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RESUMO

A hemostasia ¢ um mecanismo fisioldégico que envolve o equilibrio dindmico entre os fatores
pro-coagulantes e anticoagulantes. Um desequilibrio da hemostasia a favor dos mecanismos
pro-coagulantes pode resultar em eventos trombdticos. A geracdo de um trombo espontaneo
na circulagdo arterial ou venosa estd associada ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, que representam a principal causa de Obito em todo o mundo. A
morbimortalidade dessas doengas e de suas complicacdes constitui hoje um importante
problema de satude publica. Atualmente, existem diversas estratégias terap€uticas para evitar e
prevenir os eventos tromboembdlicos, como o uso de firmacos anticoagulantes e
antiplaquetarios, entretanto, esses medicamentos estdo associados a muitos efeitos adversos e
dificuldade de adesdo. Nesse contexto, produtos de origem natural ainda hoje tém sido
amplamente utilizados com o intuito de descobrir e desenvolver novas entidades
farmacéuticas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de extratos
brutos provenientes de plantas sobre a agregacdo plaquetaria. Foram testados os seguintes
extratos etanolicos: extrato de alcachofra (EEAlc), extratos de laranja (EELil, EELi2 e
EELa3), extrato de banana (EEBn), extratos de bacuri (EEBcl e EEBc2), extratos de lichia
(EELil e EELi2), extrato de manga (EEMg), extratos de rambutan (EERb1 e EERDb2), extrato
de juca (EEJc) e extrato de papaya (EEPp). Previamente a realizacdo dos ensaios, as amostras
de plasma rico em plaquetas foram incubadas por 5 minutos a 37 °C com os extratos brutos
(800 pg/mL) ou dimetilsulfoxido 0,5% (controle). A acdo sobre a agregagdo plaquetaria foi
avaliada por meio do método de turbidimetria, utilizando-se os agonistas difosfato de
adenosina (ADP - 10 uM) ou epinefrina (5 pg/mL). Todos os extratos brutos inibiram de
maneira significativa a agregacdo quando estimulados por ADP ou epinefrina, e 0s extratos
EEAlc, EELil, EELi2, EEBc2 e EERbI foram considerados os mais promissores por inibirem
de forma mais expressiva a agregacdo induzida por ambos os agonistas testados. Nao foi
possivel determinar a Cls, do extrato de EELil, no entanto, acredita-se que sua atividade
esteja relacionada com a inibicdo da transducdo de sinais pro-agregantes. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel evidenciar o potencial que a flora brasileira representa para a
produgdo de novos farmacos antiagregantes.

Palavras-chave: Agregacao plaquetaria, Plantas, Extratos brutos.



Anti-aggregation effect of crude ethanolic extracts of Cynara scolymus L., Citrus sinensis,
Musa spp., Platonia insignis, Litchi chinensis, Mangifera indica, Nephelium lappaceum,
Libidibia ferrea and Carica papaya

Hemostasis is a physiological mechanism that involves the dynamic balance between
procoagulant and anticoagulant factors. An imbalance of hemostasis in favor of procoagulant
mechanisms can result in thrombotic events. The generation of a spontaneous thrombus in the
arterial or venous circulation is associated with the development of cardiovascular diseases,
which represent the main cause of death worldwide. The morbidity and mortality of these
diseases and their complications is today an important public health problem. Currently, there
are several therapeutic strategies to avoid and prevent thromboembolic events, such as the use
of anticoagulant and antiplatelet drugs, however, these drugs are associated with many
adverse effects and difficulty in adherence. In this context, products of natural origin have still
been widely used today with the aim of discovering and developing new pharmaceutical
entities. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of crude extracts from plants on
platelet aggregation. The following ethanolic extracts were tested: artichoke extract (EEAlc),
orange extracts (EELil, EELi2 and EELa3), banana extract (EEBn), bacuri extracts (EEBc1
and EEBc2), lychee extracts (EELil and EELi2), mango extract (EEMg), rambutan extracts
(EERb1 and EERDb2), juca extract (EEJc) and papaya extract (EEPp). Prior to performing the
assays, the platelet-rich plasma samples were incubated for 5 minutes at 37 °C with the crude
extracts (800 pg/mL) or 0.5% dimethylsulfoxide (control). The action on platelet aggregation
was evaluated using the turbidimetry method, using the agonists adenosine diphosphate (ADP
- 10 uM) or epinephrine (5 pg/mL). All crude extracts significantly inhibited aggregation
when stimulated by ADP or epinephrine, and the extracts EEAlc, EELil, EELi2, EEBc2 and
EERb1 were considered the most promising, as they inhibited more expressively the
aggregation induced by both agonists tested. It was not possible to determine the ICs, of the
EELil extract, however, it is believed that its activity is related to the inhibition of the
transduction of pro-aggregating signals. From the results obtained, it was possible to highlight
the potential that the Brazilian flora represents for the production of new antiplatelet drugs.

Keywords: Platelet aggregation, Plants, Crude extracts.
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1 INTRODUCAO

O sangue tem como fungdo basica o transporte de elementos e substancias e, por esse
motivo, deve permanecer em um estado fluido dentro dos vasos. Para que isso ocorra,
mecanismos celulares e moleculares interagem de forma simultdnea para manter o equilibrio
hemostatico. Quando ocorre uma lesdo vascular, o sangue altera sua fluidez a fim de diminuir
a perda sanguinea. Essa altera¢do da fluidez consiste na formag¢do de um trombo “branco” e
de uma malha de fibrina por meio da agregacdo plaquetaria e da coagulagdo sanguinea,
respectivamente. Apds desempenhar sua fun¢do de impedir a perda sanguinea, o tampao
hemostatico (trombo plaquetario + malha de fibrina) deve ser removido para que a luz do vaso
e o fluxo de sangue retornem aos seus estados normais (LORENZI, 2006).

A formagdao do tampao hemostatico envolve uma série de interagdes entre os
constituintes celulares e plasmaticos do sangue e os componentes celulares e extracelulares
dos vasos sanguineos (MOHAMMED et al., 2020). Os mecanismos envolvidos na formagao
do tampao hemostatico devem ser regulados para que, simultaneamente, evitem tanto a perda
excessiva de sangue (hemorragia), quanto a formacao de trombos intravasculares indevidos
(trombose), decorrentes de formagdo excessiva de fibrina. Pode-se dizer, portanto, que a
hemostasia ¢ um processo em que sangramento e trombose sdo desfechos indesejados e
resultantes de anormalidades (AKAY, 2018).

Eventos tromboticos podem ocorrer devido a um desequilibrio da hemostasia a favor
dos mecanismos pro-coagulantes, resultando na formacdo de um coagulo no limen do vaso
sanguineo, o que compromete o seu fluxo e pode levar a isquemia e morte tecidual. Portanto,
a geragdo de trombos esta relacionada com a patogenia das doengas cardiovasculares (DCV),
sendo que, geralmente, os trombos arteriais, ricos em plaquetas, se depositam nas laterais ou
ao redor de placas ateroscleroticas rompidas; € os trombos venosos, por sua vez, ricos em
fibrina e eritrocitos, se desenvolvem em uma parede endotelial intacta. Dessa forma, a
trombose arterial esta relacionada ao infarto agudo do miocardio (IAM) e ao acidente vascular
cerebral (AVC), enquanto a trombose venosa ¢ a causa do tromboembolismo venoso (TEV),
embolia pulmonar e sindromes coronarianas agudas (KOUPENOVA et al., 2017).

De acordo com a Organizacio Mundial da Saude (OMS), as DCV constituem a
principal causa de morte em todo o mundo. Estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morreram
por DCV em 2016, representando 31% de todas as mortes em ambito global. No Brasil, as
DCV seguem a tendéncia mundial e sdo a causa niimero um de morte no pais, configurando o

mais grave problema de satide publica no pais. Além disso, a prevaléncia, que atualmente ¢ de
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6,1% na populacdo, vem crescendo desde 1990 devido ao envelhecimento populacional. Em
relag@o aos custos, mais de um bilhdo de reais foram gastos em procedimentos cirurgicos para
DCVs em 2019, no Brasil. Dessa forma, a elevada incidéncia, morbidade e mortalidade dos
eventos tromboembodlicos e de suas complicagdes, associado ao seu elevado custo para o
Sistema Unico de Saude (SUS), faz com que eles sejam considerados um problema de saude
publica de grande importancia (OLIVEIRA, 2021; WEITZ; EIKELBOOM, 2016).

