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RESUMO

A hemostasia € um processo fisioldgico que envolve um conjunto de fenémenos
guimicos e mecanicos adaptativos para que haja o bloqueio de lesdes vasculares
através da liberacdo de substancias com atividades pré e anticoagulantes. Quando ha
o desequilibrio da hemostasia pode ocorrer a formacéo de trombos. Com a obstrucéo
das artérias e veias, complicacdes como Infarto Agudo do Miocardio (IAM), Acidente
Vascular Cerebral (AVC) e tromboembolismo pulmonar (TEP) podem aparecer. Diante
das dificuldades de tratamento, visto que ha varios efeitos adversos, € necessario o
desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos. Este estudo tem como objetivo
investigar a acdo antiplaquetaria de um anélogo isoxazélico (AGDZ 6), em modelo
experimental in vitro. A analise preditiva de biodisponibilidade oral (in silico) do AGDZ
6 foi avaliada utilizando o software SwissADME® e a toxicidade foi avaliada por meio
do Osiris® Property Explorer. A toxicidade in vitro do AGDZ 6 foi realizada pelo ensaio
de exclusao de azul de trypan em plaquetas. O estudo da agregacédo plaquetaria foi
realizado por turbidimetria em diferentes concentracdes (3,125 - 100 uM) de AGDZ 6
utilizando ADP e adrenalina como agentes agregantes. A medida do conteddo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) foi realizada por fluorescéncia. A analise
estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA), juntamente com o Teste de
Tukey-Kramer, com significAncia menor que 0,05. As analises in silico mostraram que
o AGDZ 6 possui alta absorcdo gastrointestinal, baixo risco em relagcdo a
mutagenicidade, tumorigenicidade e irritabilidade. Além disso, 0 AGDZ 6 se mostrou
pouco téxico uma vez que diminuiu discretamente viabilidade das plaquetas. A inibicao
da agregacao plaquetaria foi significativa, apresentando em média 33,33% com ADP
e 53,16% com epinefrina nas diferentes concentra¢cdes testadas. O AGDZ 6 diminuiu
a ativacao plaquetaria uma vez que inibiu cerca de 25,85% a producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Portanto, o AGDZ 6 apresentou potencial acéo

antiplaquetaria, visto que foi capaz de diminuir a ativagéo e agregacao plaquetaria.

Palavras-chaves: Hemostasia, trombose, plaquetas, antiplaquetario, analogo



ABSTRACT

Hemostasis is a physiological process involving a series of adaptive chemical and
mechanical phenomena to block vascular injuries through the release of substances
with pro- and anticoagulant activities. When hemostasis is imbalanced, thrombus
formation may occur. The obstruction of arteries and veins can lead to complications
such as Acute Myocardial Infarction (AMI), Stroke, and Pulmonary Thromboembolism
(PTE). Given the challenges in treatment, especially considering various adverse
effects, the development of new antithrombotic drugs is necessary. This study aims to
investigate the antiplatelet action of an isoxazolic analog (AGDZ 6) in an in vitro
experimental model. Predictive analysis of oral bioavailability (in silico) of AGDZ 6 was
performed using SwissADME® software, while toxicity was assessed with the Osiris®
Property Explorer. The in vitro toxicity of AGDZ 6 was evaluated through a trypan blue
exclusion assay on platelets. Platelet aggregation studies were conducted via
turbidimetry at different concentrations (3.125-100 uM) of AGDZ 6, using ADP and
adrenaline as aggregation agents. The measurement of reactive oxygen species
(ROS) content was performed using fluorescence. Statistical analysis was conducted
through variance analysis (ANOVA) and the Tukey-Kramer test, with significance set
at p <0.05. In silico analyses showed that AGDZ 6 has high gastrointestinal absorption
and a low risk of mutagenicity, tumorigenicity, and irritability. Additionally, AGDZ 6 was
found to be minimally toxic, as it slightly reduced platelet viability. Platelet aggregation
inhibition was significant, averaging 33.33% with ADP and 53.16% with epinephrine at
the tested concentrations. AGDZ 6 reduced platelet activation by inhibiting
approximately 25.85% of reactive oxygen species (ROS) production. Therefore, AGDZ
6 demonstrated potential antiplatelet activity, as it effectively reduced platelet activation

and aggregation.

Keywords: Hemostasis, thrombosis, platelets, antiplatelet, analogue
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1. INTRODUCAO

Para que o sistema vascular seja mantido em condicdes fisiolégicas normais, 0
endotélio vascular regula a hemostasia, processo que promove alteracdes funcionais
adaptativas, através da manutencédo do fluxo sanguineo laminar e equilibrio entre
coagulacdo e hemorragia, além do controle de processos inflamatorios por meio da
inibicdo da migracao celular por mediadores inflamatorios. Assim, ocorre a liberagéo,
por meio do endotélio, de substancias com atividades pré e anticoagulantes para
propiciar a adesao entre as moléculas (GROSS; AIRD, 2000). Porém, alguns fatores,
sejam eles genéticos ou por condi¢des adquiridas, podem fazer com que haja perda
da acdo reguladora do endotélio, ocasionando um desequilibrio na hemostasia
vascular, o que resulta no aumento da vasoconstricdo, formacédo de trombos e
acumulo de células na parede dos vasos (GANZ; VITA, 2003).

A trombose € uma condicdo patoldgica caracterizada pela formacédo de
coagulos nas artérias e vasos sanguineos, impedindo a fluidez sanguinea. O
aumento da coagulagcdo tem como principal causa o que se denomina triade de
Virchow - estase venosa, hipercoagulabilidade e a lesdo endotelial - e pode estar
relacionada a fatores genéticos, como fator V de Leiden, hiper-homocisteinemia,
mutacdo 20210A do gene da protrombina, antitrombina Ill, e as deficiéncias das
proteinas C e S, ou adquiridos, como anticorpos antifosfolipidios, neoplasias,
gestacao, cirurgias, traumas e o uso dos anticoncepcionais (GODQY, 2009).

