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RESUMO

A Acrocomia aculeata € uma espécie de palmeira pertencente a familia
Aracaceae. Oriunda de regides tropicais, € conhecida por diversos nomes populares,
entre eles bocailuva e macauba. O 6leo extraido da polpa de bocaiuva (OPAA)
contém uma série de compostos capazes de controlar o estado redox e assim,
prevenir o estresse oxidativo. O desequilibrio no estado redox pode levar ao
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCV) e trombose, que estdo entre
as principais causas de morte no Brasil e no mundo. Além disso, os medicamentos
utilizados no tratamento de DCVs e trombose continuam a causar interagdes e
efeitos colaterais, necessitando da investigacdo de novos compostos que sejam
eficazes e seguros. Portanto, este trabalho objetivou estudar o efeito antitrombaético
do OPAA in natura. Para isso, o OPAA foi extraido por solvente e caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM), onde os
principais compostos identificados foram o acido oleico (35,10%), acido palmitico
(16,02%), acido laurico (2,69%), acido caprillico (2,02) e esqualeno (1,79%).
Posteriormente, foram realizados testes de toxicidade in vitro e in vivo, que
mostraram que o OPAA ndo apresenta efeito toxico. Os ensaios de agregacéao
mostraram que o OPAA inibiu a agregagdo plaquetaria na maioria das
concentragdes testadas, quando ADP e epinefrina foram usados como agonistas. No
entanto, o OPAA n&o apresentou efeito anticoagulante, conforme evidenciado pelos
valores de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa). Quanto ao seu potencial de inibicdo da ativagao plaquetaria, observou-se
que o OPAA modula a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas
plaquetas, reduzindo a producdo de EROs na maioria das concentracdes testadas.
Esses resultados corroboram com os resultados encontrados nos ensaios de
citrometria de fluxo, onde observou-se uma diminuicao da expressao de P-selectina
na membrana de plaquetas previamente tratadas com OPAA e estimuladas com
ADP. Portanto, o OPAA exibiu atividade antiagregante sem apresentar toxicidade.
Inibiu a ativagao plaquetaria observada pela diminuicdo da expressao da P-selectina
e da producdo de EROs. Além disso, os componentes majoritarios presentes no
OPAA destacam o efeito antioxidante envolvido no mecanismo de acao
antiplaquetario.

Palavras-chave: trombose, hemostasia, agregacgao, A. aculeata, anticoagulantes.



ABSTRACT

Acrocomia aculeata is a species of palm tree belonging to the Aracaceae family.
Coming from tropical regions, it is known by several popular names, including
bocaiuva and macauba. The oil extracted from bocaiuva pulp (AAPQO) contains a
series of compounds capable of controlling the redox state and thus preventing
oxidative stress. The imbalance in the redox state can lead to the development of
cardiovascular diseases (CVD) and thrombosis, which are among the main causes of
death in Brazil and around the world. Furthermore, medications used to treat CVD
and thrombosis continue to cause interactions and side effects, necessitating the
investigation of new compounds that are effective and safe. Therefore, this work
aimed to study the antithrombotic effect of AAPO in natura. For that, AAPO was
extracted by solvent and characterized by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer (GC-MS), where the main compounds identified were oleic acid
(35.10%), palmitic acid (16.02%), lauric acid (2.69%), caprylic acid (2.02) and
squalene (1.79%). Subsequently, in vitro and in vivo toxicity tests were carried out,
which demonstrated that AAPO has no toxic effect. Aggregation assays
demonstrated that AAPO inhibited platelet aggregation at most testicular
concentrations when ADP and epinephrine were used as agonists. However, AAPO
did not present an anticoagulant effect, as evidenced by the prothrombin time (PT)
and activated partial thromboplastin time (aPTT) values. Regarding its potential to
inhibit platelet activation, it was observed that AAPO modulates the production of
reactive oxygen species (ROS) in platelets, reducing the production of ROS at most
concentrations tested. These results corroborate the results found in flow cytometry
assays, where a decrease in P-selectin expression was observed in the membrane of
platelets previously treated with AAPO and stimulated with ADP. Therefore, AAPO
exhibited antiaggregation activity without presenting toxicity. Inhibited platelet
activation observed by decreasing P-selectin expression and ROS production.
Furthermore, the majority components present in AAPO highlight the antioxidant
effect involved in the antiplatelet mechanism of action.

Keywords: thrombosis, hemostasis, aggregation, A. aculeata, anticoagulants.
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INTRODUGAO

Acrocomia aculeata € uma palmeira oleaginosa pertencente a familia
Aracaceae (de Lima et al., 2018). O género Acrocomia inclui palmeiras espinhosas
morfologicamente diversas e com frutificagdo abundante (de Lima et al., 2018). A A.
aculeata destaca-se por sua ampla distribuicdo geografica, sendo nativa de florestas
tropicais (Borges et al., 2021). Além disso, pode ser comumente conhecida como
ucaja, bocaiuva, coco espinho e macauba (de Lima et al., 2018; de Souza et al.,
2020). A polpa de bocaiuva possui importancia econémica, industrial e medicinal
(Arena et al., 2018; Colombo et al., 2018; de Souza et al., 2020). Ainda, o 6leo
extraido da polpa de A. aculeata (OPAA) é caracterizado por sua riqueza em acidos
graxos, 3-caroteno e a-tocoferol, que possuem propriedades antioxidantes (Arena et
al., 2018; Colombo et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em resposta a
estimulos enddgenos ou exdgenos (Halliwell; Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018).
Na hemostasia, as EROs estdo envolvidas na regulacdo da fungédo plaquetaria e
na vasorregulagao (Halliwell; Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018). Por outro lado, a
producado desordenada de EROs e deficiéncias nos niveis de antioxidantes estao
associados ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (DCVs), trombose,
neurodegeneracao, aterosclerose, diabetes e ao envelhecimento (Halliwell;
Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018; Roth et al., 2020; Wendelboe et al., 2016).

A trombose € a patologia subjacente mais comum entre as DCVs (Raskob
et al., 2014). O tromboembolismo venoso (TEV) inclui a embolia pulmonar (EP) e a
trombose venosa profunda (TVP), uma doenga comum e potencialmente fatal cuja
principal complicacédo € a embolia pulmonar (Albricker et al., 2022). A TVP pode
ocorrer em pacientes internados, ambulatoriais e com sintomas inespecificos,
razao pela qual o diagndstico apresenta baixa sensibilidade e especificidade
(Albricker et al., 2022).

A descoberta de medicamentos antitromboticos revolucionou o tratamento de
DCVs e foi considerado um marco para o tratamento de TEV (Chan; Sobieraj-
Teague; Eikelboom, 2020). Embora eficazes, os antitrombdticos podem apresentar
diversas caracteristicas indesejaveis que dificultam e limitam o tratamento, como
interagdes e resisténcia medicamentosa (Chan; Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020;
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Levy; Connors, 2021), interferéncias nutricionais e uma estreita faixa terapéutica
(Chan; Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020; Melnikova et al., 2009).

Diante disso, os avangos na area farmacéutica e a necessidade de se obter
novas terapias impulsionaram as pesquisas no campo da anticoagulacdo na ultima
década, permitindo assim o surgimento de anticoagulantes orais diretos (DOACSs)
(Milling; Truman.; Ziebell, 2020). No entanto, ainda ha necessidade de busca por
novos antitromboticos que superem as complicagdes causadas e possibilitem um
tratamento que atenda as especificidades de cada paciente (Lamponi, 2021). Por
isso, devido ao potencial antioxidante ja documentado do OPAA na literatura
(Jacobowski et al., 2021; Sant'ana et al., 2023), o objetivo central deste estudo foi
avaliar o efeito antitrombético do OPAA in natura sobre plaguetas humanas em um

modelo experimental in vitro .
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CAPITULO | - FUNDAMENTAGAO TEORICA

1. HEMOSTASIA

O processo de hemostasia ocorre pela resposta hemostatica quando ha dano
ao endotélio vascular, tendo como finalidade manter a integridade e equilibrio
corporal. Esse processo depende da interagdo entre plaquetas, endotélio vascular e
fatores de coagulacéo, e € controlado por fatores pré e anticoagulantes (Periayah;
Halim; Saad, 2017).

1.1 Plaquetas

As plaquetas sao fragmentos celulares, anucleados, com formato discoide e
cerca de 2-4 ym de diametro (Van der Meijden; Heemskerk, 2019). Sdo produzidas
na medula o6ssea por fragmentos do citoplasma de megacariocitos, sendo a
trombopoetina (TPO) o principal horménio regulador desse processo (Van der
Meijden; Heemskerk, 2019). O valor plasmatico plaquetario € mantido entre 150 e
400 x 10%uL, e a sobrevida plaquetaria varia de 7 a 10 dias (Quach; Chen; Li, 2018).

As plaquetas apresentam fungdes de captacado, secrecao e producido de
componentes que participam de um extenso processo de comunicagao bidirecional
(Van der Meijden; Heemskerk, 2019). Os produtos secretados por plaquetas podem
influenciar ndo apenas na hemostasia, mas também em processos inflamatérios, na
imunidade e até mesmo no crescimento tumoral (Van der Meijden; Heemskerk,
2019).

As plaquetas sédo constituidas por uma membrana plasmatica composta por
uma bicamada de fosfolipidios contendo diversas moléculas, receptores e
microdominios em sua superficie (Thon; Italiano, 2012). Além disso, possuem um
citoesqueleto com microtubulos, espectrina e actina, que sao responsaveis por
manter a forma discoide de plaquetas n&o ativadas (Thon; Italiano, 2012). Ademais,
possuem um sistema canicular aberto que permite a interagcdo entre substancias
intra e extracelulares e um sistema tubular denso que armazena o calcio (Heijnen;
Korporaal, 2017), bem como lisossomos, ricos em enzimas proteoliticas (Figura 1)

(Rauch; Paris, 2018).
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Além disso, possuem dois tipos granulares, os granulos densos, que sao
constituidos principalmente por adenosina difosfato e trifosfato (ADP e ATP,
respectivamente), serotonina, pirofosfato, histamina e calcio (Rauch; Paris, 2018), e
os granulos-a, que tém em sua composi¢ao inumeras proteinas, como o fator de von
Willebrand (FVW) e o fibrinogénio, receptores de membrana, mediadores de
coagulagado, inflamagdo e angiogénese, bem como quimiocinas e fatores de

crescimento (Heijnen; Korporaal, 2017).

Figura 1. Estrutura funcional plaquetaria

Membranaplasmatica

Microtabulos _ Receptor

Sistema canicular - l _
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Granulos o

Fonte: A autora, 2022 — Criado com BioRender.

Apesar de apresentarem estruturas funcionais bem definidas a heterogeneidade
estrutural e de resposta pode ser observada nas plaquetas em diferentes individuos
e entre plaquetas, podendo diferir umas das outras na extenséo de sua sinalizagao e
em suas fungdes, como em sua adesédo e ativagao (Van der Meijden; Heemskerk,
2019). Por isso, as populagbes plaquetarias podem incluir plaquetas com ou sem
secrecdo (esgotadas), plaquetas com revestimento de fibrina (revestidas) e

plaquetas com fosfatidilserina exposta em sua membrana (pré-coagulantes) (Van der
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Meijden; Heemskerk, 2019).

1.2 Fatores de coagulagao

O fator de von Willebrand (FVvW) é uma glicoproteina adesiva produzida por
megacariécitos e células endoteliais (CEs), e é responsavel pela ponte de ligagcéao
entre plaqueta-subendotélio e plaqueta-plaqueta, e por formar um complexo de
ligacdo com o fator VIIl, protegendo-o da degradacdo proteolitica e da ativagéo
prematura (de Norme; Vanhoorelbeke; de Meyer, 2019). Assim como o FvW, outros
fatores de coagulagao exercem papel essencial na hemostasia, estando diretamente
envolvidos na formagédo de um coagulo estavel (Lasne; Jude; Susen, 2006). Esses
fatores incluem o fibrinogénio (fator 1), protrombina (fator Il), fator tecidual (FT),
fatores 1V, V, VII, fator VI, fator IX, fator X, fator Xl, fator Xlll, fator de Fletcher

(Precalicreina) e cininogénio de alto peso molecular (Lasne; Jude; Susen, 2006).

