2018).

A adesdo das plaquetas ao endotélio da-se por meio de glicoproteinas (GP) de
membrana, como a GPIb/IX/V, que interagem com o colageno subendotelial e o fator de von
Willebrand (FvW). Apos a adesdo, ocorre a ativagdo plaquetaria que leva a mudanga
conformacional e aumento da afinidade da GPIIb/IIla pelo fibrinogénio (FI), que possui dois
sitios de ligacdo a esse receptor e, com isso, pode mediar as interacdes entre as plaquetas,
ligando-se a receptores em duas plaquetas adjacentes e formando o agregado plaquetario

(Figura 1) (KOUPENOVA-ZAMOR et al., 2017; TOMATUOLO et al., 2017).
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Figura 1 - Hemostasia primaria

Fatore de von Willebrand (FvW); Tromboxano A2 (TXA2); Adenosina difosfato (ADP); Receptor GPIIb/IITa
(GPIIb/1IIa); Receptor GPIb/V/IX (GPIb-V-IX); Receptor PAR1/PARA4 (PAR1/PAR4); Receptor P2Y 12
(P2Y12). Fonte: adaptado de LEUNG, 2012.

As plaquetas ativadas também sdo capazes de recrutar outras plaquetas circulantes
pela secrecdo de mediadores da ativacdo plaquetdria, como TXA2, adenosina difosfato
(ADP), adenosina trifosfato (ATP), célcio, entre outros, levando ao aumento do tamanho do

tampao plaquetario (KOUPENOVA-ZAMOR et al., 2017).

3.1.2 Hemostasia secundaria

As ligagdes entre as plaquetas mediadas pelo fibrinogénio via GPIIb/IIla sdo fracas e,
para que o tampao hemostatico seja eficiente, € necessario que o agregado plaquetaria seja
firme. Para estabilizar o tampdo, o fibrinogénio presente no local da lesdo sofre agdo da
trombina, convertendo-se em fibrina, uma proteina que faz ligagdes covalentes com outros

mondmeros de fibrina, formando uma “rede” firme que ird estabilizara o agregado
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plaquetario. Os processos que envolvem essa conversdao de fibrinogénio em fibrina fazem
parte da hemostasia secundéaria (TOMAIUOLO, 2017).

A hemostasia secunddria compreende a cascata de coagulacdo, que ¢ um sistema
finamente sintonizado que junto com a agregacao plaquetaria auxilia a restaurar da lesdo. Os
fatores de coagulacao que participam dessa cascata sdo proteinas sintetizadas pelo figado, que
frente ao trauma sdo ativadas em cascata, o que origina o termo “cascata da coagulacdao”
(TEN CATE et al., 2017).

O modelo cléssico da cascata divide a coagulagao sanguinea em duas vias, intrinseca
e extrinseca, que culminam em uma via comum (Figura 2). A via extrinseca inicia-se com a
ligacdao do fator VII ativado (FVIla) presente no plasma ao fator tecidual (FT) liberado pelo
endotélio lesionado. Na presenga de calcio, o complexo FVIIa/FT ativa o fator X (FXa) dando
inicio a via comum da coagula¢do. O FXa forma um complexo com o fator V ativado (FVa),
calcio e fosfolipidios (FXa/FVa/Ca?*/fosfolipidios) que ird converter a protrombina (FII) em
trombina (FIIa), que tem, por sua vez, a fungdo de catalisar a conversdo de fibrinogénio em
mondémeros de fibrina. Esses mondmeros de fibrina se polimerizam e sofrem agdo do
complexo trombina/FXIIIa/Ca*", o que no final gera um coéagulo de fibrina covalentemente
ligado e insoluvel (RODRIGUES et al., 2012).

O inicio da via intrinseca ocorre por meio da ativagdo de seus fatores pela trombina
ou por superficies carregadas negativamente. Nessa via, o fator XII ativado (FXIla) ira
converter o fator XI inativo (FXI) a sua forma ativa (FXIa) e, assim, o FXIa na presenca de
calcio ativara o fator IX inativo (FIX) em sua forma ativa (FIXa). O FIXa liga-se entdo ao seu
cofator VIII ativado (FVIIla) formando o complexo FIXa/FVIlla que, na presenga de
fosfolipideos plaquetarios e calcio, ¢ capaz de ativar o FX, dando origem ao FXa

(HOFFBRAND, 2013; RODRIGUES et al., 2012).



Figura 2 - Hemostasia secundaria

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

Lesdo Tecidual

Fator tecidual

VIACOMUM

Fonte: adaptado de COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2005.
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3.1.3 Fibrinolise

Como o tecido lesionado ¢ restaurado e o tampao hemostatico ndo ¢ mais necessario,
ocorre de forma mais pronunciada a fibrindlise. A eficiéncia dessa fase ¢ grandemente
influenciada pela estrutura do coagulo, por isoformas e polimorfismos de fibrinogénio, pela
taxa de geragdo de trombina, pela reatividade de células associadas a trombos, como
plaquetas, e pelo meio bioquimico em geral (REZENDE, 2010).

A fibrindlise pode ser definida como a degradagdo da fibrina que ¢ mediada pela
plasmina. O sistema fibrinolitico ¢ composto por vdrias proteinas (proteases séricas e
inibidores) que regulam a geracdo de plasmina. A fibrindlise inicia-se com a ativa¢ao do
plasminogénio (PLG) e sua conversdo em plasmina. A plasmina livre no plasma ¢
rapidamente destruida pela antiplasmina, ja a plasmina ligada a fibrina ¢ minimamente afetada
pela antiplasmina e, assim, ¢ capaz de exercer sua a¢do fisioldgica, ou seja, degradar a fibrina
e consequentemente o coagulo, gerando produtos de degradacdo de fibrinogénio/fibrina

(PDF), como o dimero D (Figura 3) (GUYTON; HALL, 2006; RODRIGUES, 2012).