A Trombose pode ser dividida em arterial ou venosa. A obstrucdo que ocorre
nas artérias pode trazer complicagbes para o coracdo, como Infarto Agudo do
Miocardio (IAM), e cérebro, como Acidente Vascular Cerebral (AVC), ja a obstrugcéo
dos vasos sanguineos pode trazer riscos ao pulméo, causando tromboembolismo
pulmonar (TEP) (HOSPITAL MOINHO DE VENTO, 2021.).

A terceira causa de morte associada as DCV é a trombose venosa, que inclui
a trombose venosa profunda (TVP) (MACKMAN, 2008; OMS, 2021), que tem
incidéncia na populacéo geral de 5 a cada 10.000 habitantes por ano (FOWKES et.al,
2003) e que leva a embolia pulmonar (EP).

Diante do desafio do tratamento do TVP, visto que os farmacos anticoagulantes
presentes no mercado, como antagonistas da vitamina K (AVK), possuem restricoes
em relacédo a farmacodinamica e farmacocinética (SILVESTRE et al, 2012), causando

efeitos adversos como: hemorragia, osteoporose por uso a longo prazo, necrose de
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pele e hipersensibilidade (HAMERSCHLAK; ROSENFELD, 1996), &
necessario o desenvolvimento de novos farmacos através da sintese de compostos
organicos.

As neolignanas tetrahydrofuranicas, como Veraguensina (1), Grandisina (2) e
Machilina G (3), ilustradas na Figura 1, possuem Vvarias atividades biologicas, entre
elas  anti-inflamatoria, antioxidante, antifangica, antiviral, antitumoral,
imunossupressora, anti-hepatotoxica, relaxante muscular, cercaricida,

anticonvulsivante, antiespasmaodica, antialérgica, entre outras.

Figura 1. Estrutura privilegiada de neolignanas tetrahidrofuranicas (Veraguensina 1, Grandisina 2 e
Machilina G 3).

H;CO OCH HyC () OCH;,
H.CO oCHy  H,CO OCH,

OCH
H;CO Cnandxsm - Machilin G

Veraguensm

Fonte: A autora

Assim, com as limitacBes existentes com os medicamentos antitrombaéticos
presentes no mercado, faz-se necessario o estudo e desenvolvimento de novos
medicamentos com acdo antitrombdtica, sendo os derivados isoxazolicos de

neolignanas compostos com grande potencial terapéutico.

Figura 2. Estrutura quimica do andlogo isoxazélico derivado de neolignanas tetrahidrofuranicas 6
(AGDZ 6).

Fonte: A autora

Sendo assim, este estudo visa avaliar o efeito antiplaquetario do analogo
isoxazolicos 6 (AGDZ 6).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HEMOSTASIA

A hemostasia € o processo fisiolégico complexo que tem como fungdo manter
a fluidez sanguinea e a integridade vascular, formando um tamp&o hemostatico
através da agregacéao de plaquetas e ativacdo dos fatores da cascata de coagulacgéo,
que levam a formacédo de coagulos de fibrina, ap6s uma leséo vascular permitindo o
equilibrio do sistema circulatorio (BERGER et al,2014; RODRIGUES et al, 2012). A
hemostasia € dividida em 3 etapas: hemostasia primaria, hemostasia secundaria ou
coagulacdo e hemostasia terciaria ou fibrindlise, porém, todas ocorrem
concomitantemente (TAKAHIRA, 2003).

2.1.1. Hemostasia Primaria

A hemostasia primaria compreende a primeira etapa de formacéo dos trombos
e possui quatro constituintes: plaquetas, endotélio, FvW (Fator de von Willebrand) e
microparticulas (Figura 2.B). Além disso, ela é dividida em vasoconstricdo, adesdo,
ativacao e agregacao plaquetaria. (RODRIGUES et al, 2012).

Logo apls a lesdo, ocorre interacdo entre as plaquetas e o endotélio para
interromper o fluxo sanguineo (GOMEZ, 2017). Assim, ocorre a vasoconstri¢éo, etapa
responsavel por reduzir o fluxo sanguineo do local e retardar a perda sanguinea
extravascular (Figura 2.A). Esse processo ocorre através das substancias
vasoconstritoras endotelina 1, serotonina e TXA2, que agem nas células do masculo
liso vascular, visto que, com a lesdo vascular, ocorre a perda da barreira fisica e
metabdlica decorrente do endotélio (RODRIGUES et al, 2012).

As plaquetas sé&o importantes na formacéo dos tampdes e possuem quatro
fungbes: ativacdo, adesdo, agregacdo e secrecdo. Com a ativacdo plaquetaria, €
possivel que ocorra aumento da quantidade de plaquetas e ativacdo de fatores de
coagulacao, que levam a formacéao de fibrina, essencial na hemostasia para restaurar
os niveis de fibrinogénio e protrombina (ZAIDI; GREEN, 2019; TANAKA, BOLLIGER,
2014).

Com a lesao vascular, a adesao da plaqueta ao vaso lesado ocorre pela

interacdo do GPIba, receptor de plagueta, com o FVW. Apds essa adesédo, ocorre a
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ativacao de vias intracelulares por meio de agonistas da ativacéo plaquetéria,
como ADP, serotonina e colageno. Com a ativacao das plaquetas, outros receptores
ficam expostos para se ligarem ao colageno, FVW e fibronectina, fazendo com que
haja maior adesdo plaquetdria no endotélio (RODRIGUES et al, 2012; ZAIDI,
GREEN, 2019).

Em seguida, as plaquetas sofrem alteracbes em sua estrutura, devido a
ativacao do sistema contratil actina-miosina decorrentes do aumento da concentracao
intracelular de célcio (Ca?*), para aumentar a adesdo em outras superficies. Nesse
processo, o FVYW é a principal glicoproteina responsavel por promover a adeséo
plaguetaria (RODRIGUES et al, 2012; ZAIDI; GREEN, 2019).