1.3 Endotélio vascular

A parede dos vasos sanguineos é composta principalmente por uma
monocamada de células endoteliais (CEs), que estdo em contato direto com os
componentes sanguineos e com o subendotélio, e corpos de Weibel-Palade,
responsaveis por armazenar proteinas contendo FVW e P-selectina (Annichino-
Bizzacchi; de Paula, 2018; Neubauer; Zieger, 2021). A matriz subendotelial por sua
vez é composta por proteinas de adesao, como o colageno (Annichino-Bizzacchi; de
Paula, 2018).

O endotélio vascular tem fungdes de regulacdo e protegdo, atuando nos
principais sistemas do organismo, como o imunoldgico e vascular (Kazmi; Boyce.;
Lwaleed, 2015). Sob condigbes fisioldgicas, as CEs fornecem mecanismos pro-
coagulantes, bem como anticoagulantes, pela liberagédo de substancias como 6xido
nitrico (NO) e prostaciclinas (PGI2). Além disso, inibidores de fatores de coagulagéo
como moléculas semelhantes a heparina (HEP), que servem como cofator para a
antitrombina Ill, bem como inibidores da via do fator tecidual (TFPI) e
trombomodulina (TM) também sao liberados (Kazmi; Boyce.; Lwaleed, 2015;

Neubauer; Zieger, 2021). Entretanto, frente a uma lesdo vascular, as CEs podem
14



produzir fatores que induzem e modulam a fungcdo plaquetaria, o processo de

coagulacao e a fibrinodlise (Neubauer; Zieger, 2021).

1.4 Hemostasia primaria

A hemostasia primaria tem inicio quando a integridade vascular € prejudicada
e abrange a vasoconstricdo, adesao, ativagdo, secre¢cdo e agregacao plaquetaria,
conforme ilustra a Figura 2 (Austin, 2017). A vasoconstricdo retarda o
extravasamento sanguineo e diminui o fluxo no local lesionado (Dorgalaleh et al.,
2018). Ela é produzida por meio do sistema nervoso simpatico em resposta ao dano
vascular e a liberagédo de endotelina-1 das CEs e plaquetas (Dorgalaleh et al., 2018).

Fisiologicamente, as plaquetas s&o expostas as altas forgas de cisalhamento
da parede do vaso, produzindo breves contatos com as células endoteliais (Austin,
2017; Qiao et al., 2018). Quando o endotélio é rompido, essa velocidade de
rolamento € diminuida a fim de facilitar a adesao plaquetaria, que por sua vez é
mediada por receptores de glicoproteina VI (GPVI) e GPIlb-IX-V através do
reconhecimento do FYW e do colageno (Austin, 2017; Qiao et al., 2018).

De modo geral, as plaquetas sdo ativadas a medida que se aderem a matriz
subendotelial, levando a ativagdo das CEs, expressao e secre¢cdo de quimiocinas e
mudanga conformacional plaquetaria (Austin, 2017). Diferentes agonistas ligam-se a
receptores especificos presentes na membrana plaquetaria, causando ativacao
plaquetaria mediada pela proteina G (Sira; Eyre, 2016) e monofosfato de adenosina
ciclico (cAMP), que diminui apds a ativagdo de plaquetas, aumentando assim a
mobilizagc&o de calcio (Austin, 2017).

Entre os principais agonistas plaquetarios estao o ADP, epinefrina, trombina,
tromboxano A2 (TXA2) e colageno (Dorgalaleh et al., 2018; Zaidi; Green, 2019). A
liberagdo de ADP e TXAZ2 leva a ativagao dos receptores purinérgicos P2Y12 e P2Y1,
e do receptor de TXA2 (TP) (Van der Meijden; Heemskerk, 2019). P2Y12 e P2Y1
sdo receptores acoplados a proteina G, ambos séo ativados pelo ADP e inibidos
pelo ATP (Koupenova; Ravid, 2018). O primeiro leva a inibicdo da adenilil ciclase,
que medeia a conversdo de ATP em cAMP, além disso, ativa a fosfatidilinositol 3-
quinase (Pl 3-K) (Koupenova; Ravid, 2018). Tais mecanismos promovem a ativagao
e amplificacdo da agregacao plaquetaria, assim como a formagao estavel de
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trombos (Koupenova; Ravid, 2018). Por outro lado, o P2Y1 e o TP estimulam a
fosfolipase C (PLC) e a ativagdo da proteina quinase C (PKC) (Van der Meijden;
Heemskerk, 2019), o que resulta no aumento do calcio intracelular, alteracéo
conformacional plaquetaria e agregacao reversivel (Cattaneo, 2019).

A epinefrina € outro importante mediador da ativagéo e agregacgéao plaquetaria,
2020).

Além disso, a ligagao da epinefrina ao receptor adrenérgico (a2A), exposto na

atuando sinergicamente com outros agonistas plaquetarios (Martin et al.,

membrana plaquetaria, contribui para a diminuicdo da concentracdo de cAMP e
ativacao de Pl 3-K (Martin et al., 2020).

A medida que as plaquetas se tornam ativas liberam diferentes constituintes
de seus granulos (secregcdo), como o TXA2, ADP, proteinas adesivas e de
coagulagao, que recrutam e ativam outras plaquetas circulantes (Bye; Unsworth;
Gibbins, 2016). Por fim, as interagdes entre plaquetas e com o subendotélio via
receptores, agonistas, colageno, FYW e outros, levam a agregacéo e formagao do
tampao plaquetario inicial, que se consolidara durante o processo de coagulagao

sanguinea (Vayne; Guel; Pouplard, 2021).

Figura 2. Representacgao ilustrativa das etapas da Hemostasia Primaria
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Fonte: Adaptado de Vayne, Guel e Pouplard (2021) — Criado com BioRender.

16



1.5 Hemostasia secundaria

Davie, Ratnoff e MacFarlane (1964) propuseram inicialmente que a
coagulacdo sanguinea poderia ser mediada por um modelo de cascata de
coagulagado, onde uma enzima ativa outra sucessivamente até que o substrato final
(fibrinogénio, que posteriormente € convertido em fibrina) seja alcangado. Esse
conceito funcionou muito bem in vitro, o que permitiu o desenvolvimento de inumeros
testes de coagulacao utilizados até os dias atuais (Gil, 2019).

Enquanto o modelo de cascata considera duas vias principais e
independentes, a via intrinseca e a extrinseca, que posteriormente se fundem em
uma via comum, o modelo atual, denominado de “modelo celular de coagulagao”
representa 0 mecanismo in vivo, onde as vias de coagulagcdo sao integradas,
podendo ser divididas em trés estagios que enfatizam a interagcdo de fatores
plasmaticos com superficies celulares especificas, sdo eles: iniciacdo, amplificacdo e

propagacao, conforme mostra a Figura 3 (Austin, 2017; Gil, 2019).

Figura 3. Modelo celular de coagulagao
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A fase de iniciagéo, esta resumidamente ilustrada na Figura 3a. Essa etapa
ocorre na superficie de células que expressam a proteina transmembranica FT (fator
tecidual) na corrente sanguinea por meio de células musculares lisas e fibroblastos
(Versteeg et al.,, 2013). O FT age como receptor para o fator VII, promovendo a
protedlise e ativagdo do mesmo, formando o complexo FVIla/FT, que por sua vez
ativa os fatores X e IX, transformando-os em FXa e FIXa, respectivamente (Versteeg
et al., 2013). O FXa associa-se ao cofator FVa para formar o complexo
protrombinase, esse complexo converte protrombina (fator 1) em trombina
(Dorgalaleh et al., 2018; Mussbacher et al., 2019).

Durante a fase de amplificagédo, a trombina gerada interage com as plaquetas
e com o complexo FVIII/FVW, resultando no aumento da adesao no local de lesao e
na formacgao estavel de fibrina (Gil, 2019). A trombina formada na primeira fase
participa ainda da ativagao dos cofatores FV e FVIII na superficie plaquetaria, o FvW
pode entdo se desassociar do FVIII para realizar a mediagdo de uma maior adeséo e
agregacao plaquetaria, o FXI também é ativado (FXla) por meio da trombina (Figura
3b), e por fim, simultaneamente todos esses fatores sao recrutados por fatores
quimiotaticos a superficie plaquetaria, onde se iniciara a fase de propagagao
(Hoffman, 2003).

A fase de propagacéo, ilustrada na Figura 3c, ocorre em superficies como as
de plaquetas ativas, pois apresentam fosfolipidios pro-coagulantes em sua
composicao (Versteeg et al., 2013). O fator IXa (ativado na fase de iniciagao) liga-se
ao FVllla (desassociado do FvW na fase de amplificagdo) presente na superficie das
plaquetas, formando assim o complexo tenase (FIXa/FVllla), que auxilia na rapida
ativacao de FX (Gil, 2019). O FXa associa-se ao fator Va (ligado a plaqueta na fase
de amplificagdo), o que resulta na formagao do complexo protrombinase (FXa/FVa)
(Gil, 2019). Nessa fase ha um grande recrutamento de plaquetas, formacéo de
complexos tenase e protrombinase, e consequentemente conversdo de grandes
quantidades de protrombina em trombina (Hoffman, 2003). A trombina é responsavel
por clivar o fibrinogénio em fibrina consolidando assim o tampao plaquetario e a

formacgao de um coagulo estavel (Mussbacher et al., 2019).
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1.6 Controle do processo de coagulagao e fibrindlise

Uma vez formado, o coagulo de fibrina deve se limitar ao sitio de lesao
(Dorgalaleh et al., 2019). Nesse processo, quatro anticoagulantes naturais controlam
a ativagdo e formacdo do coagulo: o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), a
proteina C (PC), proteina S (PS) e a antitrombina (AT) (Dorgalaleh et al., 2019). O
primeiro € um anticoagulante multifuncional que atua principalmente nos estagios
iniciais da cascata de coagulagcao e é responsavel por impedir a geragao de trombina
por meio da formagao do complexo FT/FVlla/FXa/TFPI (Mast; Ruf, 2022).

A trombomodulina (TM) € um receptor de trombina presente nha membrana
de células endoteliais, e a ligacéo entre trombina e TM ativa a proteina C, que forma
um complexo com a proteina S (Neubauer; Zieger, 2022). A PS atua como cofator
para a PC, que uma vez ligadas e ativadas, regulam a coagulagdo sanguinea
principalmente pela inativacdo dos fatores Va e Vllla (Neubauer; Zieger, 2022).

A ativacado da PC pode estimular o processo de fibrindlise, pois esta envolvida
na inativagdo do inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAl-1) (Neubauer; Zieger,
2022). Por outro lado, o complexo formado por trombina e TM pode ativar o inibidor
de fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) e catalisar a inativagdo da pro-uroquinase,
reduzindo assim o processo de fibrindlise (Chapin; Hajjar, 2015).

Por fim, a antitrombina, uma serpina (inibidor de serina proteases), esta entre
os principais inibidores de trombina, possuindo também uma forte afinidade pelos
fatores |Xa e Xa, realizando sua inativagdo (Rezaie; Giri, 2020; Versteeg et al., 2013).
A presenca de heparina ativa conformacionalmente a AT e aumenta o seu potencial
de acao, pois se liga a antitrombina, ao FIXa e ao FXa (Rezaie; Giri, 2020; Versteeg
et al., 2013). No entanto, essa alteragdo ndo aumenta a inibigdo de trombina, para
isso, é necessario a ligagdo a uma heparina de alto peso molecular (Rezaie; Giri,
2020; Versteeg et al., 2013).