Estima-se que 1 a 4 pessoas morrem no mundo devido as consequéncias causadas por
eventos tromboticos e, ainda, que 1-2 a cada 100 mil habitantes necessitem de alguma terapia
medicamentosa para tratar ou prevenir tais eventos (WTD, 2021). Os principais fairmacos
utilizados na prevencdo ou tratamento da trombose venosa sdo os anticoagulantes orais e
injetaveis, representados pelos varfarinicos (antagonistas da vitamina K) e os inibidores
diretos e indiretos dos fatores Ila e Xa (FLATO et al., 2011). Ja os principais farmacos
utilizados na trombose arterial consistem nos antiplaquetarios como o 4cido acetilsalicilico
(AAS) e o clopidogrel (RANG et al., 2004). Esses agentes tém utilizagdo clinica e eficacia
comprovada no tratamento e prevengdo de fenomenos tromboembdlicos. No entanto, alguns
problemas associados ao seu consumo ainda limitam sua utilizagdo universal como uma
janela terapéutica estreita, imprevisibilidade de dose-resposta, interacdes medicamentosas e
alimentares, necessidade de monitorizagdo laboratorial frequente, plaquetopenia, resisténcia
ao tratamento, inexisténcia de antidoto e, paradoxalmente, indugdo de estados de
hipercoagulabilidade. Sendo assim, ainda se faz necessario o desenvolvimento de novos
farmacos antiagregantes e anticoagulantes que sejam efetivos, permitam administracao oral,
tenham posologia simplificada, farmacocinética e farmacodinamica previsiveis e que nao
necessitem de monitorizagao laboratorial (AMIROU et al., 2018; STRUIJK et al., 2012).

Nesse contexto, os produtos naturais e/ou suas novas estruturas ainda hoje t€ém sido
amplamente utilizados com o intuito de descobrir e desenvolver novas entidades
farmacéuticas. Entre os anos de 1981 e 2019, dos 1.602 novos fAirmacos aprovados pelo Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América (ou organizacdes similares),
45% eram de origem natural, derivados de produtos naturais, ou sintéticos que mimetizavam
um produto natural ou que utilizavam um produto natural como farmacoforo. No ambito da
hemostasia, dos 23 anticoagulantes e dos 30 antitromboticos aprovados na mesma época, 17 e
15, respectivamente, eram de origem natural ou inspirados em moléculas de origem natural.
Em relacdo aos antiagregantes, todos os quatro farmacos aprovados no periodo de 1981 a
2019 eram derivados de produtos naturais ou sintéticos de forma a mimetizar um produto

natural (NEWMAN; CRAGG, 2020).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEMOSTASIA

A hemostasia ¢ um mecanismo fisiologico essencial que envolve o equilibrio dindmico
entre os fatores pro-coagulantes e anticoagulantes. Esse processo tem como fun¢do manter o
sangue em um estado fluido na corrente sanguinea, cessar o sangramento apds uma lesdo
vascular e restaurar a integridade do vaso (AUSTIN, 2017; JOBLING; EYRE, 2013).

Mecanismos celulares e moleculares interagem de forma simultinea para manter o
equilibrio hemostatico. Os componentes do sistema hemostatico incluem as plaquetas, os
vasos sanguineos, as proteinas pro-coagulantes, os anticoagulantes naturais e o sistema
fibrinolitico (O'DONNELL; O'SULLIVAN; PRESTON, 2019).

Em condigdes fisiologicas, o sangue circula em estado fluido através dos vasos. O
endotélio vascular atua como uma barreira fisica separando os componentes sanguineos das
estruturas subendoteliais reativas, além de produzir inibidores da coagulacdo e da agregacao
plaquetaria. Porém, quando ocorre um dano vascular, a superficie subendotelial com
propriedades altamente trombogénicas passa a ser exposta, € essa alteracdo para um estado
pro-trombdtico induz a vasoconstricdo, adesdo e ativagdo de plaquetas, ativacdo da
coagulagdo e deposicdo de fibrina na parede do vaso. Apos a regeneracdo do tecido, o coagulo
de fibrina se dissolve e o fluxo sanguineo ¢ restaurado (AUSTIN, 2017; SIRA; EYRE, 2016).

Estudos indicam que esses processos ocorrem de forma simultdnea e interligada,
entretanto, o mecanismo hemostatico pode ser didaticamente dividido em hemostasia
primaria, hemostasia secundaria e fibrinolise. A hemostasia primaria compreende a interagao
complexa das plaquetas com o endotélio vascular, o que culmina na formacao de um plugue
de plaquetas inicial que visa cessar a perda sanguinea. Posteriormente, na hemostasia
secundaria, ocorre a ativagdo da cascata de coagulagdo, que produz uma malha de fibrina
responsavel por estabilizar o tampdo plaquetario, tornando-o mais resistente. A tltima fase,
conhecida como fibrindlise, tem como fun¢do degradar a fibrina e dissolver o coagulo
formado, controlando sua extensdo e prevenindo complicacdes tromboembolicas. Qualquer
desequilibrio nesses processos altamente regulados pode resultar em eventos tromboticos ou

complica¢des hemorragicas (AUSTIN, 2017; SIRA; EYRE, 2016; VERSTEEG et al., 2013).
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2.1.1 Hemostasia Primaria

Os principais componentes da hemostasia primaria sdo: células endoteliais, vasos
sanguineos, plaquetas, fator de von Willebrand (FvW) e fibrinogénio (FI) (FONTES, 2012;
RODRIGUES; CASTILHO-FERNANDES).

Em situagdes normais, o endotélio ¢ responsavel por promover uma superficie nao
trombogénica pela produ¢do de inibidores da ativacdo plaquetaria como prostaciclina e 6xido
nitrico; inibidores da coagulacdo como o heparan sulfato e o inibidor da via do fator tecidual
(TFPI); e ativadores da fibrindlise como o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (tPA).
Em contrapartida, a camada subendotelial ¢ altamente trombogénica e contém colageno, FvW,
fibronectina e fator tecidual (FT). Da mesma maneira, em condig¢des fisioldgicas, as plaquetas
ndo interagem com a parede intacta do vaso, no entanto, quando ocorre uma lesdo no
endotélio vascular, ocorre a liberagdo de FvW, colageno e FT, que passam a ser expressos na
superficie das células endoteliais, o que resulta na alteragdo para um estado pro-trombotico,
na aderéncia das plaquetas a matriz extracelular e em uma sequéncia de processos
hemostaticos que irdo culminar na formagdo do trombo plaquetario. Classicamente, esses
processos sao divididos em quatro etapas: adesdo, ativagdo, secre¢ao e agregacao plaquetaria
(BROOS et al, 2011; CIMMINO; GOLINO, 2013; JOBLING; EYRE, 2013; KAZMI,
BOYCE; LWALEED, 2015; PALTA; SAROA; PALTA, 2014).

2.1.1.1 Adesao plaquetaria

As plaquetas expressam diversos receptores de membrana que sdo importantes para
sua funcao hemostatica como o complexo Gplb/V/IX, a GpVI, a Gpllb/Illa, a Gpla/lla,
receptores de trombina (receptores ativados por proteases - PARs), receptores de ADP (P2Y1,
P2Y12 e P2X1) e receptores de tromboxano A2 (TxA2) (receptores TP) (WANG;
GALLANT; NI, 2016). A adesao inicial das plaquetas ao local da lesdo vascular ¢ mediada
pela interacdo da Gplb, pertencente ao complexo Gplb/V/IX, com o FvW, uma proteina
adesiva multimérica que ¢ liberada a partir da superficie subendotelial na presenca de uma
lesdo (ANGIOLILLO; UENO; GOTO, 2010; CIMMINO; GOLINO, 2013).

Além do FvW, o colageno também passa a ser expresso pelas células endoteliais e é
capaz de interagir com diversas glicoproteinas (Gp) de membrana, de forma direta ou indireta.
A interacdo inicial ¢ indireta e mediada pela interposicao do FvW, que ¢ capaz de se ligar ao

colageno e alterar a sua conformagdo da forma inativa para a forma ativa. Consequentemente,
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o complexo Gplb/V/IX interage com o FvW ativado e ligado ao coldgeno, e essa interagao,
apesar de ndo estimular uma firme adesdo plaquetaria, reduz a velocidade das plaquetas e
permite que elas se liguem diretamente ao colageno por meio das GpVI e Gpla/lla. Essas
interacdes ativam outros receptores, como a Gpllb/Illa, capaz de se ligar de forma irreversivel

com o fibrinogénio (Figura 1) (GAWAZ; VOGEL, 2013; LISMAN et al., 2006).

Figura 1 - Interagdes receptor-ligante na fase de adesdo plaquetéria.

GpIb/IX/V GplIb/IIIa

[L‘ GpVvi @0® Fibrinogénio

Coldgeno

Gp - glicoproteina; FvW - Fator de von Willebrand. Fonte: adaptado de GITZ et al, 2013.

A adesao das plaquetas aos componentes da matriz subendotelial desencadeia uma
cascata de sinalizagdo mediada por tirosina-quinases e receptores acoplados a proteina G, o
que leva a ativagdo e liberagdo de granulos plaquetérios e, como consequéncia, recrutamento
de mais plaquetas adicionais para o local da lesdo. Nesse sentido, a adesdo representa uma
etapa essencial para a formagao do trombo plaquetario, visto que a auséncia ou deficiéncia de
glicoproteinas ou FvW causam defeitos expressivos na hemostasia (BROOS et al., 2011;

CIMMINO; GOLINO, 2013).

2.1.1.2 Ativagao plaquetaria

A ativagdo plaquetaria pode ser iniciada por meio de uma série de vias metabdlicas,
ocorrendo apds adesdo das plaquetas ao colageno exposto e pela interacdo de agonistas com
seus respectivos receptores na membrana externa da plaqueta. Essas ligacdes resultam na

ativacdo de vias comuns de sinalizagdo intracelular, mediadas por tirosina-quinases e
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receptores acoplados a proteina G, estimulando a liberagdo de agonistas a partir das plaquetas
e gerando um Jloop de ativagdo. Os principais agonistas plaquetarios sdo: colageno, ADP,
TxA2, epinefrina e trombina (ANGIOLILLO; UENO; GOTO, 2010).