ApOs a adeséo, a trombina, ADP e TXA1l ativam GPIIb/llla, receptores da
membrana plaquetaria, que séo potentes intensificadores da agregacado plaquetéria
(ZAIDI; GREEN, 2019). O tampao hemostatico primario, processo transitério que
impede provisoriamente o sangramento, é formado a partir desse processo. Assim,
ocorre uma agregacao plaquetéria irreversivel por meio de uma segunda ligacdo do
coldgeno e FVW as integrinas plaquetarias, seguindo da ligacdo dos receptores
plaguetarios GPllIb-llla e integrina allbB3 ao fibrinogénio soluvel (RODRIGUES et al,
2012).

Por fim, ocorre a secre¢do plaguetaria, cujas plaquetas liberam substancias
pré-coagulantes responsaveis por uma nova fase de agregacdo apds a ativacao
plaquetaria inicial (ZAIDI; GREEN, 2019). Os agentes pro-agregantes, como ADP,
tromboxana A2 (TXA2) e serotonina (5-HT), recrutam e agregam outras plaquetas

circulantes, formando um tampéao celular (BERGER et al,2014).
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Figura 3. Hemostasia Primaria.
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Fonte: KUMAR et al., 2018.

2.1.2 Hemostasia Secundaria

Na hemostasia secundéaria ocorrem processos enzimaticos que formardo um
coagulo de fibrina, reforcando o tampdo plaquetario formado inicialmente,
desenvolvendo um codagulo definitivo, conforme demonstra a Figura 3 (GOMEZ,
2017). Na cascata de coagulacao, modelo proposto por Davie e Ratnoff e MacFarlane
em 1964, a ativacdo dos fatores de | a Xlll é dividida em duas vias: intrinseca e
extrinseca (SILVA; MELO, 2016). Porém, esse modelo possui limitagcdes em relacao
a explicacdo dos fenbmenos da hemostasia in vivo (FERREIRA et al, 2010).

Sendo assim, um novo modelo foi proposto, em que leva em consideracdo a
interacdo das proteinas plasmaticas com a superficie celular (BERGER et al,2014).
Esse modelo é dividido em trés etapas: iniciagdo, amplificacdo e propagacéo, que
ocorrem na plaqueta ativada e na superficie da célula portadora do fator tecidual
(RODRIGUES et al).

A etapa de iniciacdo ocorre atraves da exposi¢ao do fator tecidual (FT) por meio
de uma lesao vascular. Assim, o FT forma um complexo com o Fator VII (FVII), esse
complexo ativa o fator X e fator IX, tornando-os fator Xa e fator IXa. O fator Xa,
juntamente com o fator V converte protrombina em trombina, que participa da etapa
de amplificacdo (CAGNOLATI et al, 2017).
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A trombina formada no processo de iniciagdo amplifica o processo de
coagulacao por meio da maior ativacao de plaquetas, alterando a permeabilidade de
membrana das plaquetas, tendo maior entrada de ions calcio e saida de substancias
guimiotaticas, resultando na atracéo de fatores de coagulacédo. Além disso, ativa os
cofatores FV e FVIII na superficie das plaguetas ativadas e desfaz o complexo
FVYW/FVIII, liberando o FYW para realizar a agregacéo plaguetaria no local da lesédo
(FERREIRA et al, 2010).

Para finalizar a hemostasia secundaria, ocorre o processo de propagacao, em
gue realiza a atracdo de mais plaquetas para o local lesionado. Sendo assim, o FXa
se liga ao FVa, complexo que converte protrombina em trombina, proteina
responsavel por acoplar o fibrinogénio em monémeros de fibrina que fortalecem o

tampao plaquetario inicial, tornando-o estavel (FERREIRA et al, 2010).

Figura 4. Ativacéo dos Fatores de Coagulacdo e Formacéo da Fibrina.
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Fonte: KUMAR et al., 2018

2.1.3 Fibrinodlise

A fibrinolise é responsavel por permitir que o sangue volte a fluir normalmente
dentro do vaso sanguineo através da degradacéo de fibrina formada em excesso no
processo de coagulacdo por meio da plasmina, conforme a Figura 4 (CAGNOLATI et
al, 2017).



Figura 5. Reabsorcdo do tampao hemostatico.
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Fonte: KUMAR et al., 2018.
2.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

A producéo de energia para o metabolismo celular necessita de oxigénio, assim
como a oxidacdo de compostos organicos, porém, cerca de 2 a 5% do oxigénio
consumido é reduzido, gerando substancias com grande potencial de serem reativas,
designadas espécies reativas do oxigénio (EROs). Estas podem causar injuria tecidual
e, em altas concentracfes, danificar organelas celulares (SILVA e GONCALVES,
2010)

A cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias (CTE) é a principal forma
endogena de producdo de EROs e, quando essa producdo estd aumentada pode
ocorrer dano irreversivel ao DNA mitocondrial e nuclear, tendo como consequéncia a
morte das células e disfuncdes da mitocdndria, dentre elas a transicdo da
permeabilidade mitocondrial (MPT), que antecede a morte celular e é a
permeabilizacio nio seletiva da membrana interna. (SIMOES, 2003)

As EROS séo importantes no processo de fagocitose, assim como as espécies
reativas de nitrogénio, sendo importantes no metabolismo humano para eliminar
agentes agressores (VASCONCELOS et al, 2007).