1.7 Fibrindlise ou hemostasia terciaria

O processo de fibrindlise € responsavel pela regulacdo e regressdo da
formagdo de coagulos sanguineos (Sira; Eyre, 2016). Para restaurar o fluxo

sanguineo, os coagulos de fibrina precisam ser degradados, o que envolve a
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ativagdo de enzimas proteoliticas por ativadores de plasminogénio, como o ativador
de plasminogénio do tipo tecidual e uroquinase (t-PA e u-PA, respectivamente) (Zaidi;
Green, 2019).

Dessa forma, o plasminogénio circulante adere ao coagulo e é convertido em
plasmina pelo t-PA (Neubauer; Zieger, 2022). A plasmina degrada diversas proteinas,
incluindo o fibrinogénio, fibrina e fator V, e é responsavel pela clivagem dos residuos
de arginina e lisina da fibrina, e entdo os produtos dessa degradagdo podem ser
eliminados da circulagdo (Mutch et al., 2019). Por outro lado, a fibrina atua como o
principal substrato para plasmina, facilitando a ligacdo entre t-PA e a plasmina,
aumentando assim o potencial de fibrindlise (Mutch et al., 2019).

A fibrindlise é principalmente regulada pela agdo PAI-1, que inibe o t-PA, o u-
PA e controla a formacgédo de plasmina, e pelo TAFI, que remove os residuos de
lisina C-terminal da fibrina degradada, reduzindo assim a ligagéo do plasminogénio a
fibrina (Figura 4) (Miszta et al., 2021; Mutch et al., 2019).

Figura 4. Representagao do processo fibrinolitico.
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2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E FORMAGAO ANORMAL DE
TROMBOS

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas em resposta a
estimulos enddgenos ou exdégenos (Halliwell; Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018).
No processo de hemostasia, as EROs participam da regulagéo da fungéo plaquetaria,
desempenham papéis na vasorregulagao e potencializando a agregagao plaquetaria
(Halliwell; Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018).

Quando aderidas ao subendotélio as plaquetas produzem EROs
principalmente pela via de NADPH oxidase (Carrim et al., 2015). O peroxinitrito
(ONOO*), formado entre a reagao de superoxido (O27) e o NO exercem efeitos pro e
antiplaquetarios (Fuentes; Palomo, 2016). A agregacgao induzida pelo colageno esta
associada a liberagao de peroxido de hidrogénio (H202), que atua como mensageiro
para a metabolizagcdo do acido araquiddnico e para a via da fosfolipase C (Fuentes;
Palomo, 2016).

Por outro lado, a producao desordenada de EROs e deficiéncias nos niveis de
antioxidantes estdo associadas a neurodegeneragdo, aterosclerose, diabetes e ao
envelhecimento (Halliwell; Gutteridge, 2015; Qiao et al., 2018). O estresse oxidativo
regula negativamente a via de NO, causa disfungdo endotelial, danifica o
revestimento celular, prejudica a vasodilatacdo, leva a adesdo anormal de eritrocitos
e, quando associado a lesdo endotelial, promove a expressdo de FT, permitindo
assim a iniciagdo da cascata de coagulacdo (Wang; Zennadi, 2020). Ainda,
alteragdes quantitativas ou qualitativas nas plaquetas, fatores de coagulagao,
secregao e interagdes plaquetarias podem gerar graves consequéncias, levando a
formagao anormal de trombos ou hemorragias (de Norme; Vanhoorelbeke; de Meyer,
2019; Lasne; Jude; Susen, 2006; Veninga et al.,2020).

A formacgao de trombos esta associada a trés fatores que juntos originam a
triade de Virchow, sdo eles: a lesdao endotelial, o fluxo sanguineo anormal e a
hipercoagulabilidade (Gonzalez-Gonzalez; Ziccardi; Mccauley, 2021). A lesao
endotelial € associada a presenca de toxinas, hipertensdo, idade avancgada,
trauma, cirurgias e cateteres venosos (Albricker et al., 2022). O fluxo sanguineo
anormal & caracterizado por estase ou turbuléncia devido a aneurismas, placas

ateroscleroticas, gravidez, imobilizagdo e insuficiéncia cardiaca congestiva
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(Albricker et al., 2022). Por fim, a hipercoagulabilidade esta relacionada a ativacao
da cascata de coagulagdo, aumento da atividade plaquetaria e comprometimento
do processo de fibrindlise (Ding; Gupta; Lip, 2020).

O desenvolvimento desordenado de trombos pode levar ao aparecimento
de trombose, que é a patologia subjacente mais comum entre as trés principais
doencas cardiovasculares: doenca cardiaca isquémica, acidente vascular cerebral
e tromboembolismo venoso (TEV) (Raskob et al., 2014). O TEV inclui a trombose
venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP) (Albricker et al., 2022). A TVP é
uma patologia comum e potencialmente fatal, sua principal complicagdo é a
embolia pulmonar, que pode ocorrer em pacientes internados, ambulatoriais e com
sintomas inespecificos, razdo pela qual o diagnodstico apresenta baixa
sensibilidade e especificidade (Albricker et al., 2022). Esses fatores aliados as
diferentes dificuldades no tratamento tornam a trombose uma das principais
causadoras de morbidade e mortalidade a nivel mundial (Chan; Sobieraj-Teague;
Eikelboom, 2020; Wendelboe et al., 2016).
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3. ANTIAGREGANTES E ANTICOAGULANTES

Os farmacos antitrombdticos incluem os anticoagulantes, agentes
plaquetarios e tromboliticos diretos e sao utilizados no tratamento e prevengao de
eventos trombéticos a curto e longo prazo (Melnikova, 2009). Nos primérdios da
terapia antitrombética, inuUmeros medicamentos como a heparina e o acido
acetilsalicilico (AAS) foram utilizados antes mesmo que seu mecanismo de agao
fosse desvendado (Hirsh; Eikelboom; Chan; Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020).
Apesar disso, a descoberta dos medicamentos antitrombéticos transformou o
tratamento de doencas cardiovasculares, sendo considerado um marco para o
tratamento de TEV (Chan; Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020).

As heparinas ligam-se a antitrombina, o que aumenta sua capacidade de inibir
a trombina e o fator Xa (Levy; Connors, 2021). Contudo, a resisténcia e a
necessidade de doses elevadas para alcangar niveis adequados de anticoagulagéo
sdo os principais desafios associados a esse medicamento (Levy; Connors, 2021).
Outra classe importante de anticoagulantes sao os antagonistas de vitamina K,
sendo a Varfarina o mais utilizado, tendo como mecanismos de acao a inibigcao da
sintese hepatica de fatores de coagulagcdo, como o FllI, FVII, FIX e FX, e das
proteinas C e S (Dornbos; Nimjee, 2018; Melnikova, 2009). A Varfarina foi por anos o
unico agente biodisponivel de alta eficacia administrado por via oral, porém, os
efeitos colaterais associados a esse farmaco podem ser graves, incluindo
sangramentos significativos e, em casos mais extremos, fatais (Dornbos; Nimjee,
2018; Melnikova, 2009).

Embora eficazes, os antitrombdticos podem apresentar inumeras
caracteristicas indesejaveis que dificultam e limitam o tratamento, como interacdes e
resisténcia medicamentosa (Chan; Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020; Levy;
Connors, 2021), interferéncias nutricionais e uma estreita janela terapéutica (Chan;
Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020; Melnikova et al., 2009). Os avangos na area
farmacéutica e a necessidade de se obter novas terapias impulsionaram as
pesquisas no campo da anticoagulacdo na ultima década, permitindo assim o
surgimento dos anticoagulantes orais diretos (DOACs) (Milling; Truman.; Ziebell,
2020).

Os DOACs atuam sobre as proteinas de coagulagao e sdo projetados para
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minimizar as interagbes com alimentos e medicamentos, possuindo doses fixas e
eliminando a necessidade de monitoramento de coagulagdo de rotina (Chan;
Sobieraj-Teague; Eikelboom, 2020). O Dabigatrano, que é um inibidor seletivo de
fator lla, e os inibidores de Fator Xa, como Rivaroxabana, Apixabana e Edoxabano,
sdo os principais DOACs utilizados no tratamento de eventos trombadticos (Bertoletti
et al., 2017).

Apesar das vantagens oferecidas pelos DOACs ainda ha um numero limitado
de antitombdticos aprovados e a necessidade de busca por novos compostos com
potencial terapéutico e capacidade de superar as complicagbes causadas, com
propriedades que reduzam a necessidade de terapia conjunta e permitam
tratamentos que atendam as especificidades de cada paciente (Lamponi, 2021;
Streiff et al., 2016).
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4. BIOTECNOLOGIA E O DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS NATURAIS

Embora o termo "biotecnologia" tenha sido utilizado pela primeira vez em
1919 pelo engenheiro hungaro Karl Eriky, existem relatos de que processos
biotecnolégicos foram utilizados desde a antiguidade, como a fermentagéo produzida
por microrganismos para a fabricacdo de bebidas alcodlicas, queijos e paes (Gupta
et al., 2017). Atualmente, a biotecnologia desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de produtos e processos cientificos e tecnolégicos, utilizando
sistemas biolégicos e seus derivados, tendo aplicagdes nas areas da ciéncia
humana, animal (Gupta et al., 2017) e vegetal (Anjanappa; Gruissem, 2021).

Na biotecnologia vegetal os produtos naturais (PNs) derivados de bactérias,
fungos, plantas e organismos marinhos abrangem uma gama de compostos com
ampla atividade bioldgica (Katz; Baltz, 2016). O uso de PNs é citado historicamente
na forma de medicamentos tradicionais, pocbes e Oleos, como os 6leos de
Cupressus sempervirens (Cipreste) e Commiphora espécies (mirra) documentados
na Mesopotadmia em 2.600 a.C., que ainda sao utilizados no tratamento de tosse,
resfriados e inflamagdes (Dias; Urban; Roessner, 2012). O Papiro de Ebers, datado
de 2.900 a.C., descreve 700 medicamentos a base de plantas no Egito, enquanto a
medicina chinesa registrou diversas prescricdes de produtos naturais ao longo dos
séculos, como os registos de Wu Shi Er Bing Fang, Shennong Herbal e Tang Herbal.
Ainda, os registros do médico grego Dioscorides no século | d.C. incluem a coleta e
uso de plantas medicinais (Dias; Urban; Roessner, 2012).

Apos a descoberta da estreptomicina na década de 1940, as empresas
farmacéuticas, especialmente nos Estados Unidos, Europa e Japéo, intensificaram
seus esfor¢cos para desenvolver produtos a partir de PNs (Katz; Baltz, 2016). No
Brasil, o desenvolvimento da fitoterapia teve origem na combinagdo do
conhecimento e uso de plantas medicinais pelos povos indigenas com o
conhecimento trazido pelos colonizadores, assim como com as plantas introduzidas
pelos povos africanos escravizados, que as utilizavam em rituais religiosos e como
forma de tratamento farmacolégico (Santana et al., 2018).

Exemplos importantes de plantas medicinais sdo a llex paraguariensis (mate),
Myroxylon balsamum (balsamo de Tolu), Paullinia cupana (guarana), Psidium

guajava (guava), Spilanthes acmella (jambu), Tabebuia sp. (lapacho), Uncaria
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tomentosa (unha-de-gato), Copaifera sp.(copaiba) (Brasil, 2012). Apesar do Brasil
deter a maior biodiversidade do mundo, estimada em mais de 2 milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e microrganismos, o uso de plantas como matéria-prima
biotecnolégica para o desenvolvimento de novos medicamentos ainda é
minimamente explorado (Brasil, 2012).

Em suma, a biotecnologia desempenha um papel significativo no
desenvolvimento e melhoramento de PNs. Além disso, os PNs sdo empregados na
alimentagao, dentre eles destacam-se os Oleos vegetais, que hoje representam uma
crescente demanda mundial, impulsionando assim o emprego de bases
biotecnolégicas desde a producdo de sementes até técnicas de extragéo,

processamento € melhoramento nutricional (Msanne; Kim; Cahoon, 2020).