Figura 3 - Fibrindlise

AntiPlasmina >

Complexo
AntiPlasmina/
plasmina
Produtos de

fibrina

Plasminogénio

Coagulo de
fibrina

Fonte: adaptado de COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2005.
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3.2 PLANTAS MEDICINAIS

3.2.1 Vitex montevidensis

Conhecida popularmente como taruma e/ou azeitona-do-mato, a espécie V.
montevidensis pertencente a familia Lamiaceae e pode ser encontrada em vdrios estados
brasileiros como Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, mas ¢ principalmente encontrada nos
estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, assim como em paises fronteiros, como
Argentina e Paraguaia (LORENZI, 2008; MORES et al., 2018).

A arvore da taruma tem altura entre cinco e vinte metros (Figura 4, Painel A), e seus
periodos de floragdo sdo entre outubro e dezembro, seus frutos sdo comestiveis com sabor
adocicado e ficam maduros de janeiro a mar¢co (MORES et al., 2018). Popularmente, as folhas
de V. montevidensis (Figura 4, Painel B) sdo utilizadas na forma de chd, preparados pelo
processo de infusdo, como tratamento para quadros de hemorroidas, como depurativa do
sangue (a¢ao hipocolesterolémica), e como anti-inflamatoria (LONGHI, 1995; MORES et al.,
2018). Além das folhas, a casca da planta também pode ser utilizada para o tratamento em
casos de hipertensao arterial e inflamag¢do em 6rgdos como utero, bexiga e prostata (MORES
et al., 2018). Muito das suas multifungdes estdo associadas aos metabolitos secundarios que
fazem parte de sua composi¢ao da planta, sendo as principais classes os fenois, os taninos e as

saponinas (BRUM et al., 2012).
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Figura 4 - Arvore ¢ folhas de taruma (Vitex montevidensis)

Painel A — Arvore de taruma; Painel B — Folhas e flores de taruma. Fonte: LORENZE, 2008.

3.2.2 Plantago major

Popularmente conhecida como tanchagem ou tansagem esta planta pertencente a
familia Plantaginaceae que possui cerca de 90 géneros e mais de 2000 espécies. A tanchagem
pode ser encontrada principalmente em regides de clima temperado, incluindo as regides sul e
sudeste do Brasil (SANTOS, 2017).

E uma planta de aproximadamente 15 cm de altura que possui folhas com formato
ovalado e flores de tamanho pequeno (Figura 5). Usualmente ¢ utilizada na forma de cha ou
tintura, sendo utilizado de 6-9 g da planta para 150 mL de dgua para a preparacao do cha
(BRASIL, 2014). Popularmente usada como: antidiarreica, expectorante, diurética e
cicatrizante, e também ¢ extremamente conhecida por combater infecgdes nas vias

respiratorias (SANTOS, 2017). A tanchagem apresenta em sua composi¢do metabolitos
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secundarios como flavonoides, fendis e terpenos que parecem ser os responsaveis pelas suas

propriedades sobre o organismo humano (BRASIL, 2012; SANTOS, 2017)

Figura 5 - Tanchagem (Plantago major)
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Fonte: JARDIM BOTANICO UTAD, 2019.

3.2.3 Maytenus ilicifolia

Popularmente conhecida como espinheira-santa, M. ilicifolia recebeu esse nome por
apresentar espinhos nas bordas de suas folhas (Figura 6). A espécie pertence a familia
Celastraceae ¢ uma arvore de porte pequeno e ramificada em sua base e pode ser encontrada
principalmente nos estados do sul do pais (MARIOT; BARBIERI, 2007).

Sua utilizacao se da pelo uso das folhas, cascas ou raizes em forma de cha, onde ¢
utilizados entre 2 a 5 gramas das folhas da planta para 150 mL de agua, e ¢ preparada em
infusdo (ALMEIDA et al., 2015). Ela ¢ indicada principalmente para problemas digestivos,
sendo conhecida por sua agdo antiulcerosa, cicatrizante, antiflatuléncia e antidcida (MARIOT,
BARBIERI, 2007; HOLNIK et al., 2015).

Todas as atividades e efeitos que a planta apresenta sobre o organismo humano

parecem estar relacionados com metabolitos secundarios que sdo encontrados em sua
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composi¢do, entre eles os principais sdo taninos, triterpenos e flavonoides (MARIOT,

BARBIERI, 2007; HOLNIK, 2015).

Figura 6 — Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia).