A ativagdo das vias comuns resulta na libera¢do de calcio (Ca*?) a partir do reticulo
endoplasmatico e na ativagdo da proteina quinase C (PKC). A liberagdo de Ca™ resulta no
aumento da sua concentragdo intracelular e na ativagdo do sistema contratil actina-miosina, o
que gera modificagdes do citoesqueleto, alteragdo das plaquetas do formato discoide para o
esférico e extensao de pseudopodes. Ainda, a ativagao do sistema contratil actina-miosina
promove a contracdo dos conteudos granulares do citosol, que se fundem com a membrana
externa, resultando na secregdo ¢ disseminagdo destes sobre a area do vaso danificado. A
ativagdo da PKC resulta na secrecao de granulos, exposi¢cdo da GplIb/Illa e, posteriormente, a
agregacao plaquetaria (Figura 2) (BROOS et al., 2011; BYE; UNSWORTH; GIBBINS, 2016;
CIMMINO; GOLINO, 2013; JENNINGS, 2009; STALKER et al., 2012).

Figura 2 - Mecanismos de ativagdo plaquetaria estimulados via proteina Gq e tirosina

quinase.
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Gp - glicoproteina; TxA2 - tromboxano A2; ADP - difosfato de adenosina; Cat2 - calcio; PKC - proteina
quinase C. Fonte: adaptado de BROOS et al., 2011.

O ADP ¢ armazenado em elevadas concentragdes nos granulos densos e ¢ liberado

pelas plaquetas aderentes durante a ativagdo plaquetaria. A ligacdo do ADP ao receptor P2Y1,
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acoplado a proteina Gq, ¢ capaz de ativar segundos mensageiros responsaveis pelo aumento
de Ca™ intracelular e alteragdes conformacionais nas plaquetas, levando a uma fraca e
transitoria agregacao (Figura 2) (ANGIOLILLO; FERREIRO, 2010; BRASS et al., 2011;
CIMMINO; GOLINO, 2013). O ADP também se liga ao receptor P2Y 12, que ¢ acoplado a
proteina Gi, assim como os receptores a2-adrenérgicos da epinefrina (Figura 3). Estas
ligacdes levam a estabilizacdo da agregacdo plaquetaria ¢ mudanga da conformagdo da
Gpllb/Illa, tornando-a receptor para o fibrinogénio. A coativacdo dos receptores P2Y1 e
P2Y12 ¢ essencial para a agregagao induzida por ADP, uma vez que a inibi¢ao de qualquer
um destes receptores resulta em uma diminui¢do acentuada na agregacdo (ANGIOLILLO;

FERREIRO, 2010; BYE; UNSWORTH; GIBBINS, 2016; JIN; KUNAPULI, 1998).

Figura 3 - Mecanismos de ativacao plaquetaria estimulados via proteina Gi.
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Gp - glicoproteina; ADP - difosfato de adenosina; a2-a - a2-adrenérgicos. Fonte: adaptado de BROOS et al.,
2011.

2.1.1.3 Secrecdo plaquetaria

As plaquetas contém trés tipos de granulos: granulos-o, granulos densos e lisossomos,

que armazenam mediadores fundamentais para a agregacdo plaquetiria e cascata de

coagulagdo (YUN et al., 2016).
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Os granulos-a s30 os mais abundantes e os seus contetidos granulares incluem
glicoproteinas adesivas (P-selectina, fibrinogénio e FvW), fatores de coagulacdo (V, XI e
XIII), quimiocinas e um estoque de Gpllb/Illa. A liberacdo dessas proteinas potencializa a
ligacdo de plaquetas via GplIb/Illa com o fibrinogénio e GpIb/IX/V com o FvW, refor¢ando
as interagdes plaquetdrias e recrutando mais plaquetas para o local da lesdo (JENNE;
URRUTIA; KUBES, 2013; THOMAS; STOREY, 2015; YUN et al., 2016).

Os granulos densos armazenam uma variedade de moléculas ndo proteicas que sdo
secretadas durante a ativagdo plaquetaria, como serotonina, histamina, ADP, trifosfato de
adenosina (ATP), magnésio, Ca™ e TxA2. A liberagdo de mediadores secundarios, como os
agonistas ADP e TxA2, ¢ fundamental para o feedback positivo que leva a rapida ativacao de
um grande numero de plaquetas e suporta a consolidagdo do trombo plaquetario. Por fim, os
lisossomos contém glicosidases, proteases acidas e hidrolases, cuja funcdo ¢ eliminar os
agregados plaquetarios circulantes (BYE; UNSWORTH; GIBBINS, 2016; THOMAS;
STOREY, 2015).

2.1.1.4 Agregacao plaquetaria

Os eventos de adesdo e ativacdo plaquetdria culminam na agregacgdo plaquetaria, um
processo dinamico que envolve a ligacdo de proteinas adesivas ao receptor GpllIb/Illa em sua
forma ativa. Apds as mudancas conformacionais decorrentes da ativagdo plaquetaria, esse
receptor tem sua afinidade pelo fibrinogénio aumentada. O fibrinogénio se liga a Gpllb/Illa
ativada e essa ligacdo induz outras Gps adesivas, incluindo fibronectina, FvW e vitronectina,
a se ligarem nesses receptores, mediando a interagdo de plaquetas adjacentes, o que contribui
para a estabilizacao do plugue plaquetario e formagao de um trombo rico em fibrinogénio no
local da lesdao (Figura 4) (CIMMINO; GOLINO, 2013; JENNINGS, 2009; MADAN;
BERKOWITZ; TCHENG, 1998).
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Figura 4 - Interagdes entre plaquetas adjacentes na etapa de agregacao.
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Gp — glicoproteina; FvW — Fator de von Willebrand. Fonte: adaptado de ROBBINS; COTRAN, 2010.

2.1.2 Hemostasia Secundaria

Para estabilizar o tampao plaquetario inicialmente formado, proteinas plasmaticas
sintetizadas pelo figado e circulantes no sangue, em sua forma inativa, sdo ativadas para
formar uma “rede” de fibrina. Nessa etapa, tem-se a cascata de coagulagdo, que compreende
os fatores de coagulacdo (RODRIGUES; CASTILHO-FERNANDES; FONTES, 2012; TEN
CATE et al., 2017).

A cascata de coagulagdo ¢ tradicionalmente dividida em via intrinseca e extrinseca,
que convergem em uma via comum. O processo de coagulacdo inicia-se principalmente pela
ativacdo da via extrinseca ao ocorrer a exposi¢ao do FT na corrente sanguinea. Em individuos
saudaveis, sdo encontradas baixas concentragdes de fator VII (FVII) em sua forma ativa
(FVIIa) na circulagdo sanguinea. Dessa forma, o FVII e o FVIIa se ligam ao FT liberado pelas
membranas celulares, formando o complexo FVIIa/FT, que possui atividade enzimatica. Esse
complexo, também conhecido como complexo tenase extrinseco, ¢ capaz de clivar o fator X
(FX) da via comum e o fator IX (FIX) da via intrinseca, tornando-os ativos e dando origem ao
FXa e FIXa, respectivamente (FRANCO, 2001; PALTA; SAROA; PALTA, 2014)

J& a via intrinseca ¢ ativada pelo sistema de contato com superficies de carga elétrica
negativa como colageno e endotoxinas. O processo requer a presencga de pré-calicreina (uma
serinoprotease) € um cofator ndo enzimatico denominado cininogénio de alto peso molecular

(CAPM), que auxiliam na ativagdo do fator XII (FXII), formando o FXIla. Em seguida, o
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FXIla converte o fator XI (FXI) em fator XI ativado (FXIa), e o FXla transforma o FIX em
FIXa. O FIXa se liga entdo ao seu cofator VIII ativado (FVIIIa) formando o complexo tenase
intrinseco (FIXa/FVIIla) que, na presenca de fosfolipidios plaquetarios e Ca'™, é capaz de
ativar o FX, dando origem ao FXa (FRANCO, 2001; SMITH; TRAVERS; MORRISSEY,
2015).

A ativacdo do FX, tanto pela via extrinseca quanto intrinseca, inicia a via comum da
coagulacdo. Nessa fase, o FXa associa-se ao seu cofator V ativado (FVa), formando o
complexo protrombinase (FXa/FVa) na presenc¢a de fosfolipideos de membrana e Ca™ . Esse
complexo converte a protrombina (FII) em trombina (FIla), e a trombina cliva o fibrinogénio
(FI) soluvel em polimeros de fibrina (Fla) soluveis e ativa o fator XIII (FXIIIa). Por fim, os
polimeros de fibrina sofrem ac¢do do complexo trombina/FXIlIa/Ca™* gerando a fibrina
entrecruzada e formando uma rede estavel e insoluvel de fibrina sobre o trombo plaquetario

(Figura 5) (FRANCO, 2001; PALTA; SAROA; PALTA, 2014).