4.1 Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. x Mart

O género Acrocomia pertence a familia Aracaceae e € composto por
palmeiras espinhosas com morfologia diversificada e produgdo abundante de frutos
(de Lima et al., 2018). A espécie A. aculeata, uma planta oleaginosa e mondica, foi
inicialmente descrita por Jacquin em 1763 (de Lima et al., 2018). Nativa de florestas
tropicais, a A. aculeata € uma palmeira com maior incidéncia na América do Sul,
especialmente no sudeste do Brasil (Borges et al., 2021). Sua ampla distribuicdo
geografica faz com que a planta tenha diferentes denominag¢des dependendo do
pais ou regidao em que se encontra, sendo comumente conhecida como ucaja,
bocaiuva, coco espinho e macauba (de Lima et al., 2018; de Souza et al., 2020).

A A. aculeata pode atingir até 15 metros de altura e 20-30 centimetros de
didmetro (Figura 5A), possuindo raizes subterraneas ou aéreas (da Silva César et
al., 2015; de Souza et al., 2020). A frutificacdo ocorre durante todo o ano, e os frutos
tornam-se maduros entre 12-13 meses apos a fertilizacdo (Figura 5B e C) (Colombo
et al., 2018). As folhas dispostas em diferentes planos apresentam aspecto plumoso,
sdo pinadas curtas ou longas e as inflorescéncias sdo mondicas (Figura 5A, D e E)
(da Silva César et al., 2015; de Souza et al., 2020).
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Figura 5. Caracteristicas da Acrocomia aculeata

Berton, L. H.C

A) Planta adulta. B) Cacho com frutos maduros. C) Detalhe do fruto e mesocarpo. D)

Inflorescéncia aberta. E) Detalhes da inflorescéncia mondica. Fonte: Colombo et al, 2018.

Os frutos maduros sao globulares, compostos por um epicarpo (casca)
espesso, um mesocarpo (polpa) mucilaginoso e fibroso de coloragao
amarelo/alaranjado (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; de Souza et al., 2020). As
sementes circundadas por um pirénio espesso sao rigidas e brancas, e seu
endosperma envolve o embrido para posterior processo de germinacédo (Mazzottini-
dos-Santos et al., 2015).

Tradicionalmente, a polpa de bocaiuva € consumida in natura ou na forma de
doces, sorvetes e farinhas (de Souza et al., 2020). Além disso, é conhecida por seus
efeitos contra infecgdes respiratorias e é frequentemente utilizada pela comunidade
como laxante (Colombo et al., 2018). Além de seu valor medicinal e alimentar, a
polpa também desempenha um importante papel econdmico na industria de
cosméticos e na producédo de energia (Arena et al., 2018).

A diversidade de produtos que podem ser obtidos a partir da bocaiuva, sua
alta plasticidade em relagao as condigbes ambientais, incluindo a breve tolerancia ao

congelamento (-5 °C), fogo e seca, juntamente com sua capacidade de
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armazenamento estavel, permitindo a descentralizacdo do armazenamento e da
producdo, além do potencial mercado local e internacional existente, tornam-na
promissora para uma expansao econdmica sustentavel (Poetsch et al., 2012). A
producdo de derivados de A. aculeata permite ainda que pequenos produtores
diversifiquem suas fontes de renda, tendo ainda capacidade de integrar o portfolio

global de dleos vegetais (Poetsch et al., 2012).

4.2 Oleo da polpa de Bocaitiva

Nas ultimas décadas, os 6leos vegetais vém substituindo os de origem animal
na alimentagdo, exemplos comuns incluem o 6leo de oliva, de palma, de soja, de
coco, girassol e de canola (Costa et al., 2020). A medida que aumenta a ingestao
desses Oleos na dieta, pesquisas acerca de seus beneficios na prevengao e
tratamento de doengas também tem se intensificado (Costa et al., 2020). Um
exemplo é o azeite de oliva, onde pode ser observado em sua composi¢cao a
presenga de antioxidantes e acidos graxos (Costa et al., 2020).

O Odleo extraido da polpa da A. aculeata (OPAA) é caracterizado por sua
rigueza em acidos graxos, com destaque para o acido oleico, seguido pelos acidos
palmitico e linoleico, bem como [(-carotenos e a-tocoferol, que possuem
propriedades antioxidantes, capazes de diminuir ou inibir o estresse oxidativo e a
peroxidagao lipidica (Arena et al., 2018; Colombo et al, 2018). Nunes e
colaboradores (2018) observaram o efeito do 6leo de semente de A. aculeata sobre
ratos com diabetes tipo 2, onde os animais que receberam em sua dieta diferentes
concentragbes do 6leo apresentaram efeito hipoglicemiante, redugédo do ganho de
peso e baixa deposicdo de AGCM (acidos graxos de cadeia média) no tecido
adiposo epididimal (Nunes et al., 2018).

Silva e colaboradores (2019) constataram a redugado significativa nos niveis
de glicose no sangue em todas as concentragées de OPAA administradas em ratos
normoglicémicos e com diabetes induzida por estreptozotocina, sendo a menor
concentracao (3 mg/kg) a de maior potencial hipoglicemiante. Além disso, os ensaios
de citotoxicidade ndo mostraram redug¢ao na viabilidade das células epiteliais renais
com concentragdes de até 500 pg/mL (Silva et al., 2019). Ja Lescano e

colaboradores (2015) relatou efeitos diurético e anti-inflamatério do OPAA in natura e
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microencapsulado em ratos Wistar, com efeitos ndo apenas antiedematogénico e
aumento significativo na excrec¢ao urinaria, mas também na inibicdo da migracéo de
leucdcitos e o extravasamento plasmatico (Lescano et al., 2015).

Foi observado recentemente que o 6leo da polpa de bocaiuva possui uma
maior capacidade antioxidante total em camundongos alimentados com uma dieta
rica em gorduras (Sant’'ana et al., 2023). Além disso, Jacobowski e colaboradores
(2021) relataram que um modelo animal colocado sob estresse cronico apresenta
déficit na atividade locomotora, aumento no comportamento semelhante a ansiedade,
bem como a supressdo do comportamento exploratério, dano oxidativo, aumento na
peroxidagao lipidica e deplecdo do conteudo de glutationa reduzida (GSH)
(Jacobowski et al., 2021). Entretanto, o tratamento com OPAA in natura e
microencapsulado apresentou efeitos neuroprotetores, diminuindo a atividade da
catalase (CAT) em todas as fragdes do cérebro, redugdo do peso corporal,
diminuigdo na carbonilacdo de proteinas no hipocampo e atenuagao de alteragdes
no cortex, hipocampo e corpo estriado (Jacobowski et al., 2021).

Além desses, diversos estudos tratam do efeito do OPAA principalmente na
sua capacidade de controlar o estado redox (Arena et al., 2018; Monteiro-Alfredo et
al., 2021). Apesar disso, a literatura carece de investigagdes que fornegcam dados
sobre sua atividade antitrombdética, uma vez que foram encontrados apenas estudos
em outras espécies da mesma familia (Azevedo et al., 2007; Fuentes et al., 2013).
Ainda, a necessidade de novos antitrombdticos, o valor agregado a PNs e o
potencial descrito do OPAA sustentam a hipotese de sua possivel atividade como
antiplaquetario natural, abrindo assim caminhos para novos estudos no campo de

agentes antitrombaticos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Estudar a acao antitrombotica do 6leo da polpa de A. aculeata (OPAA) in

natura num modelo experimental in vitro.

Objetivos especificos
e Avaliar a toxicidade do OPAA in natura in vivo e in vitro;

e Avaliar o efeito do OPAA in natura sobre a agregacgao plaquetaria;

Avaliar o efeito OPAA in natura sobre a coagulagcdo sanguinea;

Investigar a influencia do OPAA na ativagao plaquetaria por meio de:
- Producéo intraplaquetaria de espécies reativas de oxigénio;

- Expressao de P-selectina na membrana de plaquetas ativadas.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death in the world. Platelets
play an important role in thrombosis and atherosclerosis. The study aimed to
evaluate the antithrombotic action of Acrocomia aculeata pulp oil (AAPO) in natura,
as well as in vitro experimental model. AAPO was obtained by solvent extraction and
its chemical characterization was performed by gas chromatography coupled to
mass spectrometer (GC-MS). In vitro toxicity was evaluated with Trypan blue
exclusion test, and in vivo by Galleria mellonella model. ADP/epinephrine-induced
platelet aggregation after treatment with AAPO (50, 100, 200, 400 and 800 pg/mL)
was evaluated by turbidimetry, and coagulation was determined by prothrombin
activity time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT). Platelet activation
was measured by expression of P-selectin on the platelet surface by flow cytometry
and intraplatelet content of reactive oxygen species (ROS) by fluometry. The results
GC-MS showed that AAPO has as major components such as oleic acid (35,10%),
palmitic acid (16,02%), lauric acid (2,69%), caprylic acid (2,02) and squalene
(1,79%). AAPO showed no toxicity in vitro or in vivo. Platelet aggregation decreased
significantly (p<0.001) against agonists after treatment with different concentrations
of AAPO. On the other hand, the oil did not interfere significantly in PT and aPTT.
Moreover, it expressively decreased ROS-induced platelet activation and P-selectin
expression on the platelet surface. Therefore, AAPO showed antiplatelet action since
it decreased platelet activation verified by the decrease in P-selectin expression as

well as in ROS production.

Keywords: Acrocomia aculeata; toxicity; cardiovascular disease; reactive oxygen

species; antiaggregant; antioxidant.
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1. INTRODUCTION

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death in the world,
and platelets play an important role in thrombosis and atherosclerosis [1]. Platelets
are small cellular fragments derived from medullary polyploid megakaryocytes
responsible for controlling processes related to health and disease [2], and reactive
oxygen species (ROS) play an important role in regulating their function [3]. An
imbalanced ROS production and deficits of antioxidants lead to hemostatic
instabilities, which are responsible for increasing the risk of developing thrombotic
and cardiovascular diseases [3,4].

Platelet activity is different among different human populations, which could
explain the variability of cardiovascular diseases [5]. Moreover, antiplatelet therapy
presents numerous difficulties and limitations, such as drug and nutritional
interactions and a narrow therapeutic window, resulting in the need to investigate
antiplatelet agents with greater efficacy and safety [6,7].

Brazil has one of the greatest biodiversities in the world and may be a source
of natural bioactive compounds [8]. Among the promising plants for the development
of natural products is Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., popularly known as
bocaiuva or macauba [9]. It is a palm tree belonging to the Arecaceae family, native
to tropical regions, and prevalently occurs in South America, mainly in the Brazilian
Cerrado and Pantanal [9,10].

The bocaiuva pulp has great economic, industrial, and nutritional importance
[11]. Traditionally, bocaiuva pulp is consumed in natura or in the form of sweets, ice
cream and flour [11]. In addition, it is widely recognized in folk medicine for its
analgesic, healing and laxative effects [12]. The pulp oil of A. aculeata (AAPO) is rich
in compounds with antioxidant action [8,11], such as B-carotene, tocopherols and
fatty acids, such as oleic and palmitic acid [8,12].

Several studies have already demonstrated beneficial effects of bioactive
compounds derived from A. aculeata, such as hypoglycemic [13], neuroprotective
[14] and antioxidant effect [15,16]. However, the antiaggregant and anticoagulant
action of AAPO lacks additional studies. Thus, we sought to investigate the effect of

AAPO on human hemostasis by using an in vitro experimental model.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Obtaining the oil from the pulp of A. aculeata (AAPO)

Ripe fruits of A. aculeata, intact and without signs of contamination and/or
physical damage were collected in January 2019, the period of greatest fruiting, in
Campo Grande, Mato Grosso do Sul (20°27'54°39" S54°38'43.732" O), under
authorization from the National System for the Management of Genetic Heritage and
Associated Traditional Knowledge (SISGEN; n°® AOF9FD6).