T TEER

Fonte: APREMAVI, 2019.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DAS PLANTAS MEDICINAIS

As plantas frescas foram adquiridas sem rotulo em estabelecimento comercial
informal no municipio de Xanxeré, localizado no extremo oeste do estado de Santa Catarina
no més de julho de 2019. As folhas e caules dos exemplares obtidos foram secos a
temperatura ambiente e armazenadas em embalagens de papel at¢ o momento do preparo dos

extratos brutos e chas.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS E CHAS

4.2.1 Extratos brutos etanolicos

As partes selecionadas das plantas foram primeiramente trituradas em moinho de
facas e pesadas. Posteriormente, adicionou-se 10 mL de 4lcool etilico absoluto (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, EUA) as partes moidas das plantas e a mistura foi colocada em banho de
ultrassom, em temperatura ambiente, por uma hora. Apds, os extratos foram filtradas,
armazenadas em frasco de vidro &mbar previamente pesado e entdo colocadas na capela de
exaustdo para a completa evaporagdo do solvente. Apds essa etapa, os extratos brutos foram
pesados e dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) na
concentracdo estoque de 0,0025 g/mL e armazenados a 2-8 °C. Para a realizagdo dos
experimentos foram utilizadas solugdes preparadas a partir da solugdo estoque e diluidas em
tampao fosfato-salino (PBS) no mesmo dia do experimento, de forma que a concentracao
final dos extratos brutos variasse entre 800 e 100 pg/mL. O DMSO 0,0025% (concentragao

final) foi utilizado como controle negativo para todos os experimentos com extratos brutos.

4.2.2 Chas

Para o preparo dos chés, utilizaram-se indicagdes de preparo sugeridas por artigos
cientificos e sites de medicina popular (ALMEIDA et al., 2014; BRUM, 2012; HOLNIK,
2012; MARIOT, 2007; MORES et al., 2018; SANTOS, 2017; ROCHA, 2014). Brevemente,
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para o preparo dos chés das plantas, foram selecionadas de trés a quatro folhas da planta e,
apos a selecdo, essas foram lavadas e secas. Posteriormente, as folhas foram colocadas em
infusdo com 200 mL de 4gua fervente por 15 minutos. Apds, a infusdo foi filtrada e utilizada
no mesmo dia para a realizagdo dos ensaios. Como controle negativo para os experimentos

com chas utilizou-se agua, previamente fervida.

4.3 SELECAO DE PARTICIPANTES E COLETA DAS AMOSTRAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina (Anexo A). Para a realizagdo do trabalho, foram
utilizadas amostras de sangue anticoaguladas com citrato de sodio 0,38% de individuos
clinicamente sauddveis atendidos no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina
(HU/UFSC/EBSERH). Aos participantes foi dada uma explicacdo sobre a pesquisa, seus
riscos e beneficios, € 0s que concordaram em participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a assinatura do TCLE, foram coletados até
dois tubos de 3 mL de sangue total de cada doador por meio de pun¢do venosa. Todos os

ensaios foram realizados com amostras de pelo menos trés individuos diferentes.

4.4 ESTUDOS DE COAGULACAO SANGUINEA

Os estudos de coagulacao foram realizados de acordo com Triplett, Harms e Koepke
(1978) utilizando-se coagulometro semi-automatizado (CLOTimer, Quick Timer). Para os
ensaios de coagulagdo, foi utilizado um pool de plasma pobre em plaquetas (PPP) obtido pela
centrifugacdo do sangue citratado a 1.107 g por 15 minutos a temperatura de 8 °C. Apoés a
obten¢ao do pool de PPP, 100 puL deste foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL
dos extratos brutos, cha ou de DMSO 0,0025%. Em seguida, foram realizados os testes de TP
ou TTPa conforme bula do conjunto diagnéstico. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata e em até trés horas apds a coleta da amostra.
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4.5 ESTUDOS DE AGRAGACAO PLAQUETARIA

A agregacao plaquetaria foi avaliada de acordo com Born e Cross (1963), e utilizou-
se um agregémetro semi-automatizado (AgreGO, Qualiterm). As plaquetas foram isoladas
através de centrifugacdo do sangue citratado a 123 g por 10 minutos a temperatura ambiente
para a obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP). As plaquetas foram contadas em camara
de Neubauer e reajustadas com PBS para 250.000 plaquetas/mm?. Para avaliar os efeitos dos
extratos das plantas sobre a agregacdo plaquetaria, as plaquetas isoladas foram incubadas a 37
°C por 5 minutos com 10 pL dos extratos brutos, do chd ou de DMSO 0,0025%. A seguir, as
amostras foram estimuladas individualmente com ADP (10 uM; Sigma-Aldrich®, St. Louis,
EUA) ou epinefrina (6 uM; Hipolabor, Minas Gerais, BR), e a agregacdo foi acompanhada
por 5 minutos. Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, foi utilizado o PPP da
mesma amostra. Todos os experimentos foram efetuados em triplicata e dentro de um periodo

de trés horas apos a coleta da amostra.

4.6 ANALISE DAS CURVAS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

A agregacao por turbidimetria baseia-se em um sistema fotométrico capaz de captar
a alteracdo da transmitancia de um PRP sob agitacdo constante, adicionando-se um agente
agregante, como o ADP e a epinefrina. Por meio dessa metodologia, € possivel observar que a
agregacao possul uma resposta bifasica, composta pela fase de ativagdo plaquetaria frente ao
estimulo com o agonista, denominada agregagao reversivel ou primeira onda (Figura 7, Painel
A), seguida pela amplificacdo de sinal, liberagdo do contetido granular e agregacgdo
irreversivel, o que d4 origem a segunda onda observada no grafico de porcentagem de
agregacao (Figura 7, Painel B) (RODRIGUES, 2012; TOMAIUOLO, 2017). Ao observar o
perfil da curva de agregagdo gerado apos o tratamento do PRP com o extrato ou cha, pode-se
avaliar como este interfere nas diferentes fases da cinética de agregacao durante a formacgao

do agregado.
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Figura 7 — Perfil da curva de agregacao plaquetaria.