Figura 5 - Representacdo esquematica da teoria cldssica da cascata de coagulagao.
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CAPM - cininogénio de alto peso molecular; FT — fator tecidual. Fonte: adaptado de PALTA; SAROA; PALTA,
2014.
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2.1.3 Fibrindlise

O sistema fibrinolitico ¢ ativado juntamente com a cascata de coagulagdo e ¢
responsavel por dissolver o coagulo formado, limitando sua extensdo. Esse processo se inicia
quando o FXII, ao entrar em contato com particulas de carga elétrica negativa, forma um
complexo com o CAPM e a pré-calicreina, e esse complexo produz calicreina a partir de
pré-calicreina e bradicinina. A bradicinina entdo estimula a liberagdo do tPA, 6xido nitrico e
prostaciclina a partir das células endoteliais (CHAPIN; HAJJAR, 2015; EZIHE-EJIOFOR;
HUTCHINSON, 2013; FRANCO, 2001).

Posteriormente, o plasminogénio se liga aos residuos de lisina da fibrina presente no
coagulo e os ativadores do plasminogénio (tPA, uPA e calicreina) clivam o plasminogénio em
plasmina. A plasmina, por sua vez, ¢ uma enzima litica potente que tem a capacidade de
degradar fibrinogénio e fibrina, liberando diferentes produtos de degradagdo (PDFs), além de
degradar a fibrina entrecruzada, liberando fragmentos como o dimero-D (Figura 6) (CHAPIN;

HAJJAR, 2015; EZIHE-EJIOFOR; HUTCHINSON, 2013; FRANCO, 2001).

Figura 6 - Representagdo esquematica do sistema fibrinolitico.
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FXIIa — fator XII ativado; CAPM - cininogénio de alto peso molecular; tPA — ativador do plasminogénio
tecidual; PDFs — produtos de degradacdo de fibrina e fibrinogénio. Fonte: adaptado de ECLINPATH, 2013.

2.2 PRODUTOS NATURAIS

O Brasil ¢ o pais com a maior biodiversidade do mundo. Sao mais de 46.000 espécies
vegetais conhecidas no pais, espalhadas pelos seis biomas terrestres e trés grandes

ecossistemas marinhos. As diferentes zonas climaticas do Brasil favorecem a formagao de
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biomas, a exemplo da Floresta Amazodnica, maior floresta tropical imida do mundo; o
Pantanal, maior planicie inundavel; o Cerrado, com suas savanas ¢ bosques; a Caatinga,
composta por florestas semidridas; os campos dos Pampas; e a floresta tropical pluvial da
Mata Atlantica (BIODIVERSIDADE, GOVERNO FEDERAL).

Nesse contexto, os produtos de origem natural tém sido utilizados hd muito tempo
como uma tradicional fonte medicinal e, ainda hoje, continuam a desempenhar um papel
crucial em pesquisas na area da quimica, biologia e medicina (WANG; DONG; SHENG,
2019), sendo, portanto, considerados a mais promissora fonte de moléculas e/ou prototipos de
farmacos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Estudos relatam que os metabolitos secundarios, compostos bioativos produzidos por
plantas, como flavonoides e alcaloides, possuem atividade cardioprotetora. Os efeitos
cardioprotetores desses fitoquimicos podem ser devido a suas atividades antioxidantes,
anti-hipercolesterolémicas, antiangiogénicas, anti-isquémicas, anti-inflamatorias e de inibi¢ao
da agrega¢do plaquetaria, que reduzem o risco de disturbios cardiovasculares (BOTSARIS;
ALVES, 2007; FAGGIO, 2017; VALLANCE et al., 2019; VASANTHI; SHRISHRIMAL,;
DAS, 2012).

Os compostos do metabolismo secundario, ao contrdrio dos compostos do
metabolismo primdrio, ndo sdo essenciais ao crescimento e desenvolvimento da planta, mas
podem ser imprescindiveis a sobrevivéncia e continuidade da espécie dentro do ecossistema,
uma vez que possuem caracteristicas quimicas variadas e apresentam atividades bioldgicas
bastante relevantes (TAIZ; ZEIGER, 2004). Esses compostos sdo divididos em trés grupos
principais: terpenos, compostos fenoélicos e compostos nitrogenados. Os grandes grupos sao
divididos em subgrupos com biossintese, fun¢do e importancia especifica (BORGES;
AMORIM, 2020).

O interesse no metabolismo secundario vegetal tem sido crescente nos ultimos anos,
considerando que o consumo destes metabolitos apresenta resultados promissores na
prevencao de doengas como o cancer, disfungdes cardiovasculares e outras doengas cronicas
(AHARONI; GALILI, 2010).

Um estudo realizado por Chaves e colaboradores (2010) focalizou 43 substancias de
origem vegetal - flavonoides, feniletanoides, fenilpropanoides, alcaloides, cumarinas, acidos
fenolicos, fenantrenos e uma saponina - com atividade antiplaquetaria e/ou anticoagulante. No
trabalho, foi observado que os flavonoides sulfatados e os derivados cumarinicos sao classes
quimicas promissoras, considerando que ambas apresentam similaridades estruturais com os

farmacos clinicamente utilizados, tais como a heparina e a varfarina, respectivamente (Figuras
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7 e 8). Dessa forma, essas classes quimicas poderiam vir a fornecer novos compostos lideres

e, eventualmente, se tornarem candidatos a novos farmacos.

Figura 7 - Férmula estrutural da heparina (1) em comparag¢do com os flavonoides sulfatados

3-acetil-7,3',4'-trissulfato de quercetina (2) e 3,7,3',4'-tetrassulfato de quercetina (3).
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1 - formula estrutural da heparina; 2 - 3-acetil-7,3',4'-trissulfato de quercetina; 3 - 3,7,3',4'-tetrassulfato de
quercetina. Fonte: PubChem ¢ CHAVES et al, 2010.

Figura 8 - Formula estrutural da varfarina (1) em comparagao com os derivados cumarinicos
acenocumarol (2), femprocumona (3) e dicumarol (4).
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1 - formula estrutural da varfarina; 2 - acenocumarol; 3 - femprocumona; 4 - dicumarol. Fonte: CHAVES et al,

2010.
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O desenvolvimento de compostos biologicamente ativos (prototipos) envolve etapas
de descoberta, otimizagdo e desenvolvimento. A descoberta ¢ a etapa destinada a eleigdo do
alvo terapéutico, util para o tratamento de uma determinada doenca e a aplicacdo de
estratégias de planejamento molecular para desenho de ligantes do alvo, utilizando as
estratégias de modificagdo molecular classicas da quimica medicinal ou pelo emprego de
técnicas computacionais como a modelagem molecular. A etapa de otimizacdo compreende o
melhoramento da estrutura do protdtipo, realizado por meio de modificagdes planejadas com
auxilio de técnicas definidas, visando o aumento da poténcia, seletividade, diminui¢dao da
toxicidade e adequacdo do perfil farmacocinético: absorcdo, distribui¢do, metabolismo,
excrecdo e toxicidade (ADMET). A etapa de desenvolvimento do protdtipo objetiva a
otimizagdo de suas propriedades ADMET e farmacéuticas (solubilidade, odor, sabor), de
modo a viabilizar seu uso clinico (LIMA, 2007).

Nesse cenario, plantas e sua variedade de ingredientes fitoquimicos continuam sendo
uma fonte potencial para a descoberta de novos medicamentos. Como ja mencionado
anteriormente, entre 1981 e 2019, 45% dos novos farmacos aprovados pelo FDA eram de
origem natural ou inspirados em moléculas de origem natural, incluindo: 17 dos 23
anticoagulantes, 15 dos 30 antitrombdticos e todos os quatro farmacos antiagregantes
aprovados (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antiagregante de

extratos brutos provenientes de plantas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de extratos naturais provenientes de Cymnara scolymus L., Citrus
sinensis, Musa spp., Platonia insignis, Litchi chinensis, Mangifera indica, Nephelium
lappaceum, Libidibia ferrea e Carica papaya, na forma de extratos brutos, sobre a agregacao

plaquetaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Triar o efeito dos extratos brutos etandlicos de Cynara scolymus L., Citrus sinensis, Musa
spp., Platonia insignis, Litchi chinensis, Mangifera indica, Nephelium lappaceum, Libidibia
ferrea e Carica papaya sobre a agregagdo plaquetaria induzida por difosfato de adenosina
(ADP) e epinefrina;

- Determinar a concentracao inibitoria de 50% (Cls,) dos extratos brutos de casca de lichia

(Litchi chinensis).



26

4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DE PARTICIPANTES E COLETA DA AMOSTRA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE N° 12353019.0.0000.0121 — Anexo A).
Foram incluidas no estudo amostras de individuos clinicamente saudaveis com idade superior
a 18 anos, que procuraram a Unidade de Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago — HU/UFSC/EBSERH para realizar
exames laboratoriais, que ndo tenham utilizado antiagregantes, anticoagulantes ou
anti-inflamatorios ndo esteroides nos ultimos 10 dias e que ndo tenham histérico de doenca
hepatica. Aos participantes foram explicados os principios, critérios de inclusdo, riscos e
beneficios de participar da pesquisa; estando o selecionado em concordancia com o
desenvolvimento do estudo, foi solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Apds a assinatura do TCLE, as amostras utilizadas para a realizagdo dos
ensaios foram coletadas em tubos de coleta a vacuo contendo citrato de sédio 3,2% (v/v). Para

cada experimento, amostras de no minimo trés voluntarios foram utilizadas.