The fruit pulp was dehydrated (50° C) in a tray dryer at an airflow of 0.5 m/s
for 18 h and AAPO was obtained by solvent extraction using the exhaust method for
48 h with petroleum ether and hexane (2:1). The extracted oil was evaporated in a
rotary evaporator, placed under a nitrogen flow (30 min), kept in a desiccator for 2 h,
and stored in an amber bottle, protected from light in a cool place (10° C) until

analysis [14,17]. For the tests, dimethyl sulfoxide (DMSO 0,5%) was used as vehicle.

2.2 Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis

AAPO was analyzed by gas chromatography (Shimadzu QP2010) coupled to
a mass spectrometer (GC-MS) equipped with a COA-20i autoinjector. The carrier
gas was helium and the pressure 79.7 kPa. The injection temperature was 250° C,
and the temperature program was the following: 60-240° C increasing 3° C.min",
240-310° C increasing 15° C.min', and 310° C for 10 min (isothermic). A RTx-5MS
capillary column (30 mm x 0.25 mm x 0.25 y) was used and the mass spectra were
obtained by electron ionization (El), applying the energy 70 eV. The retention indices
(RI) were calculated using C8-C40 alkane standards (Sigma Aldrich). Identification of
constituents was performed comparing the mass spectra registered with NIST,
WILEY and FFNSC libraries, and retention indices described according to the

literature [18].

2.3 Blood collection and obtaining plasma

Human blood samples (5 mL) were collected by venipuncture from healthy
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donors, with no history of bleeding or thrombosis, after prior consent. Sodium citrate
(3.8%) (9:1; m/v) was used as an anticoagulant. PRP (platelet-rich plasma) was
obtained after centrifugation for 10 min at 123 g at room temperature, and a PPP
(platelet-poor plasma) containing approximately 10,000 platelets was obtained by
diluting PRP in saline. The study protocol was approved by the Ethics Committee of
the Federal University of Mato Grosso do Sul (CAAE: 57842022.2.0000.0021), in
accordance to national and international standards for research involving human

subjects.

2.4 Toxicity assays

2.4.1 Evaluation of in vitro toxicity by the Trypan blue exclusion test

For the experiment, 400 uL of PRP pool were incubated (37° C for 5 min) with
5 pL of different AAPO concentrations (50, 100, 200, 400 and 800 ug/mL) and
controls. Positive control: Triton X100 (1%, v/v); Negative control: DMSO (0.6%).
Then, 50 L of Trypan blue (0.4%) were added to an equal volume of PRP incubated
with compounds and controls. Subsequently, they were transferred to a Neubauer
chamber and the viable and non-viable platelets were quantified. The results were
expressed as mean percentage of platelet viability. All experiments were performed

in triplicate, not exceeding 3 h after collection [19].

2.4.2 Evaluation of in vivo systemic toxicity in Galleria mellonella model

For the experiment, 10 pL of AAPO of the two smallest and the two largest
concentrations (50, 100, 400 and 800 pg/mL) or controls were injected into the
hemocoel of each larva through the last left proleg using a Hamilton® syringe
(Hamilton Inc, NV, USA). Ten larvae weighing between 0.2 and 0.3 g without signs
of melanization were used per group. Saline and DMSO (100%) were used as
negative and positive control, respectively. The larvae were incubated in the dark at
37° C and their survival was recorded at selected intervals for 72 h, where larvae
that showed no movement to touch and high levels of melanization were counted as
dead [20].
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2.5 Determination of platelet aggregation

Platelet aggregation was assessed by turbidimetry using a semi-automatic
aggregometer (EasyAgreg 4.0, Qualiterm®) [21]. Platelets were counted in automatic
counting equipment (Sysmex XP-300%®) and adjusted with saline solution, obtaining a
value between 200,000 and 250,000 platelets/mm3. Aliquots of 400 and 600 L of
the PRP pool were used for aggregation with adenosine diphosphate (ADP, 30 uM;
Calbiochem®, Canada) or epinephrine (5 ug/mL; Hipolabor®, Minas Gerais, Brazil),
respectively. The PRP pool was pre-incubated with 5 pL of AAPO (50, 100, 200, 400
and 800 pg/mL) at 37° C for 5 minutes. Aggregation was measured in percentage (%)
and recorded continuously for 5 or 10 minutes after the addition of agonists. DMSO
(0.6%) was used as a negative control, and its average aggregation percentage was
assumed to be 100%. PPP was used to adjust the baseline turbidity of the sample
and Ticlopidine (10 yM) as a positive control. All tests were performed in triplicate on

three independent days, not exceeding 3 hours after collection.

2.6 Evaluation of blood coagulation

For coagulation evaluation, Prothrombin Time (PT) and Activated Partial
Thromboplastin Time (aPTT) were measured following the manufacturer's guidelines
(Wiener Lab®, Rosario, Argentina), in triplicate and using a semi-automated
coagulation system (CLOTimer®, Quick Timer). Briefly, a PPP pool was obtained
after centrifugation for 15 min at 1,107 x g and 8° C of human blood samples
collected with sodium citrate (3.8%) (9:1; m/v). 100 uyL PPP was pre-incubated with
1.3 pL of AAPO at different concentrations (50 - 1000 ug/mL) or controls for 5 min at
37 °C. For normal (Standart) and positive controls, plasma without added vehicle
and/or treatment and heparin (17 IU/mL blood) were used, respectively. DMSO

(0.6%) was used as negative control [21].
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2.7 Platelet activation

2.7.1 Expression of platelet surface P-selectin

Platelet surface P-selectin expression was determined after incubation of PRP
(400 pL) pool with 5 pyL of AAPO (50, 100, 200, 400 and 800 ug/mL) or DMSO (0.6%)
for 5 min at room temperature. Subsequently the samples were stimulated with ADP
(30 uM) and incubated for 5 min. Activated platelets were then labeled with FITC
Mouse Anti-Human CD42b (5 yL) and P-selectin with PE Mouse Anti-Human CD62P
(5 pL), and remained in the shelter of light for 15 min. Unlabeled controls, samples
labeled only with CD42b-FITC and only CD62P-PE were used for data calibration.
The assay was performed on a CytoFLEX flow cytometer (CytoFLEX, Beckman
Coulter, CA, USA) and 10,000 events were collected, and the data analyzed in
FlowJo® v10.8 software (BD Life Sciences) [22].

2.7.2 Assessment of platelet activation by intraplatelet content of ROS

To evaluate platelet activation by intraplatelet content of ROS, concentrations
of 50, 100, 200, 400 and 800 ug/mL of AAPO were used. DMSO (vehicle, 0.6%) was
used as a negative control and hydrogen peroxide (H202) as a positive control. A
pool of PRP (200 pL) was incubated with 2.5 yL of AAPO concentrations or controls
for 5 min. ROS content was determined by fluorescence intensity at 485 nm
(excitation) and 520 nm (emission) using a multimode microplate reader (Synergy™
H1, BioTek Instruments®, Vermont, United States) after 30 min of incubation with 10
uL 2',7'dichlorodihydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA, 10 uM) [23].

2.8 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using multiple comparisons of analysis of
variance (ANOVA), complemented by the Tukey-Kramer test, when necessary,
assuming a minimum significance level of p < 0.05 between different concentrations
of AAPO and controls. For the G. mellonella model, differences in survival were
compared using the log-rank test. The software used was GraphPad® Prism version
8.0.2.
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3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Chemical analyses of AAPO

Oilseed plants can be affected by different environmental, climatic, cultivation,
harvesting, processing and storage factors, consequently changing the chemical
composition of the extracted oils [24,25]. Despite this, the main compounds
observed in AAPO by GC-MS were similar to those found in the literature [26,27] and
are summarized in Table 1. Oleic acid (35.10%) was predominant, followed by
palmitic acid (16.02%), and other fatty acids were also observed to a minor extent,
such as lauric acid (2.69%), caprylic acid (2.02%), and squalene (1.79%).

Recently, SANT'ANA and collaborators (2023) [15] observed an oleic acid
content of approximately 49.32% in AAPO, which reflected in a greater total
antioxidant capacity in C57BI/6 mice [15]. In addition, the study by PERDOMO and
collaborators (2015) [28] suggested that oleic acid reduces PAI-1 levels
(Plasminogen activator-1 inhibitor) induced by TNF-a in vascular smooth muscle
cells, thereby protecting the endothelium and modulating inflammation.

In addition, pre-treatment with physiological concentrations of oleic and palmitic
acid maintains glutathione (GSH) levels and protects human endothelial cells from
oxidative stress [29]. Palmitic acid is a fatty acid responsible for the palmitoylation of
proteins (reversible process involving the addition of palmitic acid to specific
cysteines through a thioester bond, which provides dynamic regulation of protein
functions, including processes such as phosphorylation and ubiquitination) and by
the biosynthesis of palmitoylethanolamine, which has neuroprotective and anti-
inflammatory capacity [30]. Our findings corroborate those found by COSTA and
collaborators (2020), where a concentration of approximately 15.80% palmitic acid
was observed in AAPO [12].

Although less prevalent, medium-chain fatty acids lauric and caprylic, as well as
squalene, a triterpene present in several vegetable oils, such as soybean oil, have
already been reported to have the ability to attenuate oxidative stress [31,32,33].
Furthermore, a previous study demonstrated a concentration of approximately 31.2
mg/100g of ascorbic acid, 46.9 mg/100g of B-carotene and 12.6 mg/100g of a-

tocopherol in the pulp oil of A. aculeata [14].
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Table 1. Constituents identified from AAPO by GC-MS.

RT (min) Compound Area (%) RI
6.67 Caproic acid 1.26 991
8.05 B-phellandrene 1.29 1034
13.58 Caprylic acid 2.02 1186
14.21 Ethyl octanoate 0.12 1200
21.36 Capric acid 0.24 1375
29.24 Lauric acid 2.69 1573
36.35 Myristic acid 0.73 1768
39.82 Isobutyl phthalate 0.21 1870

7,11,15-Trimethyl-3-methylene-
41.47 0.41 1920
hexadeca-1,6,10,14-tetraene
42.32 Palmitoleic acid 0.86 1947
43.16 Palmitic acid 16.02 1973
43.91 Ethyl palmitate 0.20 1996
48.66 Oleic acid 35.10 2154
49.13 NI 3.99 2170
57.25 NI 2.53 2466
61.15 Hexacosane 0.47 2619
63.35 NI 2.32 2705
64.99 NI 5.14 2766
65.20 Squalene 1.79 2831
66.37 Nonacosane 0.35 2901
70.96 NI 2.03 3221
71.02 NI 2.37 3225
72.27 NI 3.58 3324
72.47 NI 3.73 3340

NI: not identified; RT: retention time; RI: retention indices on RTx-5MS capillary column. NI
compounds of up 2% relative percentage (RI): 1- 0.07% (1596); 2— 0.26% (2255); 3- 0.13%
(2298); 4- 0.19% (2301); 5- 1.64% (2430); 6- 0.43 % (2438); 7- 1.36% (2477); 8- 0.09%
(2683); 9- 0.46% (2895); 10- 0.52% (3097); 11- 0.76% (3100); 12- 1.55% (3101); 13- 0.26%
(3148); 14- 0.60% (3245); 15- 0.40% (3256); 16- 0.57% (3277); 17- 1.26% (3408).
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3.2 In vitro and in vivo toxicity

The panoply of bioactive compounds present in different plant products may
impact positively or negatively the human and animal health [34]. The hematopoietic
system is one of the most sensitive targets for toxic substances [34], for this reason
the in vitro and in vivo toxicological assays have been performed to establish the
safety criteria, quality, and efficacy, as well as to select the suitable concentrations
for their therapeutic use [35].

The in vitro toxicity results showed no toxicity to human platelets at the tested
AAPO concentrations (50, 100, 200, 400 and 800 upg/mL) (Figure 1A). There was no
significant difference between concentrations and the negative control (NC) and the
percentage range of platelet viability obtained fell between 97.4 and 99.1%. The in
vivo toxicity test using G. mellonella larvae confirmed the absence of systemic
toxicity at the concentrations tested (50, 100, 400 and 800 pg/mL), being equivalent
to the NC (Figure 1B), without high levels of melanization or larvae death.