A B

Painel A — Primeira onda da curva de agregacao. Painel B — Segunda onda da curva de agregacdo. Fonte: A

autora

4.7 DETERMINACAO DE Clso DOS EXTRATOS BRUTOS E DO CHA

A Clso foi calculada apenas para os extratos brutos cuja acdo fizeram com que
agregacao plaquetaria fosse inferior a 50%, ou que aumentaram o tempo de TP e TTPA em
50% na concentracao de 800 pg/mL. Para a determinagdo da Clso, foram realizadas dilui¢des
seriadas dos extratos brutos na razdo de dois. Os extratos nas suas variadas concentracoes
foram utilizados nos ensaios de agregacao plaquetaria como anteriormente descrito. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. A Clso foi obtida a partir da curva concentragdo-

resposta, utilizando-se o software GraphPad Prism 5.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados e a andlise estatistica foram realizados com o auxilio do software
MedCalc® v.18.11.6. As varidveis numéricas foram expressas como média e desvio-padrio.
As médias das variaveis foram comparadas utilizando-se o teste t de Student para amostras

independentes e foi adotado um nivel de significancia de 5% (P<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS

Para a preparagdo dos extratos brutos etandlicos das plantas foram feitas pré-selecoes
das partes que seriam utilizadas. Para o extrato de P. major e de M. ilicifolia foram utilizadas
apenas as folhas, enquanto para V. montevidensis foram usadas as folhas juntamente com o
caule. A escolha dessas partes pode ser justificada pela alta concentragdo de metabolitos
secundarios que se acumulam nessas regides. Adicionalmente, ja ¢ descrito na literatura
popular e cientifica o uso dessas estruturas para a realizacdo de infusdes e preparagdes de
extratos (ALMEIDA, 2014; BRUM, 2012; HOLNIK, 2012; MARIOT, 2007; MORES et
al.,2018; SANTOS, 2017; ROCHA, 2014).

ApoOs a selecdo das partes, essas foram trituradas em moinho de facas e pesadas.

Posteriormente, o extrato bruto etandlico foi obtido e também pesado (Tabela 1).

Tabela 1 — Massa das partes das plantas e dos extratos brutos.

Planta Massa das partes trituradas  Massa dos extratos
PMB (Plantago major) 2,7846 ¢ 0,0300 g
MIB (Maytenus ilicifolia) 2,7566 g 0,0408 g
VMB (Vitex montevidensis) 6,9551 g 0,0132 g

Fonte: A autora.

5.2 ATIVIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS SOBRE A COAGULACAO SANGUINEA

O presente estudo avaliou o efeito dos extratos brutos de trés plantas encontradas no
Brasil na coagulacdo sanguinea sobre a via extrinseca (TP) e a via intrinseca (TTPa) da

coagulacdo. Na Tabela 2 podem ser vistos os resultados dos experimentos.
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Tabela 2 - Efeito dos extratos brutos (800 ug/mL) sobre o tempo de protrombina (TP) e o

tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

TP TTPa
Tratamento
Média + DP (s) Média + DP (s)
Controle DMSO (0,0025%) 14,8 + 0,8 28,1 +1,9
PMB (Plantago major) 134+1,0 31,0+ 1,1%*
MIB (Maytenus ilicifolia) 13,4+0,6 40,6 £ 1,9*
VMB (Vitex montevidensis) 12,3+ 1,8 25,7+0,1

DP — desvio padrao. * Prolongamento significativo em relag@o ao controle (P<0,05). Fonte: A autora.

Como pode ser observado, os extratos PMB e MIB prolongaram significativamente
apenas o TTPa, sugerindo que os dois extratos atuam especificamente sobre os fatores e
processos envolvidos com a via intrinseca da coagulacdo sanguinea. O extrato VMB ndo
prolongou de forma ndo significativa os dois parametros, mostrando que esse ndo apresenta
efeito anticoagulante.

Os extratos brutos sao misturas de compostos presentes nas partes das plantas. Como
ja mencionado, M. ilicifolia e P. major sao ricas em flavonoides, taninos e triterpenos, que sao
metabolitos secundarios conhecidos por exercerem atividade inibitdria sobre a coagulagdo
sanguinea (AL-SNAFI, 2017; COSTA, 2015; DURAIRAJ, 2010). Al-Snafi (2017) descreveu
o efeito anticoagulante de Allium sativum, popularmente conhecido com alho, que também
possui flavonoides, dentre eles quercetina (flanonol), apigenina (flavona) e miricetina
(flavonol), como seus metabolitos. Além dos flavonoides, o alho tem presente na sua
composi¢do metabolitos como os organosulfurados e terpendides (MISTERIO DA SAUDE E
ANVISA, 2013). Um estudo realizado com extratos isolados de Allium sativum demostrou
que os apigeninas e os organosulfurados presentes na planta, em conjunto, atuam reduzindo a
concentragdo de calcio intracelular e inibindo o metabolismo do AA e a secrecdo de
mediadores da amplificacdo de sinal (EL HAOUARI; ROSADO, 2016). Dessa forma, no
presente trabalho, o efeito dos extratos etandlicos pode estar relacionado com a presenga de
um unico metabolito ou com o efeito sinérgico de varios.