O desequilibrio entre a producédo das EROS e sua eliminagéo, tem o estresse
oxidativo, causando danos (SILVA e JASIULIONIS, 2014). Assim, para controlar e
neutralizar os danos causados pelas EROs, tem os efeitos antioxidantes das células,
realizados por grupos enzimaticos, como superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, ou ndo enzimaticos, como glutationa, vitaminas E, C, A e carotendides

(Tufidn e Jiménez, 2002).
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O estresse oxidativo ocasionado pelo desequilibrio de EROS leva a vérios
distarbios através da mudanca na ativagao plaquetaria, podendo ser a toxicidade, por
aumento da producdo de EROS, ocasionando sangramento e trombocitopenia, ou
hiperativacéo, por diminuicdo da producédo de EROS, levando a formacéo de trombos
(Masselli et al., 2020). Sendo assim, as EROS sao importantes focos terapéuticos em
pesquisas envolvendo hiperativacdo plaquetéaria (Basilio et al., 2024; Espinoca et al.,
2024).

2.3 TROMBOSE VENOSA PROFUNDA E TRATAMENTO

A trombose venosa profunda (TVP) é caracterizada pela hipercoagulacao
associada com estase venosa local e obstru¢do dos vasos sanguineos. Essa condicao
ocorre principalmente nos membros inferiores e tem como consequéncia a embolia
pulmonar (EP), visto que pode ocorrer o desprendimento dos trombos com formacéo
de émbolos que obstruem as artérias pulmonares (CHARLO et al, 2020;
ALBUQUERQUE; VIDAL, 1996).

A ocorréncia anual de TVP no Brasil é de 0,6 casos a cada 1.000 habitantes, ja
na populacédo geral é de 5 casos a cada 10.000 individuos (CHARLO et al, 2020).
Muitos séo os fatores de risco da TVP, podendo ser gerais, como idade, sexo e dias
de internacédo, uso de medicamentos, como anticoncepcionais, reposicdo hormonal e
corticosteréides, além de eventos clinicos e cirargicos (GARCIA et al, 2005). As
mortes subitas ocorridas no poés-operatério tém a TVP como principal causa. Além
disso, é a principal causa de morbidade e mortalidade nas fraturas do colo do fémur
(ALBUQUERQUE; VIDAL, 1996)

Apenas 20% dos pacientes com TVP apresentam sintomatologia, sendo os
mais comuns: dores intensas na regido comprometida, com edema difuso, cianose
local e impoténcia funcional (ALBUQUERQUE; VIDAL, 1996).

A TVP ocorre com maior incidéncia nos membros inferiores e pode ser
classificada como proximal ou distal. A TVP proximal afeta as veias poplitea, femoral
ou iliaca sendo a causa mais comum de mortalidade, quando comparada com a TVP
distal, visto que, leva a formagcdo da TEP fatal e é associada a doencas cronicas
severas. Ja a TVP distal afeta as veias tibiais ou peroniais e esta associada a eventos

temporérios, como processos cirargicos e imobilizagbes (ELISEU, 2022).
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O tratamento dessa patologia é realizado com medicamentos antitromboticos,
como anticoagulante e antiplaguetarios. Entre os anticoagulantes, o principal farmaco
€ a heparina, que € um inibidor natural da coagulacao através da ativacdo do cofator
antitrombina I, que bloqueia o fator X ativado, interrompendo a coagulacao
(ALBUQUERQUE; VIDAL, 1996). Porém, a heparina possui varios efeitos adversos,
como hemorragias, osteoporose, eosinofilia, reagbes cutaneas, alopecia, alteracao
dos testes de funcdo hepatica, hipercalemia ocasional e, principalmente,
trombocitopenia (LONGHI, 2001). J& os principais antiplaquetarios sédo: aspirina (acido
acetilsalicilico), clopidogrel e ticlopidina, que atuam inibindo a ativacdo plaquetéaria
(CHAVES et al, 2010).

2.4 COMPOSTOS SINTETICOS

Os farmacos antitrombdticos, tanto anticoagulantes quanto antiplaquetérios,
possuem diversos efeitos colaterais, como a hemorragia, fazendo com que eles
tenham limitacBes durante o tratamento de eventos tromboembdlicos (AFONSO,
2016). Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novos medicamentos que
apresentam acao anticoagulante e/ou antiplaquetaria.

Historicamente, os produtos naturais foram as fontes iniciais de antitrombéticos,
sendo assim, h4 uma maior busca de substancias de origem vegetal para atuar no
processo homeostético e prevenir eventos tromboticos (CHAVES et al, 2010).

Sendo assim, pode-se realizar a sintese de novos compostos através de
metabdlitos secundarios, como a neolignana, que sao derivadas da condensacédo
oxidativa de alilfendis e propenilfendis entre si ou cruzada (AVENIENTE, 2009). As
neolignanas possuem atividades antitumoral, antileishmaniacas, antimalaricas e anti-
inflamatorias (PEREIRA et al, 2011).

Através do bioisosterismo, técnica de quimica medicinal para o planejamento
racional de novos medicamentos, analogos isoxazolicos derivados de neolignanas
tetrahidrofuranicas, como Veraguensina, Grandisina e Machilina G, podem ser

sintetizados para estudos com acao antiplaquetaria e anticoagulante.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de um andalogo isoxazélico (AGDZ 6) da grandisina sobre a

ativacao e agregacao plaquetaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Analisar a toxicidade do AGDZ 6, avaliando mutagenicidade, tumorigenicidade,
efeitos negativos sobre a reproducéo e irritabilidade in silico;

3.2.2 Analisar a biodisponibilidade oral in silico;

3.2.3 Avaliar do efeito do AGDZ 6 sobre a viabilidade das plaguetas;

3.2.4 Avaliar o efeito do AGDZ 6 sobre a agregacao plaquetaria induzida pelo ADP e
pela epinefrina;

3.2.5 Avaliar o efeito do AGDZ 6 sobre a ativacao plaquetéria.



4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP-SH) vinculado a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob n°
de parecer 5.835.526 (CAAE: 66042722.8.0000.0021 — Anexo A).

4.2 SINTESE DO ANALOGO ISOXAZOLICO (6) DERIVADO DA GRANDISINA
(AGDZ 6)

Por meio de reacgOes de cicloadicdo entre acetilenos terminais e clorooximas
com padrdes de substituicdo encontrados nas neolignanas 1-3 foi realizada a sintese
do analogo isoxasolico 6 (AGDZ6) da grandisina.