These results corroborate the data found by Traesel and colleagues (2014)
[17], who demonstrated through an in vivo model using Wistar rats, low acute and
subacute (28 days) toxicity of AAPO on blood cells, suggesting toxicity only at high
concentrations of AAPO (50% oral lethal dose higher than 2000 mg/kg).
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Figure 1. Toxicity in human platelets and systemic in G. mellonella. (A) Percentage (%)
of human platelet viability obtained in PRP treated with Acrocomia aculeata (AAPO) pulp oil
at different concentrations (50, 100, 200, 400 and 800 pg/mL). Negative control (NC):
vehicle (DMSO, 0.6%); Positive control (PC): Triton X100 (1%). (***) indicates statistical
difference with p < 0.001 compared to NC. (B) In vivo systemic toxicity in G. mellonella
model treated with different concentrations (50, 100, 400 and 800 pg/mL) of AAPO. The
percentage of survival was evaluated for 72 h. Negative control (NC): saline; Positive control:

DMSO (100%). Difference estimates in survival were compared using p < 0.05 log-rank test.
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3.3 Effect of AAPO on human platelet aggregation

ADP is concentrated in the dense granules of platelets, when released it binds
to two purinergic receptors, P2Y12 and P2Y1 [36]. The first mediates the inhibition of
adenylyl cyclase activity, activates phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K), promotes
the activation and amplification of platelet aggregation, forming stable thrombi [36].
On the other hand, P2Y1 leads to increased intracellular calcium, altered platelet
shape, and reversible aggregation [37]. The results obtained in this study
demonstrated significant inhibition of this aggregation pathway in AAPO-treated PRP,
with the highest inhibitory percentage (34%) at a concentration of 800 ug/mL (Figure
2A and B).

Like ADP, AAPO showed antithrombotic action when epinephrine was used as
an agonist. In addition to acting synergistically with other platelet agonists,
epinephrine may assist in decreasing the concentration of cyclic adenosine
monophosphate (cCAMP) and activation of PI3-K, facilitating the thrombus formation
process by binding to the adrenergic receptor (02A) exposed on the platelet
membrane [38]. Aggregation induced by this pathway was inhibited by more than
50% at all concentrations tested, with the highest percentage of inhibition (= 87%) in
platelets treated with 400 ug/mL of bocaiuva pulp oil (Figure 2C and D).

No previous investigations on the antiplatelet effects of AAPO were found,
making it difficult to compare the data with other studies. Nevertheless, antiaggregant
effects have been previously reported in platelets treated with oil extract of the buriti
fruit peel (Mauritia flexuosa L. F.), a palm species of the Arecaceae family, with 50%
inhibitory concentrations (Clso) of 0.65 mg/mL for ADP and 0.93 mg/mL with collagen
[39].

However, the ability of oleic acid to modulate the action of receptors coupled to
G proteins, mainly adrenoreceptors, and consequently its influence on adenylyl
cyclase activity, has been previously reported [40]. In our study, we can observe that
oleic acid is the most significant compound of AAPO (Table 1). Thus corroborating
the antiplatelet activity of bocaiuva oil, especially when epinephrine is used as an

agonist.

51



—
z
-
&

- 100+
100 | # #
§ 80' ek © g 80+
c £ c
o E 60' e E 2 60
-1 5%
@ 40+ £ 9 404
=) uﬂ_l- (=) ek
o =)}
=T 20- < 20' ek ﬂ il s
Nl ENEL =[Nl al
NC PC 50 100 200 400 800 NC PC 50 100 200 400 800
Concentration (pg/mL) Concentration (gg/mL)
(B) (D)
100, 1 z ¥ 4 3 150 1 2 - A 5 g T ) [ 10
o0/ a0
—_ 8w — B0 |
é " A @ vl o ?_E' - |
§ = £5 et e
— .0 @ |
% Tﬂl 50 — %‘!E 50 |
<D ' £ .
E D -~ o 5’ i |
g“ 30 w o 30 |
< 2 < 20 e AT
m{.-"' 10 v
Time (5min) Time (10min)

Figure 2. Effect of AAPO on platelet aggregation induced by ADP and epinephrine.
Percentage (%) of platelet aggregation at different concentrations of AAPO (50, 100, 200,
400 and 800 pg/mL), induced by ADP (30 pM) (A and B) and epinephrine (5 ug/mL) (C and
D) for 5 and 10 minutes, respectively. Negative control - NC (DMSO 0.6%); Positive control -
PC (Ticlopidine 10 uM). (***) statistical difference with p < 0.001 compared to negative

control (NC). (#) statistical difference with p < 0.001 compared to positive control (PC).

3.4 Effect of AAPO on blood coagulation

The anticoagulant activity of AAPO was analyzed by aTTP, which evaluates
the integrity of the intrinsic and common coagulation pathways, and by PT, which
evaluates changes in the coagulation factors of the extrinsic pathway [41].

Although prolongation in PT and aTTP was reported in plasma of mice treated
with flour from the mesocarp of a palm tree of the Arecaceae, Orbignya phalerata
Mart. [42], AAPO in natura did not have a significantly increase in PT time and aTTP
at all concentrations tested (Table 2).
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Table 2. PT and aPTT coagulation parameters measured in human plasma treated

with heparin and AAPO.

Blood coagulation test 2

Sample * PT aPTT
Time (s) IRN Time (s) Ratio*

Normal control (Standart) 14 + 0,32 - 28 £ 2,20 -
Negative control 15+£0,22 1.1 26 + 1,53 0.9
AAPO (50 ug/mL) 16 + 2,63 1.2 30+0,62 1.1
AAPO (100 pg/mL) 17 £ 1,57 1.2 28 £ 1,24 1.0
AAPO (200 pg/mL) 17 £ 1,22 1.2 26 + 3,93 0.9
AAPO (400 ug/mL) 17+ 1,17 1.3 27 £1,12 1.0
AAPO (800 ug/mL) 16 + 0,76 1.2 24 + 2,08 0.8
Heparin (17 IU/mL of blood) >100 - >100 -

'0il from A. aculeata pulp (AAPO) at different concentrations (50, 100, 200, 400 and 800
pg/mL); negative control (vehicle, 0.6% DMSO) and heparin (positive control).?Prothrombin

time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) values in seconds (s) measured in

AAPO-treated human plasma and expressed as mean + SD.%International normalized ratio

(INR) calculated based on PT results, used to monitor the effectiveness of anticoagulants.

“4Relationship between the time values of concentrations and the time (s) of the controls.
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3.5 Platelet activation

3.5.1 Effects of AAPO on platelet surface P-selectin expression

P-selectin is a transmembrane protein stored in platelet alpha granules and
Weibel-Palade bodies in endothelial cells [43]. Different platelet agonists and a high
shear stress contribute to the exteriorization of P-selectin in the cell membrane [44].
When bound to PSGL-1 (P-selectin-1 glycoprotein ligand) and platelet glycoprotein
(Gp)lb, it plays an important role in leukocyte and platelet adhesion and rolling,
microparticle release, expression of monocyte tissue factor [43] and in the size and
stabilization of thrombi mediated by the Gp llb/lla-fibrinogen interaction [22].

We evaluated the expression of P-selectin in the membrane of activated platelets
after exposure to AAPO (Figure 3) using the flow cytometry technique. As a result,
we observed a significant reduction at concentrations of 400 and 800 ug/mL of AAPO.
When compared to the results of platelet aggregation tests (Figure 2), it is observed
that concentrations of 400 and 800 ug/mL present better results.

Furthermore, Fuentes and colleagues (2013) observed thrombin-induced
inhibition of P-selectin expression in platelets treated with buriti oil extracts, where
concentrations of 0.1 and 1 mg/mL inhibited approximately 18% and 29% of

expression of P-selectin, respectively [39].
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Figure 3. Expression of platelet surface P-selectin after exposure of platelets to AAPO.
(A) Representative dot plots generated by FlowJo software. The gate shows the platelet
population. (B) Representative dot plot showing a platelet positive population (CD42b-FITC).
(C) Representative histograms showing the activation of platelets incubated with AAPO and
stimulated by ADP (30 uM) for 5 min. Activated platelets were labeled with CD42b-FITC (5
ML) and CD62P (CD62P-PE, 5 uL), and kept in the dark for 15 min. (D) Mean fluorescence
intensity (MFI) of CD62P-PE expressed on the membrane of activated platelets treated with
different concentrations of AAPO (50, 100, 200, 400 and 800 pg/mL). DMSO (0.6%):
negative control; ADP (30 pM): positive control. Three independent experiments were
performed. (***) statistical difference with p < 0.001 compared to negative control. (##)
statistical difference with p < 0.01 and (###) statistical difference with p < 0.001 compared to

ADP group.
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3.5.2 Content of ROS produced by platelets after exposure to AAPO

The results obtained showed that concentrations of 50, 100, 300 and 400
pg/mL of AAPO significantly decreased (p < 0.001) the production of ROS when
compared to the negative control (Figure 4). However, the same result was not
observed in plasma treated with a concentration of 800 pg/mL. Physiologically, ROS
are necessary for the maintenance of cellular function, while an imbalance between
pro-oxidants and antioxidants generates a state of oxidative stress [45]. Increased
platelet activation is directly associated with ROS generation and platelet adhesion
receptor expression [2], so the use of ROS scavengers preserves platelet adhesion
to collagen [46].

Recently, a higher total antioxidant capacity of bocaiuva pulp oil was reported
in mice fed a high-fat diet [15]. In addition, the aqueous extract of dried leaves of
Acrocomia aculeata (EA-Aa) revealed protective and hypoglycemic effect in type 2
diabetes promoted by polyphenols present in macauba extracts (at concentrations of
125, 250, and 500 pug.mL™") [16]. EA-Aa was able to protect against H-O; at a
concentration of 125 pyg.mL-1 in human dermal microvascular endothelial cells and
also in histological slices of liver, kidney and aorta from Wistar and Goto-Kakizaki,
whereas the antioxidant effect of EA- Aa on the vascular wall was also revealed in a
tissue-specific manner in microvascular endothelial cell line represented by an
improvement (=22%) in cell viability [16]. Furthermore, our research group previously
demonstrated that AAPO has a neuroprotective effect, being able to protect brain
structures from oxidative damage induced by chronic restriction stress in Wistar rats,
and effect attributable to the relatively high levels of a-tocopherol, p-carotene and
ascorbic found in AAPO [14].

Therefore, the data here obtained corroborate those found in the literature and
highlight the present results regarding the antiaggregant potential of AAPO, which
can be related to its promising ability to inhibit the production and release of ROS by
platelets. This beneficial effect as well those demonstrated in related studies, is
mainly attributable to the high concentration of compounds that possess a significant

antioxidant capacity present in the macauba fruit.
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Figure 4. Intraplatelet content of ROS in AAPO-treated platelets. Intraplatelet ROS
content after 30 minutes of incubation with DCFH-DA (10 uM), in platelets treated with 50,
100, 200, 400 and 800 pg/mL of A. aculeata pulp oil (AAPO) or controls. Negative control -
NC (DMSO 0.6%); Positive control - PC (hydrogen peroxide, H20>). (***) statistical difference
with p < 0.001 compared to negative control (NC). (#) statistical difference with p < 0.001

compared to positive control (PC).
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4. CONCLUSION

AAPO showed no toxicity in vitro or in vivo. It significantly inhibited platelet
aggregation triggered by ADP and epinephrine in most of the concentrations tested,
but it was unable to change coagulation parameters. In addition, AAPO decreased
the expression of P-selectin on the platelet membrane and in the intraplatelet
production of ROS, thus preventing platelet activation resulting in an antithrombotic

effect.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos com o presente estudo, permitem concluir que:

1) O OPAA possui como componentes majoritarios compostos com agéo antioxidante
ja relatada, como: acido oleico (35,10%), acido palmitico (16,02%), acido laurico
(2,69%), acido caprillico (2,02) e esqualeno (1,79%). Além disso, um estudo prévio
demonstrou concentracdes de aproximadamente 31,2 mg/100g de acido ascérbico,
46,9 mg/100g de B-caroteno e 12,6 mg/100g de a-tocoferol no OPAA (Jacobowski et
al., 2021).