Na pratica clinica, um dos anticoagulantes mais utilizados ¢ a heparina ndo
fracionada. Como mencionado anteriormente, ela atua inibindo fatores ativos da coagulagdo e

age, principalmente, sobre fatores da via intrinseca. Na rotina clinica, pacientes que fazem uso
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de heparina ndo fracionada devem manter os valores de relagdo TTPa do paciente/TTpa do
controle entre 1,5 ¢ 2,0 (BRASIL, 2010). No caso dos extratos PMB e¢ MIB, as relagdes
obtidas foram aproximadamente de 1,1 e 1,4, respectivamente, ou seja, inferiores ao alvo
terapéutico. Dessa forma, apesar dos prolongamentos significativos de TTPa apds o
tratamento com PMB e MIB, esses resultados ndo foram considerados promissores e,
portanto, ndo foi dada continuidade as investigacdes sobre os efeitos anticoagulantes desses
dois extratos. No entanto, seria interessante realizar o isolamento dos constituintes desses
extratos brutos e testar os seus efeitos sobre a coagulacdo, de forma a identificar quais t€ém
acdo sobre a hemostasia secundaria e seus mecanismos de acgdo, pois, ao trabalhar com
compostos isolados, seria possivel utilizad-los em concentragdes maiores, de forma a obter-se

novas moléculas com atividade clinicamente significativa.

5.3 ATIVIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS SOBRE A AGREGACAO PLAQUETARIA

O presente estudo também avaliou o efeito dos extratos brutos sobre a agregacao
plaquetaria induzida por dois agonistas diferentes, o ADP e a epinefrina. Na Tabela 3 pode-se

ver a média de agregacdo do PRP apoés o tratamento com os extratos.

Tabela 3 - Efeito dos extratos brutos de PMB, MIB e VMB (800 pg/mL) sobre a agregacao

plaquetaria induzida por adenosina difosfato (ADP) e epinefrina.

ADP Epinefrina
Tratamento
Média + DP (%) Média = DP (%)
Controle DMSO (0,0025%) 89,1 £3,6 87,1 £3,6
PMB (Plantago major) 40,2 £2,9%* 48,2 +£2,9%
MIB (Maytenus ilicifolia) 16,9 £ 3,9* 14,8 £ 3,9*
VMB (Vitex montevidensis) 57,5+6,1* 63,0+ 6,1*

DP — desvio padrdo. * Diferencga significativa em relagao ao controle (P<0,05). Fonte: A autora.

Como se pode observar, todos os extratos apresentaram efeito antiagregante ao inibir
significativamente a agregacao plaquetaria quando comparado ao controle. Dentre os trés
extratos, o que se mostrou menos promissor foi o VMB, que apresentou porcentagens de

agregacao do PRP superiores a 50% apo6s o tratamento. Porcentagens de agregagdo superiores
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a 50% ndo sdo consideradas promissoras, uma vez que a Clso calculada provavelmente seria
muito alta, o que dificultaria a sua utilizagdo em modelos in vivo. Por isso, optou-se por nao
dar continuidade as investigagdes do potencial antiagregante desse extrato.

Ja os extratos PMB e MIB tiveram efeitos significativos e promissores, uma vez que
as porcentagens de agregacdo foram inferiores a 50% para os dois agonistas utilizados. Da
mesma forma que o efeito anticoagulante encontrado para esses extratos, provavelmente os
efeitos sobre a agregacdo plaquetaria podem estar relacionados com os metabolitos
secundarios que sdo encontrados nessas plantas. As duas plantas (PMB e MIB) sdo ricas em
flavonoides e estudos encontrados na literatura ja demonstram seus efeitos sobre a hemostasia
humana (FAGGIO, 2017; ROCHA et al., 2014; SANTOS, 2017; HOLNIK, 2015). Estudos
envolvendo plantas como Campomanesia xanthocarpa, Arbutus unedo ¢ Ginkgo biloba, ricas
em flavonoides, enfatizam o alto poder antiagregante que esse metabolito tem sobre a
agregacao plaquetaria (HAOUARI, 2016; SOGUT, 2015).

Além do percentual de agregagao, também foi avaliado o efeito dos extratos sobre o

perfil da curva de agregacdo do PRP (Figura 8 ¢ 9).
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Figura 8 — Efeito do extrato bruto PMB, MIB e VMB (800 pg/mL) sobre o perfil da curva de

agregacao plaquetaria induzida por adenosina difosfato (ADP), em compara¢do com o
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Figura 9 - Efeito do extrato bruto PMB, MIB e VMB (800 pg/mL) sobre o perfil da curva de

agregacao plaquetaria induzida por epinefrina, em compraragdo com o controle.
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PMB - Plantago major; MIB - Maytenus ilicifolia; VMB - Vitex montevidensis. Fonte: A autora

Como anteriormente mencionado, a agregacdo possui uma resposta bifésica,
composta pela fase de ativacdo plaquetéria frente ao estimulo com o agonista, denominada
agregacdo reversivel ou primeira onda, seguida pela amplificagdo de sinal, liberagdo do
conteudo granular e agregacdo irreversivel, o que d& origem a segunda onda de agregacao
(BERNARDI; MOREIRA, 2004).

Como se pode verificar nas Figuras 8§ e 9, PMB e VMB inibiram parcialmente a

segunda onda de agregacdo induzida pelos dois agonistas. Dessa forma, pode-se sugerir que
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os constituintes desses extratos nao sejam capazes a inibir os processos de transducao de sinal
pro-agregante (primeira onda), mas sejam capazes de inibir os processos de amplificacdo de
sinal que envolve, principalmente, a degranulacdo plaquetaria e a produgcdo de TXA2 por
meio da ativacdo do metabolismo do acido araquidonico. Estudos que avaliaram o efeito
antiagregante de flavonoides ja demonstraram que esse tipo de metabdlito secundario pode
atuar sobre esses mecanismos de amplificacdo de sinal (AL-SNAFI, 2015; EL HAOURI et
al., 2016; ISMAIL IYNEM, 2013).