4.2 EXTRATOS NATURAIS

Os extratos brutos das plantas foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Louis Pergaud
Sandjo do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC. Estes extratos sdo provenientes de diferentes plantas ou partes de plantas, e
foram obtidos sob as mesmas condi¢des de extragao.

A Tabela 1 apresenta os extratos testados durante a execugdo do trabalho com suas

respectivas codificagdes.
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Tabela 1 - Extratos testados durante a execugdo do projeto.

Codificacao Origem
EEAlc Extrato etanolico de Alcachofra (Cynara scolymus L.)
EELal Extrato etanolico de Laranja (Citrus sinensis). Coleta: 22/11/2017
EELa2 Extrato etanolico de Laranja (Citrus sinensis). Coleta: 16/12/2017
EELa3 Extrato etanolico de Laranja (Citrus sinensis). Coleta: 16/01/2019
EEBn Extrato etanolico da flora de Banana (Musa spp.)
EEBc1 Extrato etanolico de Bacuri (fruto) (Platonia insignis)
EELi1l Extrato etanolico da casca de Lichia (Litchi chinensis)
EELi2 Extrato etanolico da semente de Lichia (Litchi chinensis)
EEBc2 Extrato etanolico de Bacuri (fruta) (Platonia insignis)
EEMg Extrato etanolico de semente de Manga (Mangifera indica)
EERDb1 Extrato etanolico do caule de Rambutan (Nephelium lappaceum)
EEJc Extrato etanolico de Jucé (Libidibia ferrea)
EEPp Extrato etanolico de semente de Papaya (Carica papaya)
EERb2 Extrato etanolico da casca de Rambutan (Nephelium lappaceum)

Fonte: A autora.

Todos os extratos brutos foram dissolvidos em DMSO na concentracdo estoque de
160.000 pg/mL e armazenados em geladeira a 2-8 °C. Para a realizagdao dos experimentos, as
solucdes estoque foram diluidas em 4gua destilada no mesmo dia de cada experimento de
forma que a concentragdo final variasse de 400 pg/mL a 800 pg/mL. Independentemente do
ensaio, foi realizado um experimento controle em paralelo pela adi¢do de DMSO (0,5% v/v

concentracao final) ao invés dos extratos.

4.3 ESTUDOS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

Os ensaios de agregacdo plaquetaria foram executados de acordo com Born e Cross
(1963), utilizando-se um agregdémetro semi-automatizado (AgreGO, Qualiterm). A agregacdo
por turbidimetria baseia-se em um sistema fotométrico capaz de captar a alteracdo da

transmitancia de um plasma rico em plaquetas (PRP) sob agitacdo constante, adicionando-se
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um agente agregante como ADP ou epinefrina. Quando as plaquetas estdo em suspensdo, o
plasma encontra-se turvo, o que dificulta a passagem de luz através do PRP. Entretanto,
quando ¢ adicionado um agonista, ocorre a formagdo de grumos plaquetarios € o meio
torna-se mais limpido, facilitando a passagem de luz e aumentando a transmitancia, dessa
forma, a porcentagem de agregagdo ¢ diretamente proporcional a transmitancia. Por meio
dessa metodologia, ¢ possivel observar que a agregacdo possui uma resposta bifasica,
composta pela fase de ativacao plaquetdria frente ao estimulo com o agonista, denominada
agregacao reversivel ou primeira onda, seguida pela amplificagao de sinal, liberacdo do
contetido granular e agregacao irreversivel, o que resulta na segunda onda observada na curva

de agregacao plaquetaria (Figura 9) (KOLTAI et al., 2017).

Figura 9 - Representacao esquematica da curva de agregagao plaquetéria.
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Fonte: ARENHART, 2020.

Para a realizagdo dos experimentos, as amostras de sangue coletadas foram
centrifugadas a 123 g por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL, obtendo-se um poo/ de PRP. Para a realizagao
dos ensaios de agregacdo, ¢ necessario que o pool de PRP tenha uma concentragdao
aproximada de 250.000 plaquetas/mm?. Dessa forma, antes da realizagdo dos experimentos, as
plaquetas do PRP foram numeradas e sua concentragao ajustada. Para tanto, apds a obtengao
do pool de PRP, 50 uL do pool de PRP foram diluidos em 950 pL de oxalato de amonia 1%, e

a mistura foi incubada por 5 minutos. Apds o tempo de incubacgio, foi realizada a contagem
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de plaquetas em camara de Neubauer e a concentragdo de plaquetas foi ajustada com tampao
fosfato-salino (PBS).

Para avaliar o efeito dos extratos sobre a agregacao plaquetaria, 400 pL do pool de
PRP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com os extratos brutos. Posteriormente, as
amostras foram estimuladas individualmente com ADP (10 pM concentra¢do final;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) ou epinefrina (5 pg/mL concentragdo final; Hipolabor,
Minas Gerais, BR), e a agregagdo foi acompanhada por 5 minutos utilizando-se o software
AgreGo. Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, foi utilizado o pool de PPP
obtido por meio da centrifugacdo das amostras de sangue citratado a 1.107 g por 15 minutos a
temperatura de 8 °C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e dentro de um

periodo de trés horas apds a coleta da amostra.

4.4 DETERMINACAO DA Cl5, DOS EXTRATOS BRUTOS DE CASCA DE LICHIA

Para a determinacdo da ClIs, foi realizada diluicao seriada do extrato bruto na razio de
dois com o uso de agua destilada como diluente. O extrato bruto nas suas variadas
concentragdes foi utilizado nos ensaios de agregacdo plaquetaria como anteriormente descrito
no item 4.3. A Cl;, ¢ obtida a partir da curva concentracdo-resposta, utilizando-se o sofiware
GraphPad Prism 5. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e dentro de um periodo de

trés horas ap0s a coleta da amostra.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados e a andlise estatistica foram realizados com o auxilio do software
MedCalc® v.20.115. Para a construgdo das figuras, foi utilizado o software GraphPad Prism®.
Os dados foram expressos como média e desvio-padrdo. As médias das varidveis numéricas
foram comparadas entre os grupos de interesse por meio do teste analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Foi considerado significativo um valor de

P menor ou igual a 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRIAGEM DO EFEITO DOS EXTRATOS BRUTOS SOBRE A AGREGACAO
PLAQUETARIA

A Tabela 2 e a Figura 10 apresentam os efeitos dos extratos das plantas sobre a
agregacao plaquetaria. Como se pode observar, ao comparar com o controle, todos os extratos

inibiram significativamente a agregacao quando estimulados por ambos os agonistas.
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Tabela 2 - Efeito dos extratos das plantas sobre a agregacdo plaquetaria induzida por difosfato

de adenosina (ADP - 10 uM) e epinefrina (5 pg/mL).

Tratamento Média < P “Media s p
Controle (DMSO 0,5%) 92,8 +4,7 87,6 £6,0
EEAlc (800 png/mL) 4,5 +2,5% 5,3+2,6%
EELal (800 pg/mL) 65,0 £3,2* 10,8 +4,6*
EELa2 (800 pg/mL) 73,0 £2,3* 22,8 +3,6*
EELa3 (800 pg/mL) 63,0+2,5* 54,0 £3,7*
EEBn (800 ng/mL) 82,8 £3,3* 11,8 £3,1%*
EEBc1 (800 pg/mL) 58,8 £3,6* 21,8 +2,9*
EELil (800 png/mL) 7,5+2,3% 10,0 £2,2*
EELi2 (800 ng/mL) 1,5+0,9% 43+1,1*
EEBc2 (800 pg/mL) 4,3 +3,3% 8,0+4,1%*
EEMg (800 ng/mL) 70,3 +£4,9* 59,3 +£2,7*
EERDb1 (800 pg/mL) 1,3+0,4% 3,0+ 1,4*
EEJc (800 pg/mL) 54,3 +4,1%* 46,0 =4,3*
EEPp (800 pg/mL) 66,5 + 5,0* 14,0 +£2,8*
EERb2 (800 pg/mL) 68,3 £4,2* 6,8+ 5,1*%