Il) O OPAA nao demonstrou toxicidade em todas as concentragdes utilizadas nos

modelos experimentais in vitro e in vivo.

lll) A agregacao plaquetaria foi inibida na maioria das concentragdes testadas frente
aos dois agonistas utilizados (ADP e epinefrina). E o melhor potencial antiagregante

foi observados quando epinefrina foi utilizada como agonista plaquetario.

IV) O OPAA néo apresentou a capacidade de interferir nos tempos de protrombina e

tromboplastina parcial ativada, e consequentemente na coagulagao sanguinea.

V) As concentragdes de 400 e 800 ug/mL foram capazes de impedir eficientemente a

expressao de P-selectina na membrana de plaquetas ativadas.

VI) As concentragbes de 50, 100, 200 e 400 pg/mL foram capazes de impedir a
producdo de espécies reativas de oxigénio. O que poderia ser explicado pela

capacidade antioxidante dos compostos encontrados majoritariamente no OPAA.

Assim, este estudo demonstrou que o 6leo extraido da polpa de bocaiuva possui
propriedades antitrombdticas, que podem ser evidenciadas pela inibicdo da
producdo de EROs e expressdo de P-selectina na membrana plaquetaria que
acometem no declinio dos eventos que levam ao recrutamento, ativagdo e
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agregacao plaquetaria, conforme observado na Figura 6.

Figura 6. Representacdo esquematica dos resultados obtidos no estudo.
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PERSPECTIVAS

1) Avaliar o efeito do OPAA sobre o influxo de calcio plaquetario.

Il) Avaliar o efeito do OPAA em um modelo in vivo de infarto agudo do miocardio.

lll) Produzir e avaliar o efeito de microemulsbées a base de OPAA em modelos
experimentais in vitro e in vivo.

IV) Caracterizar e estudar o efeito antitromboético da biomassa resultante da extracao

do 6leo da polpa de Bocaiuva.
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ANEXO | - TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo da pesquisa
Efeitos biolégicos de 6leos derivados de Acromia aculeata e Levisticum

officinale e da biomassa resultante.

Eu, o pesquisador: Eduardo Benedetti Parisotto, convido(a) Sr.(a) a participar
desta pesquisa que tem como objetivo: estudar a acdo antitrombdtica do dleo
essencial de Levisticum officinale e do 6leo da polpa e da Acrocomia aculeata,

microencapsulado, num modelo 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 descartaveis por
profissional autorizado e capacitado do laboratério didatico de Hematologia do
Laboratério de Anadlises Clinicas (LAC/FACFAN). O uso das amostras de sangue
serao exclusivamente utilizadas como reagentes (fonte de plasma rico plaquetas)
para realizagao dos testes plaquetarios e de coagulagao e nao serao utilizadas para

obtencao de dados adicionais (realizagao de exames) do participante.

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

2. CONFIDENCIALIDADE: todas as informacgdes coletadas neste estudo séao
estritamente confidenciais. Além disso, ndo serdo realizados quais exames das
amostras ou qualquer procedimento de identificagdo do participante. Nao sera
realizada divulgagao de dados que identifique o participante.

3. PAGAMENTO: O(a) Sr.(a) nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa, bem como ndo tera direito a nenhuma compensacéao financeira por sua

participacao, sendo sua colaboragao na pesquisa livre e de espontanea vontade.

Rubrica do Participante:

Rubrica do Pesquisador:
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4. RISCOS: A retirada de sangue venoso € um método corriqueiro na investigagcao
clinica e cientifica, sem graves consequéncias para o doador. Contudo é
considerada uma técnica invasiva visto que a agulha penetra na pele até chegar na
veia. O maior problema é uma leve dor, e o desconforto de agulhas e da puncgao;
porém se houver qualquer desconforto, o participante tem o direito de desistir a
qualquer momento. Em raras ocasides pode ocorrer: hematomas (durante ou apos a
realizacdo da puncgao venosa); puncao em artéria; anemia iatrogénica (em casos de
volumes maiores a 100 mL); lesdo nervosa; infeccdo. Em caso de qualquer
complicacdo o 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 identificagdo e somente
0s pesquisadores terdo acesso aos dados.

5. BENEFICIOS: Nao ha beneficio direto ao participante. Entretanto, ao partir deste
estudo podera ser identificada uma nova biomolécula que pode beneficiar o
tratamento de doencgas 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 qualquer prejuizo para o Sr.(a).
Sempre que quiser, podera pedir mais informagdes 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 abaixo discriminados.

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 serao indisponibilizados ao fim deste prazo.
Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre e
espontanea para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens

que se seguem

Rubrica do Participante:

Rubrica do Pesquisador:
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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 copia
desse termo de consentimento, e autorizo e realizagdo da pesquisa e a divulgacao

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

Campus Universitario 79070900 - 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 ‘Hércules 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 matutino e das 13:30 as 17:30

no periodo vespertino.
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ANEXO Il — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP/UFMS).

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos biologicos de 6leos derivados de Acromia aculeta e
Levisticum officinale e da biomassa resultante
Pesquisador: EDUARDO BENEDETTI PARISOTTO
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 57842022.2.0000.0021
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.445.802

Apresentacao do Projeto:

A trombose associada a doencgas arteriais € a principal causa de morbidade e
mortalidade podendo levar a uma obstrucao arterial, ocasionando déficit sanguineo e
perturbacdes no metabolismo celular das areas afetadas. Objetivos: Investigar a
acao antitrombodtica do dleo essencial de Levisticum officinale e da polpa da
Acrocomia aculeata, assim como seus respectivos microencapsulados, num modelo

experimental in vitro.

Enderego: Av. Costa e Silva, s/n° — Pioneiros ¢ Prédio das Pro—Reitorias ¢(Hércules
Bairro: Pioneiros CEP:
70. 070-900 Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: 72
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Metodologia: O plasma rico em plaquetas sera avaliado na presenga e auséncia
(veiculo) de dleo essencial de L. officinale e da polpa da A. aculeata. A avaliagdo da
agregacao plaquetaria sera realizada por turbidimetria. A medida da secrecao
plaquetaria sera por fluorescéncia. A avaliagcdo da coagulagao sera realizada em
sistema semi-automatizado de coagulacdo. O estudo dos possiveis mecanismos de
acao sera feito por avaliacido dos receptores plaquetarios por citometria de fluxo e

pelo estudo do balango redox por espectrofotometria

Objetivo da Pesquisa:

Estudar a agdo antitrombotica do éleo essencial de Levisticum officinale e do éleo da
polpa e da Acrocomia aculeata, microencapsulado, num modelo experimental in vitro.
Objetivo Secundario:

1 Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale
e do 6leo da polpa da Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre

ativacado plaquetaria.

[N}

Avaliar o efeito do d6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale
e do 6leo da polpa da Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre
a

agregacao plaquetaria;

w

Avaliar o efeito do d6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale

do o6leo da polpa da Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre

QD

secregao plaquetaria;

o~

Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale
do o6leo da polpa da Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre

coagulagao sanguinea;

(@3]

Investigar os possiveis mecanismos de agdo por meio de:* Expressdo de
receptores plaquetarios e espécies reativas de oxigénio (EROs);s Avaliagdo do

balanco redox.

Enderego: Av. Costa e Silva, s/n° — Pioneiros ¢ Prédio das Pro—Reitorias ¢(Hércules

Bairro: Pioneiros CEP:

70. 070-900 Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: 73
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Como riscos sado apresentados que a retirada de sangue venoso é um método
corriqueiro na investigacao clinica e cientifica, sem graves consequéncias para o
doador. Contudo é considerada uma técnica invasiva visto que a agulha penetra na
pele até chegar na veia. O maior problema é uma leve dor, e o desconforto de
agulhas e da puncéao; porém se houver qualquer desconforto, o participante tem o
direito de desistir a qualquer momento. Em raras ocasifes pode ocorrer. hematomas
(durante ou apds a realizagdo da pungao venosa); puncdo em artéria; anemia
iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL); lesdo nervosa; infeccdo. Em
caso de qualquer complicagdo o 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

identificacdo e somente os pesquisadores terdo acesso aos dados.

O principal beneficio esperado pelo pesquisador é a partir deste estudo podera ser
identificada uma nova biomolécula que pode beneficiar o tratamento de doencgas

cardiovasculares associadas a trombose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um projeto de pesquisa em que serao coletados 5 mL de sangue de 30
participantes, todos brasileiros, maiores de 18 anos e sem histéricos de hemorragia

ou trombose. O estudo possui financiamento proprio.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Carta resposta

Enderego: Av. Costa e Silva, s/n° — Pioneiros ¢ Prédio das Pro—Reitorias ¢(Hércules

Bairro: Pioneiros CEP:

70. 070-900 Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: 4
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Recomendacgdes:

-

Conclusé6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Apds a analise dos novos documentos apresentados, o parecer € APROVADO.
Pendéncia 1. Apos a apreciagao do projeto e demais documentos apresentados, néo
fica claro porque o projeto se encaixa em Area Tematica Especial, a saber: Projetos
de pesquisa que envolvam organismos geneticamente modificados (OGM), células-
tronco embrionarias e organismos que representem alto risco coletivo, incluindo
organismos relacionados a eles, nos ambitos de: experimentagdo, construgao,
cultivo, manipulagdo, transporte, transferéncia, importacdo, exportacao,
armazenamento, liberagdo no meio ambiente e descarte. Por favor, esclarecer
porque optou por esta classificagao.

Resposta: Ocorreu um equivoco ao selecionar a Area Tematica Especial do futuro
estudo, pois o estudo em questdo ndo se enquadra em nenhuma das areas
apresentadas. Levando em consideracdo a afirmagado indique todas as areas
tematicas do projeto, se aplicavel” a corregao foi realizada na plataforma.

Analise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 2. Tanto a Resolugao CNS n° 441/2011 quanto a Portaria do Ministério da
Saude n° 2.201/2011 do Ministério da Saude definem o biorrepositério como uma
‘colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado ao longo da
execucgao de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas
técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade
institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais”.

Toda pesquisa que envolva a coleta de material biolégico humano (MBH) em alguma
de suas etapas necessariamente constituira um biorrepositério. Ele podera ter a
duracao de alguns anos, alguns meses, alguns dias e, em determinadas situagdes,

até mesmo algumas horas.

Enderego: Av. Costa e Silva, s/n° — Pioneiros ¢ Prédio das Pro—Reitorias ¢(Hércules

Bairro: Pioneiros CEP:

70. 070-900 Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: 75


mailto:cepconep.propp@ufms.br

A Resolucdo CNS n° 441/2011 nao estabelece um prazo minimo para a existéncia
de um biorrepositério, embora ela estabeleca um prazo maximo de 10 anos e a
possibilidade do uso futuros das amostras em outras pesquisas.

O biorrepositério € o nome dado ao MBH coletado durante a execugao da pesquisa
e que ficara reservado até a realizagdo das analises previstas no protocolo. Téo logo
sejam encerradas as etapas experimentais do protocolo e a manuten¢gdo do MBH
nao seja mais necessaria, o MBH devera ser destinado ao descarte ou transferido
para um biobanco ou outro biorrepositério, a depender do planejamento feito pelo
pesquisador no projeto de pesquisa. No momento em que as amostras forem
descartadas ou transferidas, o biorrepositorio inicialmente constituido deixara de
existir.

Desta forma, entende-se que o uso de material biolégico acarretara em
biorrepositério, e assim deve ser apresentado o regulamento. Por favor, consultar:
https://cep.ufms.br/biobancos-e-biorrepositorios-para-  material-biologico-humano/,
no final da pagina havera o modelo de biorrepositorio.