Em estudo realizado por Bijak et al. (2017) avaliou o efeito de flavonoides sobre a
agregacao plaquetéria induzida por 4cido araquiddonico. Nesse estudo, apos o tratamento das
plaquetas com concentragdes de 50 uM e 100 uM, obtiveram-se agregagdes plaquetarias tao
baixas quanto 10%, o que demonstra que esses flavonoides sdo inibidores do metabolismo do
acido araquiddnico. Outros estudos que avaliaram flavonoides extraidos de Ginkgo biloba,
uma planta amplamente conhecida pelo seu efeito antiagregante, também demonstraram que
esses metabolitos atuam inibindo a produ¢do de TXA2 (AL-SNAFI, 2015; ISMAIL IYNEM
etal., 2013).

Outro trabalho relatou que fenodis também apresentam atividade antiplaquetaria.
Nesse estudo, os fendis, principalmente os tocofendis, presentes nos o6leos extraidos de
Argania spinosa inibiram a sintese de TXA2, afetando, dessa forma, a amplificacdo de sinal
pro-agregante da hemostasia primaria (HAIMEUR et al., 2013).

Diferentemente de PMB e VMB, MIB parece inibir totalmente a segunda onda e
parcialmente a primeira onde de agregacdo gerada pelos agonistas testados (Figuras 8 e 9).
Com isso, pode-se sugerir que os constituintes desse extrato atuem inibindo os processos de
transducdo de sinal pro-agregante (primeira onda) que sdo desencadeados pela ligacdo do
agonista ao seu receptor especifico. Da mesma forma, essa atividade pode estar relacionada
aos flavonoides presentes na planta. Um estudo demonstrou que flavonoides podem atuar
aumentando as concentragdes de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) nas plaquetas (EL
HAOURI, 2016). O AMPc desempenha um papel importante nos processos de transducao de
sinal e ativagdo plaquetaria e, quando uma plaqueta ¢ estimulada a agregar, as concentragdes
citoplasmaticas de AMPc diminuem. Portanto, ao promover o aumento da concentracdo de
AMPc, o flavondides estaria exercendo uma acao antiagregante (FAGGIO, 2017).

A atividade antiplaquetaria também pode estar relacionada com outros metabolitos

que nao flavonoides. Um estudo demostrou que os taninos apresentam atividade sobre a
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hemostasia humana ao inibir a agregacao plaquetaria induzida por ADP e AA por meio da
diminuicdo da concentragdo de célcio citosolico (MEKHFT et al., 2006).

Visto que varios tipos de metabolitos secundarios podem ser responsaveis pelos
efeitos observados no perfil da curva de agregagao, ressalta-se que sao necessarios estudos de
caracterizacdo dos constituintes dos extratos brutos testados para se ter certeza de sua
composicao e, dessa forma, confirmar se o efeito antiagregante observado ¢ relacionado aos
flavonoides supostamente presentes nas plantas, ou a outro tipo de metabolito. Outra hipotese
¢ que a acdo observada seja resultado de um efeito conjunto dos varios tipos de metabdlitos

presentes nos extratos.

5.4 DETERMINACAO DE Clsp DOS EXTRATOS BRUTOS

Como MIB foi capaz de inibir significativamente a agregagdo plaquetédria induzida
tanto por ADP quanto por epinefrina, foram realizadas diluigdes seriadas do extrato para
investigar se essa atividade antiagregante de M. ilicifolia era concentra¢do dependente (Figura
10).

Figura 10 — Curvas de concentracao resposta induzida por ADP e epinefrina em funcao de

MIB.

= 100+ A ~ 1004 B

S S

& 80 E 80+

: F

2 64 60+

2 g

,: 4{}' .-E—‘ ‘ﬂ}'

-4 =

. Bl

E’_ﬂ 201 % 20

7 i

ﬂ c L] L] L] L) 1 ﬂ c L) L] L] L] 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

MEB (pg/mL) MB (ug/mL)
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por Epinefrina (EPI) em funcdo do extrato bruto de MIB - Maytenus ilicifolia.(n=3) Fonte: A autora
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Como pode ser observado na Figura 10, o extrato apresentou uma a¢ao dependente
da sua concentragdo. A partir das curvas de dose resposta, foram calculadas as Clso do extrato
MIB (Tabela 4). As duas Clso foram muito semelhantes entre si, sugerindo que o extrato atue

em mecanismos comuns as duas vias de ativacao plaquetaria.

Tabela 4 — Efeito de MIB sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina.

Clso
Tratamento ADP Epinefrina
Média + DP (ug/mL) Média + DP (ng/mL)
MIB (Maytenus ilicifolia) 2898+ 7,3 2748 £7,5

ADP — adenosina difosfato; Clso — concentragao inibitoria de 50%; DP — desvio padrio. Fonte: A autora.

O extrato de PMB também apresentou significativa inibicdo da agregacdo plaquetéria
com o0s agonistas, porém por ultrapassar a linearidade da curva e ter valores maiores que 800
png/mL, ndo foi possivel determinar as Clso de PMB. Devido a essa elevada Clso, ndo foi dada

continuidade aos estudos com PMB.