A sintese do analogo da grandisina AGDZ-6 foi realizada em colaboracdo com
o Laboratério de Quimica Farmacéutica coordenado pelo Prof. Dr. Adriano César de

Morais Baroni.

4.3 ANALISE PREDITIVA DE BIODISPONIBILIDADE ORAL E TOXICIDADE DO
AGDZ 6

Com a plataforma online desenvolvida pelo Instituto Suico de Bioinformatica
(SIB), SwissADME?®, foi avaliada a biodisponibilidade oral do AGDZ 6. Essa plataforma
faz uma avaliacdo teorica da farmacocinética, como absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo, além de avaliar a similaridade com medicamentos ja
existentes e a compatibilidade quimica medicinal. O composto AGDZ 6 foi avaliado
segundo os cinco critérios de Lipinski, os quais s&o: mLogP, peso molecular (PM),
numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (atomos de N e O), numero de
doadores de ligacdo de hidrogénio (radicais NH e OH) e numero de ligagbes
rotacionaveis e area de superficie polar (TPSA). Portanto, para que haja boa absorcéo,
0 composto precisa apresentar Log P inferior a 5 (ou mLog P inferior a 4,15); peso
molecular menor que 500 g/mol; menos de dez receptores de ligagdo de hidrogénio;

e menos de cinco doadores de hidrogénio. (Lipinski et al., 1997; Veber et al., 2002).



Os ensaios de toxicidade levaram em consideragdo a mutagenicidade,
tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos negativos sobre a reproducdo. Para a
avaliacéo foi utilizado o software Osiris® Property Explorer, um software que analisa

através da escala de baixo, médio e alto risco.

4.4 COLETA DE AMOSTRAS E ISOLAMENTO DAS PLAQUETAS

A coleta das amostras foi realizada de maneira voluntaria por pacientes
saudaveis, sem historico de trombose ou hemorragias. Foi coletado 5 mL de amostra
por profissionais autorizados e capacitados do Laboratorio de Andlises Clinicas da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (LAC/FACFAN/UFMS).

Apos a coleta por puncdo venosa, utilizando tubos contendo citrato de sédio
(3,8%) (9:1; m/v), o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 900 g. O nimero de
plaguetas foi ajustado entre 200 e 250 mil plaguetas/mm3 em solucéo fisioldgica,

obtendo o plasma rico em plaquetas (PRP).

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE COM AZUL DE TRYPAN

A viabilidade das plaquetas foi avaliada utilizando o teste de exclusdo com azul
de Trypan. Para a avaliacdo foram incubados 400 pyL do pool de PRP com as
concentracbes de AGDZ 6 (100, 50, 25; 12,5; 6,25 e 3,125 L) e veiculo (DMSO
0,6%, controle negativo-NC) por 5 minutos. Foi utilizado para o controle positivo
Triton X100 1% (v/v). Apos as incubacdes, 50 uL do PRP foi tratado nas diferentes
concentracdes e controles, foram misturados com azul de Trypan a 0,04% e 20 pL
dessa mistura foi transferida para uma camara de Neubauer para contagem de
plaquetas totais e ndo viaveis. Foram utilizados como controle negativo (NC) Para a
determinacao da viabilidade das plaquetas foi utilizada a Equacgéo 1 e o resultado foi

expresso em porcentagem (%) media de plaquetas viaveis e desvio padrao.

Equacdo 1. Plaguetas viaveis (%) = »’ _total de plaquetas vidveis x 10Q

n° total de plaquetas
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4.6 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.6.1 Agregacdao plaquetaria

A agregacao plaquetéria foi analisada por turbidimetria utilizando um aparelho
agregdmetro semiautomatizado (EasyAgreg, Qualiterm®). Foram utilizados 400 uL do
plasma rico em plaguetas (PRP) para a homogeneizacdo sob agitacdo de 180 g a

37°C em uma curveta.

A plaquetas foram pré-incubadas com o AGDZ 6 nas diferentes concentragdes
(100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 uM) e veiculo (DMSO 0,6%, controle negativo - NC)
por 5 minutos a 37°C. Apos esse periodo, foram adicionados 0s agentes agregantes
adenosina difosfato (ADP) e epinefrina. Como controle positivo (CP) foi utilizado
ticlopidina 10 uM (WEBER et al, 2022). Como branco foi utilizado o plasma pobre em

plaguetas (PPP). Foram realizadas triplicatas de todos os testes.

4.7 ATIVACAO PLAQUETARIA

4.7.1 Producao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A analise da ativacao plaquetéria foi realizada através da medida da producédo
de EROs e determinada por intensidade de fluorescéncia. Foram incubados 200 pL
de PRP (2,5 x 108 células/uL) com 2,5 ug de DMSO 0,6% ou 2,5 ug de H2O»,
utilizados como controle negativo (NC) e controle positivo (CP), respectivamente, por
5 minutos em uma microplaca de 96 pocos. Além disso, também foram incubados
com AGDZ-6 nas concentracdes 3,125 a 100 uM. Posteriormente, foram adicionados
10 yL de DCFH-DA (10 uM) aos pogos e incubados por 30 minutos. Apds a
incubacéo, foi medida a intensidade de fluorescéncia a 485 nm para excitacdo e 530
nm para emissao utilizando um leitor de microplacas (VarioskanTM LUX, Thermo

Fisher Scientific®, Vantaa, Finlandia). Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia (ANOVA), que
compara as variancias entre as meédias de grupos diferentes, juntamente com o Teste
de Tukey-Kramer, quando necessario, com significAncia minima de p<0,05. O

software utilizado serd o GraphPad Pim verséo 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE PREDITIVA DE BIODISPONIBILIDADE ORAL E TOXICIDADE DOS
AGDZ 6

Apoés ser analisado, o composto AGDZ 6 mostrou-se de acordo com 0s
parametros de Lipinski et al (1997) e Veber et al (2002), sendo possivel observar que
nao ha violacdes, solubilidade moderada em agua e alta absorcédo gastrointestinal
(Tabela 1).