Resposta: Apesar de futuramente ser realizada a coleta de material bioldgico
humano (MBH), n&o serdo armazenadas amostras dos voluntarios em biorrepositorio.
Levando em consideragcdo que as plaquetas que serdo utilizadas como reagente
para avaliagao antitrombdtica possuirem estabilidade de apenas 3h apds a coleta.
Sendo assim, apos a utilizagdo para avaliagdo antitromboética as amostras serao
descartadas em lixo infectante.

Analise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 3. Os beneficios e riscos estdo corretamente apresentados no TCLE,
porém na plataforma brasil e no projeto estdo incompletos ou parcialmente incorretos.
Por favor, ajustar os mesmos riscos e beneficios em todos os documentos. Atencao
ao trecho dos beneficios: “O participante ndo tera nenhum tipo de despesa para
participar desta pesquisa, sendo sua colaboragdo na pesquisa livre e de espontanea
vontade”. A isencdo de despesas nao € beneficio e deve ser retirada.
Resposta: Todos os ajustes relacionados a riscos e benéficos foram realizados na

plataforma e no projeto detalhado.
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Analise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 4. Quanto ao Termo de consentimento livre e esclarecido

a. Por favor, adequar o campo para rubricas, esta aparecendo no meio da segunda
pagina. O TCLE deve campo especifico para rubrica em todas as paginas.

b. Segundo a Resolu¢do CNS/MS n°466/2012 — Item IV.2., o TCLE n&o deve conter
trecho final com o seguinte teor: “Eu, __declaro que li o TCLE e concordo em
participar da pesquisa”. A assinatura do participante atesta a sua vontade em
participar da pesquisa. Desta forma, solicita-se retirar.

c. Segundo a resolucdo CNS/MS n°466/2012 — Item IV.5, alinea d, o TCLE também
deve constar o endereco profissional do pesquisador responsavel.

d. Também segundo a resolugdo CNS/MS n°466/2012 — Item IV.5, alinea d,
recomendar-se adequacgao das seguintes informagées do CEP/UFMS.

“Campus da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, prédio das Pro-Reitorias
‘Hércules 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 matutino e das 13:30 as 17:30 no periodo vespertino.”

Resposta: Todos os ajustes em relagdo ao TCLE foram realizados. Podendo ser
consultados no TCLE e no projeto detalhado.

Analise: Pendéncia atendida.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
CONFIRA AS ATUALIZACOES DISPONIVEIS NA PAGINA DO CEP/UFMS

1)  Regimento Interno do CEP/UFMS

Disponivel em: https://cep.ufms.br/novo-regimento-interno/
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

Calendario de reunides

Disponivel em https://cep.ufms.br/calendario-de-reunioes-do-cep-2022/

Etapas do tramite de protocolos no CEP via Plataforma Brasil
Disponivel  em: https://cep.ufms.br/etapas-do-tramite-de-protocolos-no-cep-via-

plataforma-brasil/

Legislacédo e outros documentos:
Resolugdes do CNS. Norma Operacional n°001/2013. Portaria n°2.201 do Ministério
da Saude. Cartas Circulares da Conep.
Resolugao COPP/UFMS n°240/2017.
Outros documentos como o manual do pesquisador, manual para download de
pareceres, pendéncias frequentes em protocolos de pesquisa clinica v 1.0, etc.

Disponiveis em: https://cep.ufms.br/legislacoes-2/

Informagdes essenciais do projeto detalhado

Disponiveis em: https://cep.ufms.br/informacoes-essenciais-projeto-detalhado/

Informacgdes essenciais — TCLE e TALE
Disponiveis em: https://cep.ufms.br/informacoes-essenciais-tcle-e-tale/

- Orienta¢des quanto aos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
aos Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) que serdo submetidos por
meio do Sistema Plataforma Brasil verséo 2.0.

Modelo de TCLE para os participantes da pesquisa verséao 2.0.
- Modelo de TCLE para os responsaveis pelos participantes da pesquisa menores
de idade e/ou legalmente incapazes verséao 2.0.

Biobancos e Biorrepositorios para armazenamento de material biolégico humano
Disponivel em: https://cep.ufms.br/biobancos-e-biorrepositorios-para-material-
biologico-humano/
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8) Relato de caso ou projeto de relato de caso? Disponivel em: https://cep.ufms.br/662-
2/

9) Cartilha dos direitos dos participantes de pesquisa

Disponivel em: https://cep.ufms.br/cartilha-dos-direitos-dos-participantes-de-
pesquisa/
10) Tramitacdo de eventos adversos. Disponivel em: https://cep.ufms.br/tramitacao-

de-eventos-adversos-no-sistema-cep-conep/
11) Declaracédo de uso de material biolégico e dados coletados. Disponivel em:

https://cep.ufms.br/declaracao-de-uso-material-biologico/

12) Termo de compromisso para utilizagéo de informagdes de prontuarios em projeto

de pesquisa Disponivel em: https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-prontuarios/
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13) Termo de compromisso para utilizacdo de informagdes de banco de dados

Disponivel em: https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-banco-de-dados/

DURANTE A PANDEMIA CAUSADA PELO SARS-CoV-2, CONSIDERAR:
Solicitamos aos pesquisadores que se atentem e obedecam as medidas de
seguranga adotadas pelo locais de pesquisa, pelos governos municipais e estaduais,
pelo Ministério da Saude e pelas demais instdncias do governo devido a
excepcionalidade da situagao para a prevengao do contagio

e o enfrentamento da emergéncia de saude publica de importancia internacional
decorrente do coronavirus (Covid-19).

As medidas de segurancga adotadas poderao interferir no processo de realizagcédo das
pesquisas envolvendo seres humanos. Quer seja no contato do pesquisador com os
participantes para coleta de dados e execucédo da pesquisa ou mesmo no processo
de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE e Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido-TALE, incidindo sobre o cronograma da pesquisa e
outros.

Orientamos ao pesquisador na situagdo em que tenha seu projeto de pesquisa
aprovado pelo CEP e em decorréncia do contexto necessite alterar seu cronograma
de execucgado, que fagca a devida “Notificacdo” via Plataforma Brasil, informando

alteragdes no cronograma de execugao da pesquisa.

Enderego: Av. Costa e Silva, s/n° — Pioneiros ¢ Prédio das Pro—Reitorias ¢(Hércules

Bairro: Pioneiros CEP:

70. 070-900 Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: 80


mailto:cepconep.propp@ufms.br

SE O PROTOCOLO DE PESQUISA ESTIVER PENDENTE, CONSIDERAR:

Cabe ao pesquisador responsavel encaminhar as respostas ao parecer de
pendéncias por meio da Plataforma Brasil em até 30 dias a contar a partir da data de
emissdo do Parecer Consubstanciado. As respostas as pendéncias devem ser
apresentadas e descritas em documento a parte, denominado CARTA RESPOSTA,
além do pesquisador fazer as alteragdes necessarias nos documentos e informacgodes
solicitadas. Ressalta-se que deve haver resposta para cada uma das pendéncias
apontadas no parecer, obedecendo a ordenacido deste. Para apresentar a Carta
Resposta o pesquisador deve usar os recursos “copiar’ e “colar” quando for
transcrever as pendencias solicitadas e as respostas apresentadas na Carta, como
também no texto ou parte do texto que sera alterado nos demais documentos. Ou
seja, deve manter a fidedignidade entre a pendéncia solicitada e o texto apresentado

na Carta Resposta e nos documentos alterados.

Para que os protocolos de pesquisa sejam apreciados nas reunides definidas no
Calendario, o pesquisador responsavel devera realizar a submissao com, no minimo,
15 dias de antecedéncia. Observamos que os protocolos submetidos com
antecedéncia inferior a 15 dias serdo apreciados na reunido posterior. Confira o
calendario de reunides de 2022, disponivel no link: https://cep.ufms.br/calendario-de-
reunioes-do-cep-2022/ Observar se o atendimento as solicitagdes remetera a
necessidade de fazer adequagao no cronograma da pesquisa, de modo que a etapa
de coleta de informagdes dos participantes seja iniciada somente apds a aprovagao

por este Comité.

SE O PROTOCOLO DE PESQUISA ESTIVER NAO APROVADO, CONSIDERAR:
Informamos ao pesquisador responsavel, caso necessario entrar com recurso diante
do Parecer Consubstanciado recebido, que ele pode encaminhar documento de

recurso contendo respostas ao parecer, com a devida
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argumentagao e fundamentagdo, em até 30 dias a contar a partir da data de

emissao deste parecer.

O documento, que pode ser no formato de uma carta resposta, deve contemplar
cada uma das pendéncias ou itens apontados no parecer, obedecendo a ordenacao

deste.

O documento (CARTA RESPOSTA) deve permitir o uso correto dos recursos
“copiar” e “colar’” em qualquer palavra ou trecho do texto do projeto, isto é, ndo deve
sofrer alteragado ao ser “colado”.

Para que os protocolos de pesquisa sejam apreciados nas reunides definidas no
Calendario, o pesquisador responsavel devera realizar a submissao com, no minimo,

15 dias de antecedéncia.

Observamos que os protocolos submetidos com antecedéncia inferior a 15 dias
serdo apreciados na reunido posterior. Confira o calendario de reunides de 2022,

disponivel no link: https://cep.ufms.br/calendario-de- reunioes-do-cep-2022/

EM CASO DE APROVACAO, CONSIDERAR:

E de responsabilidade do pesquisador submeter ao CEP semestralmente o relatério
de atividades desenvolvidas no projeto e, se for o caso, comunicar ao CEP a
ocorréncia de eventos adversos graves esperados ou ndo esperados. Também, ao
término da realizagdo da pesquisa, o pesquisador deve submeter ao CEP o relatorio
final da pesquisa. Os relatérios devem ser submetidos através da Plataforma Brasil,
utilizando-se da ferramenta de NOTIFICACAO.

Informagdes sobre os relatérios parciais e final podem acessadas em
https://cep.ufms.br/relatorios-parciais-e

-final/
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem [Autor Situaca
Documento 0
Informacdes |[PB_INFORMACOES BASICA [13/05/2022 Aceito
Basicas S_DO_PROJETO_1914322.pdf{14:10:03
do Projeto
Outros CARTARESPOSTA. pdf 13/05/2022 |DENISE Aceito
14:02:44  |CAROLINE
LUIZ SOARES
Projeto PROJETO_DETALHADO_MAI |13/05/2022 [DENISE Aceito
Detalhado 02022.pd 14:01:31 CAROLINE
Brochura f LUIZ SOARES
Investigador |PROJETO_DETALHADO_MAI [13/05/2022 |DENISE Aceito
02022.pd 14:01:31 CAROLINE
LUIZ SOARES
TCLE / Termos|TCLE_REVISADO_MAIO.pdf |13/05/2022 [DENISE Aceito
de 14:01:15 |CAROLINE LUIZ
Assentimento / SOARES
Justificativa de
Auséncia
Declaragao de RESOLUCAOCASFACFANUF [24/03/2022 [DENISE Aceito
Instituicdo  eMSn473de18022022.pdf 11:17:26  |CAROLINE
Infraestrutura LUIZ SOARES
Folha de Rosto|FolhadeRostoProfessorEduard [23/03/2022 |DENISE Aceito
0.pdf 17:29:05 |CAROLINE
LUIZ SOARES
Orcamento Orcamento.pdf 23/03/2022 |DENISE Aceito
17:21:37  |CAROLINE
LUIZ SOARES

Endereco:
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Declaracado defmaterialbiologico.pdf
Manuseio
Material
Biologico /
Biorepositorio

Biobanco

23/03/2022
17:11:46

DENISE
CAROLINE LUIZ
SOARES

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

CAMPO GRANDE, 02 de Junho de

2022

Assinado por:

Fernando César de Carvalho

Moraes (Coordenador(a))
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