5.5 EFEITO DOS CHAS DAS PLANTAS COM RESULTADOS ANTIAGREGANTES
PROMISSORES

Como o extrato bruto etanolico de MIB foi o que se apresentou mais promissor € o
que possuia as melhores Clso calculadas, decidiu-se avaliar se o cha obtido através da infusdo
das suas folhas, apresentaria algum efeito sobre a hemostasia sanguinea, haja visto que, na
medicina popular, essa planta ¢ consumida na forma de cha.

Como pode ser visto na Tabela 5, o cha de MIB foi capaz de inibir
significativamente a agregacao induzida por epinefrina, mas nao por ADP. Esses resultados
inferiores aos encontrados para o tratamento com extrato bruto estdo provavelmente
relacionados com os métodos de extracdo. Na utilizagdo do cha de M. ilicifolia, a extragdo foi
realizada através de infusdao com agua fervente, diferente do preparo do extrato bruto, com
1sso os resultados nao foram significativos, pois provavelmente o chd concentra quantidades
muito inferiores dos metabolitos ativos da planta, sendo necessario quantidades muito maiores

para um possivel efeito ser observado.
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Tabela 5 - Efeito do cha de MIB sobre a agregagao plaquetaria sanguinea induzida por

adenosina difosfato (ADP) e epinefrina.

ADP Epinefrina
Tratamento
Média + DP (%) Média + DP (%)
Controle DMSO (0,0025%) 89,0+ 5,6 87,5+2,1
MIB (Maytenus ilicifolia) 88,564 68,7+ 5,1*

DP — desvio padrao. * Diferenga significativa em rela¢do ao controle (P<0,05). Fonte: A autora.

Além do percentual de agregacao, também foi avaliado o efeito do chd de MIB sobre
o perfil da curva de agregacdo do PRP (Figura 11). Como se pode verificar, o chd nao
interferiu no perfil da curva de agregacao induzida por ADP, mas inibiu fracamente a segunda
onda de agregacdo induzida pela epinefrina. Esse resultado ¢ diferente do encontrado para o
extrato bruto etandlico de MIB, que inibiu totalmente a segunda onda e parcialmente a
primeira onde de agregacdo gerada pelos dois agonistas testados.

A diferenga entre a concentragdo dos metabdlitos nas duas solucdes pode estar
relacionada com o solvente utilizado na extracdo e no tempo de extra¢do. O extrato bruto foi
extraido com 4lcool etilico absoluto em ultrassom por uma hora, que traz vantagens sobre o
método da infusdo para a preparagdo do cha que nao utilizou ultrassom e foi preparado em 15
minutos. O ultrassom pode facilitar a extragdo, pois causa dilatacdo e hidratacdo dos materiais
das plantas e causa alargamento dos poros da parede celular, com isso ocorre uma quebra da
parede aumentando a penetracdo do solvente e assim aumentando o rendimento da extragao
(JAQUES, 2005; OLIVEIRA, 2016).

Em relacdo ao preparo do cha, o método de infusdo em agua fervente pode apresentar
uma série de fatores que podem resultar em maior ou menor rendimento como o tempo de
infusdo, temperatura e grau de mineralizacdo da 4gua, bem como a granulometria do material
vegetal utilizado (ALMEIDA et al, 2019). No experimento realizado e seus resultados nao
promissores referentes ao cha, esse desfecho pode estar relacionado ndo necessariamente a
planta e suas propriedades, mas ao método utilizado. O método de infusdo foi selecionado
devido ao fato de ser o procedimento mais utilizado na medicina popular para a preparacdo de
chés. No entanto, alguns fatores referentes a esse método podem ter interferido nos resultados,
como o tempo de extragdo, que pode ter sido insuficiente. Além disso, outro ponto importante
a ser considerado ¢ a natureza do solvente, uma vez que a agua pode competir pela dissolugao

do soluto (planta) caso o material esteja com uma taxa de umidade alta (VEGGI et al., 2009).
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Figura 11 - Efeito do cha MIB sobre o perfil da curva de agregagdo plaquetaria induzida por

ADP e epinefrina.
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MIB - Maytenus ilicifolia; ADP - Adenosina difosfato. Fonte: A autora

Apesar de a atividade de MIB sobre o TTPa nao ter sido clinicamente significativa,
também avaliou-se a acdo do seu cha sobre esse ensaio, uma vez que o resultado obtido foi
muito proximo do clinicamente desejavel. Como pode ser visto na Tabela 6, o cha nao
prolongou o TTPa, ndo apresentando, portanto, acdo anticoagulante.

Como explicado anteriormente, o ndo prolongamento do tempo de TTPa pode ser
justificado pela baixa concentracdo dos metabodlitos secundarios no cha pela forma de

extracao.
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Tabela 6 — Efeito do cha de MIB sobre o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

TTPa
Tratamento
Média + DP (s)
Controle DMSO (0,0025%) 26,5+ 0,7
MIB (Maytenus ilicifolia) 244 +1,2

DP — desvio padrao. Fonte: A autora.
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6 CONCLUSAO

A compilacdo dos resultados permitiu concluir que:

e Os extratos brutos etanodlicos de PMB e MIB possuem discreto efeito sobre a
coagula¢do, ao prolongarem significativamente o TTPa;

e Os extratos brutos etanolicos de PMB, MIB e¢ VMB apresentaram atividade
antiagregante frente ao ADP e a epinefrina, mas apenas os extratos de PMB ¢ MIB se
mostraram promissores por gerarem agregagoes inferiores a 50% apds o tratamento;

¢ Os extratos de PMB e VMB atuam inibindo a amplificacdo de sinal pro-agregante,
enquanto MIB inibe a transducdo de sinal pro-agregante gerado pela ligagdo do agonista;

e A acdo antiagregante de MIB foi concentragdo dependente ¢ sua Clso para ADP e
epinefrina foram de 289,8 + 7,3 pg/mL e de 274,8 + 7,5 pug/mL, respectivamente. A Clso de
PMB nio pode ser calculada;

O chd de MIB apresentou efeito inferior ao extrato etandlico ao inibir

significativamente apenas a agregacao induzida por epinefrina.