Tabela 1 - Pardmetros tedricos de biodisponibilidade oral do AGDZ 6.

Parametro  LogP PM n° n° n° TPSA n° de
(g/mol) O+N OH+NH rotb violagcOes
Ideal <5 < 500 <10 <5 <10 <140 <1
AGDZ 6 3,25  325.32 6 0 4 62.95 0
g/mol
AGDZ 6 Sol. Solubilidade AGDZ 6 Abs. Alta
moderada Gl

Nota: LogP — consenso dos LogP; PM — peso molecular; n® O+N — namero de aceptores de ligagao de
H; n® OH+NH — ndmero doadores de ligagcao de H; n° rotb — nimero de ligagdes rotacionaveis; TPSA
— area de superficie polar topologica; n° de violagdes — nimero de violagdes. Sol. — Solubilidade em
agua. Abs. Gl — Absor¢éo gastrointestinal. Fonte: O autor.

Os resultados obtidos com a toxicidade simulada mostraram que o AGDZ 6
possui baixo risco de mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos

negativos na reproducao (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros de toxicidade tedrica do AGDZ 6 avaliado pelo software Osiris® Property
Explorer.

Parametro Mutag. Tumor. Irritab. Reprod.
Ideal Baixo risco Baixo risco Baixo risco Baixo risco
AGDZ 6 Baixo risco Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Nota: Mutag. = mutagenicidade; Tumor. = tumorigenicidade; Irritab. = Irritabilidade; Reprod. =

reprodutibilidade. Fonte: O Autor.
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5.2. EFEITO DO AGDZ 6 SOBRE A VIABILIDADE DE PLAQUETAS

Foi possivel observar que o AGDZ 6 diminuiu a viabilidade plaguetaria em todas
as concentragdes analisadas, porém todas as concentracfes se mantiveram acima de
80% de plaquetas viaveis, mostrando baixa toxicidade frente as plaquetas humanas.
(Figura 6)

Figura 6 - Efeito téxico do AGDZ 6 sobre as plaquetas humanas

:\5 100
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Concentracgoes (M)

Porcentagem de viabilidade das plaquetas. Tratamento com diferentes concentragcdes do AGDZ 6
(3,125 a 100 uM) incubada com o PRP, CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%) e CP = Controle Positivo
(Triton x 100) (***) Diferenca significativa em relagdo ao CN (P-valor < 0,001). Fonte: O autor.

5.3. AVALIACAO DO EFEITO ANTIAGREGANTE DO AGDZ 6

Ao realizar os ensaios de efeito antiagregante com o composto AGDZ 6 frente
aos agentes agregantes ADP e Epinefrina, foi possivel notar que este composto
apresentou inibicdo plaquetaria.

Quanto utilizado o ADP, todas as concentracfes inibiram a agregacéo
plaguetaria em comparacdo com o controle negativo (CN), conforme as Figuras 7A e

7B, tendo uma média de 33,33% de inibicao.
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Figura 7 - Efeito do AGDZ 6 sobre a agregacéo plaquetaria induzida por adenosina difosfato (ADP)

A) 004 B)
# 100 ) 2 3 5
80+ o
9 mm Controle Negativo (CN) 50
Eo’ 60 1 Controle Positivo (CP) _ | n
&
'§§ 03 AGDZ (3125 4M)  § |
& 404 = | =3 AGDZ (6,25 uM) E|l®
< =1 AGDZ (12,5 uM) Bl
20+ =1 AGDZ (25 pM) i
H ﬂ =m AGDZ (50 pM) )
0 mmEEREE 8 = AGDZ (100 pM) ©
CN CP 3,1256,25 125 25 50 100 [
Concentacgdes (uM) Tempo (5 min)

Porcentagem de agregacao plaquetaria com diferentes concentragdes do AGDZ 6 (3,125 a 100 uM)
induzida por 30 uL de ADP por 5 minutos. CN = controle negativo (dimetilsulféxido - DMSO 0,6%); CP
= controle positivo (Ticlopidina 10 uM). (***) Diferencga significativa em relagéo ao CN (P-valor < 0,001)
e CP (P-valor<0,05), respectivamente. Fonte: O autor.

O mesmo ocorreu com a epinefrina, onde observou-se inibicdo das
concentracBes em relacdo ao controle negativo (CN), com uma média inibitoria de
53,16%. Além disso, as concentracdes 50 uM e 3,125 uM inibiram 58% da agregacéao

plaguetéaria, conforme demonstrado nas Figuras 8A e 8B.

Figura 8 - Efeito do AGDZ 6 sobre a agregacao plaquetaria induzida pela epinefrina
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Porcentagem de agregacéo plaguetaria com diferentes concentragdes do AGDZ 6 (3,125 - 100 uM)
induzida por 1 pL de epinefrina por 10 minutos. CN = controle negativo (dimetilsulfoxido - DMSO 0,6%);
CP = controle positivo (Ticlopidina 10 uM). Os testes foram realizados em triplicata. (***) e (¥) Diferenga
significativa em relacdo ao CN (P-valor < 0,001) e CP (P-valor<0,05), respectivamente. Fonte: O autor.
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5.4. EFEITO DO AGDZ 6 NA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO (EROs) POR PLAQUETAS

O composto AGDZ 6, em todas as concentracfes, diminuiu de forma
significativa a producdo de EROS quando comparado ao controle negativo (CN). A
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) apresentou diminuicdo média de

25,85% em todas as concentracdes testadas (Figura 9).