DP - desvio padrao; DMSO - dimetilsulfoxido; EEAlc - extrato etanolico de alcachofra; EELal - extrato
etanolico de laranja, coleta: 22/11/2017; EELa2 - extrato etandlico de laranja, coleta: 16/12/2017; EELa3 -
extrato etandlico de laranja, coleta: 16/01/2019; EEBn - extrato etanolico da flora de banana; EEBcl - extrato
etanolico de bacuri (fruto); EELil - extrato etanélico da casca de lichia; EELi2 - extrato etandlico da semente de
lichia; EEBc2 - extrato etanolico de bacuri (fruta); EEMg - extrato etanodlico de semente de manga; EERb]1 -
extrato etanolico do caule de rambutan; EEJc - extrato etandlico de juca; EEPp - extrato etandlico de semente de
papaya; EERDb2 - extrato etandlico da casca de rambutan. Os dados foram expressos como média + desvio padrao
(N = 3). * Diferenca significativa em relacdo ao controle (P<0,05). Fonte: A autora.
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Figura 10 - Efeito dos extratos das plantas sobre a agregacdo plaquetaria induzidas por ADP

e epinefrina.
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Painel A: Porcentagens da agregacdo plaquetaria utilizando-se o difosfato de adenosina (ADP - 10 uM) como
agonista. Painel B: Porcentagens da agregacgio plaquetaria utilizando-se a epinefrina (EPI - 5 pg/mL) como
agonista. Os dados foram expressos como média + desvio padrao (N = 3). Controle - DMSO 0,5%. EEAlc -

extrato etanolico de alcachofra; EELal - extrato etandlico de laranja, coleta: 22/11/2017; EELa2 - extrato
etanolico de laranja, coleta: 16/12/2017; EELa3 - extrato etandlico de laranja, coleta: 16/01/2019; EEBn - extrato
etanodlico da flora de banana; EEBcl - extrato etandlico de bacuri (fruto); EELil - extrato etandlico da casca de
lichia; EELi2 - extrato etandlico da semente de lichia; EEBc2 - extrato etandlico de bacuri (fruta); EEMg -
extrato etandlico de semente de manga; EERb]1 - extrato etandlico do caule de rambutan; EEJc - extrato
etanolico de jucd; EEPp - extrato etandlico de semente de papaya; EERb2 - extrato etandlico da casca de
rambutan. Fonte: A autora.



33

Ainda que todos os extratos tenham inibido a agregagdo plaquetaria de forma
significativa, porcentagens de agregacdo médias superiores a 50% ndo sdo consideradas
promissoras, uma vez que as concentracdes de extrato utilizadas ja sdo altas e, dessa forma, a
Cls, calculada provavelmente seria muito elevada, o que dificultaria a transposi¢do para
ensaios in vivo.

Dessa forma, pode-se concluir que os melhores resultados foram obtidos com os
extratos EEAlc, EELil, EELi2, EEBc2 ¢ EERbI para o ADP, e EEAlc, EELal, EELa2,
EEBn, EEBcl, EELil, EELi2, EEBc2, EERb1, EEPp, EERb2 para a epinefrina. Ainda, os
extratos EEAlc, EELil, EELi2, EEBc2 e EERbI podem ser considerados os mais
promissores, pois inibiram em mais de 50% a agregac¢do induzida por ambos agonistas.

Para que a agregacdo plaquetaria ocorra adequadamente, ¢ necessario que a ativacao
da plaqueta ocorra tanto por vias de sinalizacdo que sdo iniciadas pela proteina Gq, quanto por
Gi (AMELIRAD et al, 2019). Como ja mencionado anteriormente, o ADP ¢é capaz de ativar
os mediadores Gq e Gi por meio de sua ligacdo com os receptores P2Y1 e P2Y12,
respectivamente (ESTEVEZ; DU, 2017; WIJEYERATNE; HEPTINSTALL, 2011). A
epinefrina, por sua vez, ¢ considerada um agonista fraco, capaz de ativar o mediador Gi por
sua ligacdo com o receptor a2-adrenérgico, mas os seus receptores ndo sao acoplados a
proteina Gq. Com isso, a epinefrina ¢ dependente dos processos de amplificacdo de sinal
pré-agregante dependentes de ADP, TxA2 e outros agonistas capazes de ativar Gq para gerar
uma agregagao normal (CIMMINO; GOLINO, 2013; CATTANEO, 2015; DAWOOD et al.,
2012; HARRISON et al., 2011).

Com isso, pode-se sugerir que os extratos que apresentaram melhor atividade sobre a
epinefrina do que sobre o ADP (EELal, EELa2, EEBn, EEBcl, EEPp e EERb2) estdo
atuando preferencialmente sobre as vias iniciadas pela proteina Gi, uma vez que a epinefrina ¢
totalmente dependente desse mediador para iniciar sua agdo, enquanto o ADP ¢ capaz de
ativar outros mediadores. Por outro lado, os extratos que inibiram fortemente a acdo dos dois
agonistas testados (EEAlc, EELil, EELi2, EEBc2 e EERbl) podem estar agindo
principalmente sobre as vias mediadas pela proteina Gq ou, outra hipotese, ¢ que esteja
atuando sobre etapas comuns as duas vias. Contudo, precisa-se considerar que os extratos sao
uma mistura heterogénea de metabolitos de suas plantas de origem. Portanto, € possivel que
esses extratos estejam atuando de forma sinérgica sobre multiplas vias de sinalizacdo
plaquetaria, o que também explicaria a atividade simultdnea para os dois agonistas. Estudos
com os compostos isolados a partir dos extratos sao necessarios para melhor determinar as

vias de atuacdo dos mesmos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amelirad%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31011556
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Como mencionado anteriormente, dados na literatura relacionam a presencga de certos
compostos do metabolismo secundario de plantas com atividade antiplaquetdria e/ou
anticoagulante, como flavonoides, feniletanoides, fenilpropanoides, alcaloides, cumarinas,
acidos fendlicos, fenantrenos e saponinas (BOJIC et al, 2019; CHAVES et al, 2010; CHUA;
KOH, 2006; KUBATKA et al, 2022).

Flavonoides sulfatados estdo presentes em espécies da familia Asteraceae e a
incubacdo de plaquetas com esse tipo de flavonoides resultou em uma inibigdo da agregacao
plaquetaria tempo-dependente quando diferentes agonistas, incluindo ADP, trombina e
colageno, foram utilizados (CHAVES et al, 2010). Ainda, Botsaris e Alves (2007)
relacionaram a presenca de flavonoides em extratos de alcachofra, que pertence a familia
Asteraceae, com o aumento da produgdo de oOxido nitrico que, além do seu efeito
vasodilatador, protegeu os vasos sanguineos da trombose ao inibir a agregacdao e a adesdo
plaquetaria. Pode-se sugerir que o extrato de alcachofra (EEAlc) testado nesse trabalho
contenha flavonoides semelhantes aos testados por Chaves e colaboradores (2010) e Botsaris
e Alves (2007), o que explica o efeito antiagregante significativo (Tabela 2) obtido nesse
estudo.

A presenca de flavonoides também pode ser observada em frutos de laranja. Um
estudo com fragdes de laranja doce revelou a presenca de quatro flavonoides glicosilados,
dentre eles: eriocitrina, narirutina, hesperidina e didimina, detectados em todas as cascas e
polpas de frutas avaliadas (LIU, 2018). Trabalhos demonstraram que espécies do género
Citrus spp. ricas em flavonoides apresentam atividade antiagregante, € que a presenga
majoritaria de hesperidina e naringina tem relacdo com esse efeito (ASSEFA et al., 2016;
DOSOKY; SETZER, 2018; YU et al.,, 2011). Da mesma forma, no presente estudo, os
extratos EELal, EELa2 e EELa3, advindos de laranjas da mesma laranjeira, mas colhidas em
datas distintas, inibiram a agrega¢do plaquetéria (Tabela 2). No entanto, eles apresentaram
resultados diferentes entre si. Os trés extratos inibiram de maneira significativa a agregacao
induzida por ADP e epinefrina, porém, apenas as inibi¢des geradas por EELal e EELa2 para a
epinefrina foram promissoras. Interessantemente, esses dois extratos foram obtidos
aproximadamente dois anos antes do que EELa3, o que sugere que as condi¢cdes ambientais e
época de colheita podem ter influenciado no teor dos constituintes vegetais bioativos
presentes nos extratos.

A atividade antiagregante do extrato de banana (EEBn) pode estar relacionada com a
presenca de seus constituintes ja relatados na literatura. Em um estudo realizado por Pereira

(2014), no qual envolvia diferentes extratos provenientes de casca de banana, foi realizada a
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andlise fitoquimica, identificagdo e quantificagdo dos compostos bioativos presentes na fruta.
Alguns dos compostos encontrados pelo autor ja& demonstraram atividade antiagregante em
outros estudos, dentre eles, galocatequina, epigalocatequina, acido galico, kaempferol e
quercetina (CHANG et al., 2012; CHAVES et al, 2010; CHOI et al., 2015; JOO et al., 2018;
MOSAWY, 2015; MOSCHONA et al., 2017; NEIVA et al., 2008; OH et al., 2012; ROLNIK
et al., 2020; STRACK; SOUZA, 2012; VALLANCE et al., 2019; WANG et al., 2015). Nesse
sentido, o resultado favoravel observado para o extrato de banana (EEBn) (Tabela 2) frente a
epinefrina pode estar relacionado com a presenca de tais constituintes.