46

7 PERSPECTIVAS

e Identificar os metabolitos secundarios presentes nos extratos etandlicos e no cha;

e Realizar o isolamento dos principais constituintes dos extratos;

e Avaliar qual(ais) compostos isolados sdo responsaveis pela atividade antiagregante
e anticoagulantes das plantas;

e Investigar o mecanismo de agdo desses compostos isolados.
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Apresentagio do Projeto:

Projeto de pesquisa de Ana Carolina Rabello de Moraes, docente do Departamento de Analises Clinicas,

com a participacdo de Carine Bollis Frozza, Bianca Regina Alberton, lara Kretzer, Bruna Jaques, Tanara
Arenhart e Stephanie Viegas Gkionis.

Trata-se de um estudo quantitativo e transversal, com previsao de 900 participantes, que utilizara amostras
de sangue total de individuos referenciados a Unidade de Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital
Universitario Professor Polydoro Emnani de S&o Thiago — HW/UFSC/EBSERH. ). A amostra para a pesquisa
& sangue total anticoagulado com citrato de sodio 3,2% ou EDTA, o qual sera coletado no mesmo momento
da coleta de amostra para a realizacdo de outros exames laboratoriais, evitando uma segunda punc¢do
venosa. As amostras acondicionadas serdo transportadas até o Laboratorio de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH) localizado no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago —
HU/UFSC/EBSERH, onde serdo processadas para a realizacdo dos ensaios biologicos, como estudos de
agregacao plaquetaria, de coagulacdo sanguinea, de western blot, de citometria de fluxo, de citotoxicidade,

entre outros. As metodologias empregadas em cada um destes estudos constam do projeto anexado.

Sao critérios de inclusdo:

- individuos com idade superior a 18 anos, que procuraram a Unidade de Laboratorio de Analises
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Clinicas do Hospital Universitario Professor Polydoro Emani de Séo Thiago — HU/UFSC/EBSERH para
realizar exames laboratoriais;

- individuos que ndo tenham utilizado antiagregantes, anticoagulantes ou anti-inflamatérios ndo esteroidais
nos ultimos 10 dias;

- individuos que nao tenham histérico de doencga hepatica;

- individuos que tenham concordado em participar do estudo por meio da assinatura do TCLE. A hipdtese &
que 05 compostos naturais testados nas suas diferentes formas apresentam atividade antiagregante efou
anticoagulante. Como desfecho primario, a pesquisadora cita a identificacdo de novos compostos de arigem

natural com atividade sobre a hemostasia humana.

Objetivo da Pesquisa:

Realizar estudos sistematicos para avaliar os efeitos de compostos de origem natural, na forma de extrato

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Séo citados os riscos relativos aos procedimentos de coleta de sangue (formacdo de hematoma e dor),
possiveis constrangimentos durante a explicacdo do projeto e/ou quebra de confidencialidade dos dados
coletados. S3o descritos os procedimentos para reduzir os riscos.

N#o haverdao beneficios diretos. Sdo citado como beneficio indireto a possibilidade de serem identificados
novos compostos de origem natural com propriedades terapéuticas e que representem um avanco em
diregdo ao desenvolvimento de novos farmacos antitrombdéticos.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta pertinencia, fundamentacao bibliografica, clareza em seus objetivos e potencial para
contribuir com a linha de pesguisa que se encaixa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

A folha de rosto vem assinada pela pesquisadora responsavel e pela autoridade institucional competente
(Chefe do Departamento de Analises Clinicas).

Consta declaracdo da instituicdo onde sera realizada a pesquisa (HU/UFSC), assinada por responsavel
institucional, disponibilizando a existéncia de infraestrutura necessaria ao
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.

desenvolvimento da pesquisa, autorizando a sua execucao e comprometendo-se a cumprir os

( cronograma informa que a coleta de dados acontecera a partir de 22/07/2019.

O orgcamento informa despesas de R$ 13.500,00 com financiamento préprio.

O TCLE esta claro quanto a objetivos, procedimentos e riscos e cumpre essencialmente todas as exigéncias

da res. 466/12.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Sem pendéncias.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1337608.pdf 13:48:01
Outros hemostasia_carta_de_resposta_ao_CE | 03/06/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito

PSH 28052019.pdf 13:46:24 | de Moraes
TCLE/ Termos de |TCLE projeto_hemostasia_produtos na| 03/06/2019 |[Ana Carolina Rabello| Aceito
Assentimento / turais_2v_28052019 pdf 13:45:17 | de Moraes
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto_comite_etica_hemaostasia_produ| 03/06/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito
Brochura tos_naturais_2v.pdf 13:44:50 |de Moraes
Investigador
Folha de Rosta folhaDeRosto_assinada pdf 16/04/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito
17:46:23 | de Moraes
Declaragdo de declaracao_concordancia_hu_16042019] 16/04/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito
Instituicdo e pdf 16:14:23 | de Moraes
Infraestrutura
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Nao
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