Figura 9 - Efeito do AGDZ 6 sobre a producado de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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Conteudo intraplaquetério de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plaquetas tratadas com AGDZ 6
nas concentracfes de 3,125 a 100 pM. CN= controle negativo (DMSO 0,6%), CP = controle positivo
(H202). (***) e (¥) Diferenca significativa em relagdo ao CN (P-valor < 0,001) e CP (P-valor<0,05),
respectivamente.



6. DISCUSSAO

Para que haja o equilibrio do sistema circulatério durante uma lesdo de vaso,
tem-se a hemostasia, que é responsavel pela manutencdo da integridade vascular e
da fluidez do sangue (RODRIGUES et al., 2012). A homeostase depende de trés
processos, a ativacdo e amplificacdo da coagulagédo, inibicdo da coagulacdo e
fibrinolise (DAVILA SINAI DEL CARMEN et al., 2019).

Assim, quando ocorre o desequilibrio da hemostasia, resulta pode resultar em
trombose, que € uma doenca de carater multifatorial, que altera os componentes de
coagulacéo do organismo, levando a obstrucéo parcial ou total dos vasos sanguineos
(FERREIRA e PAPA.; et al 2021).

Para o tratamento da trombose séo utilizados os antitrombdéticos, que englobam
os antiplaquetérios, que agem diretamente nas plaquetas, e os anticoagulantes, que
agem na cascata de coagulacdo, porém, sdo medicamentos com limitagdes, tendo
baixa taxa de absorcao, interacbes medicamentosas e alvos inespecificos (MEGA,;
SIMON, 2015). Sendo assim, € necessario novos estudos para desenvolver
medicamentos eficazes e seguros. Diante disso, o presente estudo analisou a acéo
do composto AGDZ 6 sobre a hemostasia.

As plantas medicinais sao fontes de medicamentos por terem atividades
farmacoldgicas (PEREIRA et al., 2019; RIBEIRO, 2021). As neolignanas, que fazem
parte dos metabdlitos secundarios das plantas, se destaca em relacdo a diversas
comorbidades, visto que, tem acdo bactericida, antiviral, anticancerigena, anti-
inflamatdria, antialérgica (ZALESAK, BON, POSPISIL, 2019). Sendo assim, realizou-
se 0 estudo da acdo trombdtica de um analogo isoxazolico de uma neolignana
tetrahidrofuranica para analisar sua a¢ao sobre as plaquetas.

A andlise preditiva de biodisponibilidade oral (Tabela 1), foi possivel observar
de forma tedrica que o composto AGDZ 6 possui boa biodisponibilidade oral, visto que
ndo tem violagbes a Regra dos Cinco de Lipinski, j& que possui peso molecular igual
a 325.32 g/mol, LogP igual a 3,25, receptores de ligacédo de hidrogénio igual a 6 e 0
doadores de ligagédo de hidrogénio, possibilitando o farmaco promissor ter uma boa
permeabilidade e absorcéo.

Além da avaliacéo da biodisponibilidade oral, foi analisada a toxicidade teorica
do composto através do aplicativo OSIRIS, que leva em consideracdo a estrutura

molecular. Sabe-se que nenhum farmaco é totalmente especifico, ou seja, nenhum
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farmaco é isento 100% de toxicidade, porém, deve-se ter o minimo de efeito toxico
possivel para que haja menor chance de ocorrer efeitos adversos e colaterais. Ao
analisar os dados obtidos da Tabela 2, é possivel afirmar teoricamente que o
composto AGDZ 6 n&o possui toxicidade e mutagenicidade aparentes, visto que
possuem baixo risco nos parametros avaliados.

A analise de toxicidade do composto AGDZ 6 sobre as plaquetas humanas,
mostrou baixa toxicidade (Figura 6), uma vez que as diferentes concentracdes
testadas apresentaram diferencas estatisticas quando comparadas ao CN, induzindo
uma diminuicdo da viabilidade plaguetaria entre 7,13% e 19,32%. Apesar disso, 0S
resultados obtidos ndo implicam em uma queda consideravel na viabilidade
plaquetaria, visto que, a faixa de referéncia de individuos saudaveis varia entre 150 e
450 x 10° plaguetas/mm?, o que nao implica em significancia clinica.

Em relacdo a inibicdo da agregacéo plaquetéaria, o composto AGDZ 6 diminuiu
consideravelmente a agregagéo tanto com o agonista ADP quanto epinefrina (EPI),
porém, houve maior diminui¢gdo quando utilizado o ADP, como mostrado nas Figuras
7 e 8. O agonista ADP teve a concentragao 12,5 uyM como mais eficaz, apresentando
uma diminuicdo de 36% comparado ao CN, ja a epinefrina (EPI) foi mais eficiente na
concentragao 25 yM, com uma diminuigéo de 16% da agregacéao plaquetaria.

Estudos realizados por Zhuo e colaboradores demonstraram a inibicdo da
agregacao plaquetaria de neolignanas derivadas da Selaginella moellendorffii com o
agonista ADP. Além disso, Kang e colaboradores mostraram que a neolignana isolada
da Myristica fragrans, diminuiu a agregacao plaquetéria interferindo em uma via de
sinalizacdo ao invés de agir diretamente na ligacdo entre 0s agonistas e 0s seus
receptores presentes nas plaquetas. Essa inibicdo ocorreu por um aumento do AMPc
e inibicdo da mobilizacédo intracelular do Ca?* (Zhuo, JX.,et al, 2016 e Kang, JW. et al,
2013). Isso pode explicar a potencial acado antiagregante plaquetaria do AGDZ 6.

Conforme a Figura 9, pode-se observar que todas as concentragdes (3,125 uM
a 100 uyM) foram capazes de diminuir a produgéo de EROS. As plaquetas sao alvos
das EROS, j& que essas espécies controlam algumas vias de sinalizacdo, regulando
a ativacao, agregacao e recrutamento plaquetario. Dessa forma, quando EROS estéo
aumentadas, ocorre hiperativacao plaquetaria, aumentando a agregacéo plaquetaria
(Masselli et al., 2020).