Os extratos provenientes de bacuri (EEBcl e EEBc2) apresentaram inibicdo
significativa da agregacdo plaquetaria para os dois agonistas testados (Tabela 2). O bacuri,
fruto muito utilizado pela populagdo amazoénica, tem sido amplamente estudado por
apresentar varios efeitos bioldgicos como atividade antioxidante, leishmanicida,
antimicrobiana, citotoxica, anticonvulsivante, cicatrizante ¢ anti-inflamatéria (COSTA
JUNIOR et al., 2010; COSTA JUNIOR et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013; SANTOS
JUNIOR et al., 2010). Atualmente, diversas atividades vém sendo relatadas para todas as
partes deste fruto (semente, casca e polpa). Além de apresentar metabolitos com atividade
antiagregante aqui ja citadas, como kaempferol, quercetina e catequina, sua composicao
quimica apresenta também classes de diterpenos, xantonas, compostos fenolicos, vitaminas C
e E e antocianinas (CUNHA JUNIOR et al., 2020; YAMAGUCHI et al., 2014). Estudos ja
demonstraram a atividade antiagregante das vitaminas C e E (FAHIM et al., 2011; LIU et al.,
2020; MOUSA, 2010). Além disso, alguns diterpenos também j& apresentaram atividade
antiplaquetaria (MOURA et al., 2011; MOURA et al., 2014; TIRAPELLI et al., 2010; YANG
et al., 2010). Os resultados obtidos nesse estudo para os extratos de bacuri (EEBc1 ¢ EEBc2)
podem estar relacionados com a presenca dos constituintes citados.

Correia e colaboradores (2006) avaliaram os metabodlitos presentes na familia
Anacardiaceae e determinaram que os terpenoides sdo as substancias mais representativas no
género Mangifera, ao qual pertence a manga. Além da mangiferina, foram isolados da fruta de
manga compostos fendlicos simples com comprovada atividade antioxidante, tais como acido
hidroxibenzoico, galatos de alquila, ésteres do acido benzodico, além dos flavonoides
catequina e epicatequina, e, de seu latex, foram identificados compostos conhecidos como
lipidios fenoélicos. Trabalhos ja demonstraram que galatos, catequina e epicatequina possuem
acdo antiagregante (JOO et al., 2018; NEIVA et al., 2008; VALLANCE et al., 2019).
Adicionalmente, Alafion e colaboradores (2019) constataram que a semente de manga era

capaz de inibir significativamente a agregacao plaquetaria, enquanto a polpa e casca da fruta e
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a casca da semente ndo eram. Em seu estudo, Alafiéon e colaboradores (2019) verificaram que
parte desse efeito estava relacionado a presenga de mangiferina no extrato, uma vez que essa
foi capaz de inibir em 31% a agregacao plaquetaria. Semelhantemente, no presente trabalho, o
extrato de semente de manga (EEMg) também apresentou atividade antiagregante (Tabela 2) e
isso pode estar relacionado a presenca de mangiferina, catequina, epicatequina, entre outros.

Os extratos EERbl e EERDb2, provenientes do caule e da casca do rambutan,
respectivamente, apresentaram atividade antiagregante promissora (exceto EERb1 para o
ADP) no presente trabalho (Tabela 2). Estudos identificaram que a casca do fruto possui
compostos fitoquimicos que demonstram efeitos antioxidantes, antimicrobianos,
antidiabéticos, antivirais, anti-inflamatorios, anti-hipoglicémicos e antiproliferativos em testes
in vitro ¢ in vivo (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2019; JAHURUL et al., 2020). O
rambutan pertence a familia Sapindaceae, conhecida por ser uma abundante fonte de
compostos fitoquimicos como diglicosideo de malvidina, leucocianidina, glicosideo de
cianidina, saponinas, hidroxitolueno butilado, isolariciresinol, kaempferol, rutina e
estigmasterol em todas as partes das plantas (AKBAR, 2020). Alguns desses compostos,
como o kaempferol, tem conhecida atividade antiagregante (DIANITA; JANTAN, 2019) e,
portanto, pode estar relacionado com o efeito observado.

O juca ou pau-ferro ¢ uma espécie arborea bastante conhecida na medicina popular,
sendo suas diferentes partes utilizadas no tratamento de varias doengas e sintomas. Diante de
sua importancia etnofarmacologica, o Ministério da Saude brasileiro incluiu esta espécie na
Lista Nacional de Plantas Medicinais importantes para o Sistema de Saude (SANTOS, 2018).
Estudos fitoquimicos apontam a presenga de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas,
esteroides e compostos fendlicos como possiveis classes de metabodlitos responsaveis por suas
atividades biologicas (GONZALEZ, 2005). Além disso, outro estudo com extrato seco de juca
mostrou seu potencial antioxidante, fato esse relacionado com a riqueza em componentes
polifenodlicos como o 4cido galico, e os flavonoides quercetina glicosilada e kaempferol
glicosilado (NETO, 2018). A quercetina, o acido galico e as cumarinas também ja foram
reconhecidos como inibidores da agregacao plaquetaria (CHANG et al., 2012; HSIA et al.,
2019; STRACK; SOUZA, 2012; VALLANCE et al, 2019; WRIGHT et al, 2010) e,
provavelmente, a atividade antiagregante apresentada pelo extrato EEJc (Tabela 2),
proveniente de jucd, deve-se a presenga desses metabolitos.

O extrato EEPp, derivado de mamao papaya, apresentou atividade antiagregante
promissora para a epinefrina (Tabela 2). Um estudo realizado por Nugroho e colaboradores

(2017), utilizando extrato metandlico de folhas de mamao papaya, revelou a presenca de
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flavonoides antioxidantes nas folhas como quercetina, kaempferol e seus glicosideos. Em
outro trabalho, foi relatada a presenca de vitamina C e carotenoides como licopeno,
B-criptoxantina e B-caroteno em frutos maduros de mamao papaya (SANCHO et al., 2011).
Kaempferol, quercetina e vitamina C ja foram citados no presente estudo como compostos
com atividade antiagregante (CHOI et al., 2015; FAHIM et al., 2011; LIU et al., 2020;
MOSAWY, 2015; MOSCHONA et al., 2017; OH et al, 2012; ROLNIK et al., 2020;
STRACK; SOUZA, 2012; WANG et al., 2015). Sawardekar e colaboradores (2016)
realizaram um estudo para comparar o efeito antiplaquetdrio do licopeno com o &cido
acetilsalicilico (AAS) e concluiram que todas as concentragdes de licopeno utilizadas
reduziram a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e colageno, obtendo resultados
favoraveis em relagdo ao AAS.

Diante do exposto, pode-se observar que os achados na literatura e nesse estudo
ressaltam o potencial farmacoldgico dos compostos encontrados nas plantas, envolvendo a
presenca dos grandes grupos principais de metabolitos secundarios (terpenos, compostos
fenolicos e compostos nitrogenados) e vitaminas. Ainda, nesse trabalho, destacam-se os
compostos fendlicos como potenciais agentes antiplaquetarios, dentre eles os flavonoides

kaempferol, quercetina, catequina e epicatequina (Figura 11).

Figura 11 - Férmula estrutural de kaempferol (1), quercetina (2), catequina (3) e epicatequina
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1 - kaempferol, 2 - quercetina, 3 - catequina, 4 - epicatequina. Fonte: PubChem.
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5.2 DETERMINACAO DA CI5, DO EXTRATO BRUTO DE CASCA DE LICHIA (EELil)

Dentre os extratos mais promissores, os extratos de laranja (EELal e EELa2), semente
de lichia (EELi2), caule de rambutan (EERb1) e bacuri (fruta) (EEBc2) ja tiveram a Cls,
determinada por outro membro do grupo de pesquisa. Sendo assim, optou-se por continuar os
experimentos com o extrato de casca de lichia (EELil).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados obtidos pela dilui¢do seriada do extrato

de casca de lichia (EELil) utilizando-se o ADP e a epinefrina como agonistas.

Tabela 3 - Efeito dos extratos de casca de Lichia (EELi1) sobre a agregagdo plaquetaria
induzida por difosfato de adenosina (ADP - 10 uM) e epinefrina (5 pg/mL).

e,
Controle (DMSO 0,5%) 96,0 £4,8 90,0 +£3,8
EELil (800 pg/mL) 7,5+2,3% 10,0 £2,2%
EELil (400 pg/mL) 81,8+9,0 78,5+9,2

DP - desvio padrao; DMSO - dimetilsulfoxido; EELil - extrato etandlico da casca de lichia. Os dados foram
expressos como média + desvio padrao (N = 3). * Diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).
Fonte: A autora.

Ao observar a Tabela 3, pode-se concluir que o extrato apresenta atividade dependente
da concentracdo, uma vez que, ao reduzir a concentra¢do pela metade, o efeito antiagregante
também diminui e chega proximo da porcentagem de agregagdo obtida no controle.
Infelizmente, devido ao pequeno volume de extrato cedido para a realizagdo desse trabalho,
nao foi possivel realizar diluigdes intermediarias para estabelecer uma curva
concentragdo-resposta e, consequentemente, determinar a Cly, do extrato. No entanto, ao
avaliar melhor o efeito de EELil sobre a agregacgdo plaquetaria e tentar entender a forma como
0 extrato atua sobre a agregacdo plaquetaria, foi possivel avaliar o perfil da curva de
agregacao.

Em relagdo ao perfil das curvas de agregacdo, sabe-se que a agregacdo plaquetaria
ocorre apos a ligacdo de agonistas a seus receptores acoplados a proteinas Gq e Gi, sendo que
essas ligagdes transduzem sinais de ativagdo plaquetaria, gerando a primeira onda de
agregacdo ou agregacao reversivel. Posteriormente, as vias de sinalizagdo ativadas por

diferentes agonistas convergem para vias de sinalizagdo comuns, amplificando os sinais
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desencadeados pela ligacdo ao receptor e liberando o contetido granular, gerando assim a
segunda onda ou agregacao irreversivel (BERNARDI; MOREIRA, 2004).

Na Figura 12, estdo apresentadas as curvas de agregacdo obtidas pela dilui¢ao seriada
do extrato de casca de lichia (EELil) quando o ADP foi empregado como agonista. Como
pode ser observado, o extrato EELil na concentragdo de 800 pg/mL inibiu parcialmente a
primeira onda de agregacdo. Por outro lado, na concentragao de 400 pg/mL, o extrato inibiu

parcialmente apenas a segunda onda e ndo afetou a primeira.

Figura 12 - Efeito do extrato de casca de lichia (EELil) sobre a agregacdo plaquetaria
induzida por ADP.

Controle EELi1 (800 pg/mL) EELi1 (400 pg/mL)
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.

Tempo (5 minutos)

ADP - difosfato de adenosina (10 pM); Controle - DMSO 0,5%; EELil - extrato etanodlico da casca de lichia. As
amostras foram incubadas durante 5 minutos. Imagens ilustrativas de um experimento de trés. Fonte: A autora.

Na Figura 13, estdo apresentadas as curvas de agregacao obtidas pela dilui¢do seriada
de EELil quando a epinefrina foi utilizada para iniciar a agrega¢do. De forma semelhante ao
ADP, observa-se que o extrato na concentracdo de 800 pg/mL inibiu totalmente a segunda
onda de agregagdo e parcialmente a primeira, enquanto, na concentragdo de 400 pg/mL, o

extrato inibiu parcialmente a segunda onda e ndo afetou a primeira.
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Figura 13 - Efeito do extrato de casca de lichia (EELi1) sobre a agregagdo plaquetaria

induzida por epinefrina.

< Controle EELi1 (800 pg/mL) EELi1 (400 pg/mL)
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Tempo (5 minutos)

EPI - epinefrina (5 pg/mL); Controle - DMSO 0,5%; EELil - extrato etandlico da casca de lichia. As amostras
foram incubadas durante 5 minutos. Imagens ilustrativas de um experimento de trés. Fonte: A autora.

Por inibir de alguma forma a primeira onda, sugere-se que o extrato possui acao sobre
a transdugdo de sinal pro-agregante ocasionada pela ligagdo do agonista ao seu receptor.
Contudo, precisa-se considerar que os extratos sao uma mistura heterogénea de metabolitos de
suas plantas de origem, portanto, pode haver compostos presentes nos extratos que atuam
sobre a segunda onda de agregacdo e que ndo sdo percebidos por essa andlise devido a
presenca dos que atuam na primeira onda.

A lichia (Figura 14), pertencente a familia Sapindaceae, ¢ uma planta importante na
medicina tradicional chinesa e no sudeste asiatico, e suas bioatividades promissoras atrairam
muita atencdo de pesquisadores de todo o mundo. As sementes de lichia sdo utilizadas na
fitoterapia tradicional chinesa como analgésico capaz de aliviar a tosse, gastralgia, neuralgia,
orquite, colica e variola (ZHAO et al., 2020).

Estudos ja demonstraram o potencial antioxidante, antimicrobiano, hepato-protetor,
anticancer, citotdxico, anti-inflamatdrio, analgésico e imunomodulador em diferentes partes
da lichia (GANJEWALA, 2017). Prasad e colaboradores (2009) investigaram a presenca de
compostos fendlicos em extratos de sementes de lichia e relataram a presenca de 4cido gélico,
procianidina B2, galocatequina, epicatequina e epicatequina-3-galato. Além disso, como ja
mencionado anteriormente, a familia Sapindaceae ¢ conhecida pela abundancia de compostos
fitoquimicos em todas as partes da planta. Dentre esses compostos, o kaempferol ja ¢é
conhecido por desempenhar atividade antiagregante (AKBAR, 2020; DIANITA; JANTAN,

2019). Ainda, Sung e colaboradores (2012) relataram que o extrato de lichia inibiu a
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agregacao plaquetdria induzida por coldgeno e ADP em PRP de ratos na concentracio de 4
mg/mL. Nesse sentido, o efeito antiagregante promissor dos extratos de Lichia (EELil e
EELi2) para o ADP e a epinefrina possivelmente estd relacionado com a presenca de tais
constituintes.

Como pode ser observado, varios tipos de metabdlitos secunddrios podem ser
responsaveis pelos efeitos observados no presente estudo. Dessa forma, ressalta-se que sdo
necessarios estudos de caracterizacdo dos constituintes dos extratos brutos testados para
confirmar se o efeito antiagregante observado ¢ relacionado especificamente a algum desses
metabolitos presentes nas plantas. Uma possibilidade ¢ que a acdo observada seja resultante
de um efeito conjunto dos varios tipos de metabolitos presentes nos extratos.

Ainda, a partir dos resultados obtidos, foi possivel evidenciar o potencial que a flora

brasileira representa para a produgdo de novos fairmacos antiagregantes.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados concluiu-se que:
— Todos os extratos de plantas causaram inibicao significativa da agregagdo plaquetaria
induzida por ADP e epinefrina;
— Os extratos que inibiram de forma mais promissora a agregacao plaquetaria foram: EEAlc,
EELil, EELi2, EEBc2 ¢ EERbI;
— Nao foi possivel determinar a Cly, do extrato de EELil, no entanto, acredita-se que sua

atividade esteja relacionada com a inibi¢do da transducdo de sinais pro-agregantes.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacédo do efeito de compostos naturais sobre a hemostasia humana
Pesquisador: Ana Carolina Rabello de Moraes

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12353019.0.0000.0121

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NlUmero do Parecer: 3.433.945

Apresentacao do Projeto:

Projeto de pesquisa de Ana Carolina Rabello de Moraes, docente do Departamento de Andlises 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 previsdo de 900 participantes, que utilizard amostras
de sangue total de individuos referenciados a Unidade de Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de S&o Thiago — HU/UFSC/EBSERH. ). A amostra para a pesquisa
& sangue total anticoagulado com citrato de sédio 3,2% ou EDTA, o qual sera coletado no mesmo momento
da coleta de amostra para a realizagao de outros exames laboratoriais, evitando uma segunda puncao
venosa. As amostras acondicionadas serdo transportadas até o Laboratdrio de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH) localizado no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Séo Thiago —
HU/UFSC/EBSERH, onde serdo processadas para a realizagdo dos ensaios biolégicos, como estudos de
agregacdo plaquetaria, de coagulagdo sanguinea, de western blot, de citometria de fluxo, de citotoxicidade,
entre outros. As metodologias empregadas em cada um destes estudos constam do projeto anexado.

S&o critérios de incluséo:
- individuos com idade superior a 18 anos, que procuraram a Unidade de Laboratdrio de Andlises
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Clinicas do Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao 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 ndo tenham histérico de doenga hepatica;

- individuos que tenham concordado em participar do estudo por meio da assinatura do TCLE. A hipotese é
que 0s compostos naturais testados nas suas diferentes formas apresentam atividade antiagregante e/ou
anticoagulante. Como desfecho primario, a pesquisadora cita a identificagdo de novos compostos de origem
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

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Sao citados os riscos relativos aos procedimentos de coleta de sangue (formacao de hematoma e dor),
possiveis constrangimentos durante a explicacdo do projeto e/ou quebra de confidencialidade dos dados
coletados. Sao descritos os procedimentos para reduzir 0s riscos.

Nao haverdo beneficios diretos. Sdo citado como beneficio indireto a possibilidade de serem identificados
novos compostos de origem natural com propriedades terapéuticas e que representem um avango em
direcdo ao desenvolvimento de novos farmacos antitrombéticos.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta pertinencia, fundamentacao bibliografica, clareza em seus objetivos e potencial para
contribuir com a linha de pesquisa que se encaixa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

A folha de rosto vem assinada pela pesquisadora responsével e pela autoridade institucional competente
(Chefe do Departamento de Andlises 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 execugao e comprometendo-se a cumprir 0s
O cronograma informa gue a coleta de dados acontecera a partir de 22/07/2019.
O orcamento informa despesas de R$ 13.500,00 com financiamento proprio.

O TCLE estéa claro quanto a objetivos, procedimentos e riscos e cumpre essencialmente todas as exigéncias
da res. 466/12.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 03/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1337608.pdf 13:48:01
Qutros 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 hemostasia_produ| 03/06/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito
Brochura tos_naturais_2v.pdf 13:44:50 |de Moraes
Investigador
Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada.pdf 16/04/2019 |[Ana Carolina Rabello| Aceito
17:46:23 | de Moraes
Declaragao de declaracao_concordancia_hu_16042019| 16/04/2019 |Ana Carolina Rabello| Aceito
Instituicéo e .pdf 16:14:23 |de Moraes
Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
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FLORIANOPOLIS, 03 de Julho de 2019

Assinado por:
Maria Luiza Bazzo
(Coordenador(a))
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