Dessa maneira, o composto AGDZ 6 apresentou potencial antiagregante

plaguetario, uma vez que houve diminui¢éo significativa da producédo de EROS, tendo
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como consequéncia a diminuigdo da hiperativacdo das plaquetas. Esses resultados
atrelados a diminuicdo da agregacdo plaquetaria induzida por ADP e epinefrina

reforcam tal efeito.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que o AGDZ 6
obteve diminuicdo consideravel da agregacdo plaquetaria, principalmente com o
agonista ADP. Ademais, essa diminuicdo da agregacdo plaquetaria possivelmente
esta atrelada a atividade antioxidante do AGDZ 6, uma vez que esse COmposto
demonstrou inibir a producédo de EROs, o que justifica a diminuicdo da agregacao
entre as plaquetas, o que torna o AGDZ 6 um excelente prototipo para um
antiagregante plaquetario. Além disso, o composto apresentou boa biodisponibilidade
oral, baixa irritabilidade, mutagenicidade e toxicidade, tanto preditiva, quanto sobre as
plaguetas humanas

Com isso, 0 AGDZ 6 se mostrou promissor para novas terapias que inibem a
agregacao plaquetaria, além de contribuir para pesquisas futuras dos analogos

isoxazolicos de uma neolignana tetrahidrofuranica.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Saevigo Publico Federal
Ministério da Educacho
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Anexo | - TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo da pesquisa

Efeitos biologicos dos analogos isoxazélicos derivados de
neolignanas tetrahidrofuranicas (AINT).

Eu, o pesquisador. Eduardo Benedetli Parisotto, convido{a) Sr.(a) a participar
desta pesquisa que tem comoe objetivo: estudar s acdo antitrombdtica dos
andlogos Isoxazdlicos derivados de neclignanas tetrahidrofuranicas (AINT) num
modeio experimental in vitro.

Envolvimento na pesquisa Ao participar deste estudo o Sr.(a) permitird que
sejam coletados 5 mL de sangue venoso com seringa e agulha estéreis e
descartavess por profissional autornizado e capacitado do faboraténo didatico de
Hematologia do Laboratério de Andlises Clinicas (LAC/FACFAN). O uso das
amostras de sangue serdo exclusivamente utilizadas como reagentes (fonte de
plasma rico plaguetas) para realizagao dos testes plaquetarios e de coagulacado
e nao serdo utilizadas para obtengdo de dados adicionais (realizagao de
exames) do participante.

1. SOBRE A PESQUISA: Trata-se de uma pesquisa de carater experimental
com © objetivo de avaliar o possivel efeito antitrombético e anticoagulante dos
produtos naturals citados acima.

2. CONFIDENCIALIDADE: todas as Iinformagdes coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais. Além disso, ndo serdo realizados quais exames das
amostras ou quaiquer procedimento de identificagdo do participante. N3o sera
realizada divulgacao de dadcs que idenlifique o participante.
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3. PAGAMENTO: O(a) Sr.(a) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar
desta pesquisa, bem como ndo tera direito a nenhuma compensacdo financeira
por sua participagao, sendo sua colaboracdo na pesquisa livre e de espontanea
vontade.

4. RISCOS: A refirada de sangue venoso € um meétodo cornqueiro na
investigacao clinica e cientifica, sem graves consequéncias para o doador.
Contudo & considerada uma técnica Invasiva visto que a agulha penetra na
pele até chegar na vela. O maior problema é uma leve dor; e o desconforto de
agulhas e da pungdo, porém se houver qualquer desconforto, o paricipante
tem o direito de desistir a qualquer momento. Em raras ocasides pode ocorrer:
hematomas (durante ou apés a realizagBo da pungdo venosa), pungdo em
artéria, anemia iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL), lesdo
nervosa, Infecgdo. Em caso de qualquer complicagdo © contratante dos
pesquisadores arcara com as despesas produzidas pelo procedimento. O risco
associado de quebra de sigilo aos dados do participante sera minimizado por
meio do uso somente de um numero de identficagdo e somente os
pesquisadores terdo acesso aos dados.

6. BENEFICIOS: Nao ha beneficio direto ao participante. Entretanto, ao partic
deste estudo podera ser identificada uma nova biomolécula que pode beneficiar
o tratamento de doengas cardiovasculares associadas a trombose.

O Sr.(a) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem quaiquer prejuizo para o
Sr.(a). Sempre que quiser, podera pedir mais informages sobre a pesquisa por
meio dos e-mails dos pesquisadores e do Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul abalxo discriminados
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O participante possui a garantia de receber uma via deste termo e em caso de
qualquer dano decorrente desta pesquisa tera direito a indenizagao.

Os dados obtidos por meio desta pesquisa serao mantidos em arquivo digital
em posse dos pesquisadores responsaveis pelo periodo de 5 anos
contabilizados a partir do encerramento da pesquisa e serfo indisponibilizados
ao fim deste prazo.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre e
espontanea para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os
itens que se seguem.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista os Itens acima apresentados de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi
cépia desse termo de consentimento, e autorizo e realizagao da pesquisa e a
divulgagao dos dados obtidos neste estudo.

Campo Grande, / /

Assinatura do participante da pesquisa

Eduardo Benedetti Parisotto
Laboratorio de Analises Clinicas - LAC - Hematologia/LAC/FACFAN
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS
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Campus Universitario 79070800 - Campo Grande, MS — Brasil- Telefone: (067)
3345-7962

e-mail: eduardo.parisotto@ufms.br, parisotto_edu@gmail.com

PARA MAIORES ESCLARECIMENTOS

Campus da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, prédio das Pro-
Reitorias ‘Hércuies Maymone' — 1° andar, CEP: 79070900. Campo Grande —
MS. e-mail: cepconep.propp@ufms.br; telefone: 3345-7187;

Atendimento ao publico: 07:30-11:30 no periodo matutina e das 13:30 as 17:30
no periodo vespertino.

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:




