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RESUMO

A espécie Selaginella sellowii Hieron é uma licéfita, da familia selaginellaceae, também
presente no centro-oeste brasileiro, que possui elevada capacidade de adaptacao, além de
significativa presenca de metabdlitos secundarios em seus extratos, como por exemplo
biflavonoides e flavondides, que possuem agao antioxidante. Existem relatos sobre o uso
deste como agente anti-hemorragico entre outros usos populares, bem como, estudos com
outras espécies de selaginella quanto a sua atividade hemostatica e, dessa forma, torna-se
interessante analisar a fracdo hexano do extrato das folhas da S. sellowii sobre a
hemostasia humana, visto que um desequilibrio dessa pode causar a formagéo de trombos
ou hemorragias, com obstrucao de artérias e veias, complicagbes fatais como infarto agudo
do miocardio, tromboembolismo pulmonar e acidente vascular cerebral. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da fragdo hexanica do extrato de S. sellowii sobre a hemostasia
humana. Dessa forma, utilizou-se plasma humano, coletado de voluntarios adultos
saudaveis (ambos os sexos) com aprovacao do comité de ética. Primeiramente, realizou-se
0 ensaio de toxicidade in vitro com azul de trypan, avaliando concentracbes de 50 a 1000
Mg/mL em diluicdo seriada; em seguida, utilizando apenas as concentragdes 50, 200 e 800
pug/mL, foram feitos ensaios de agregagdo plaquetaria e coagulagdo sanguinea por
turbidimetria, e capacidade de ativagao plaquetaria por fluorimetria (medida da geragao de
espécies reativas de oxigénio — EROs). Os dados foram analisados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA), juntamente com o Teste de Tukey-Kramer, com significancia
menor que 0,05. Observou-se seguranca do extrato frente a plaquetas humanas, uma vez
que a viabilidade plaquetaria manteve-se superior a 80% em todas as concentracdes
testadas. Houve redugdo da agregacao plaquetaria de 14%, 18% e 22% nas concentragdes
de 50ug/mL, 200ug/mL e 800ug/mL, respectivamente e o extrato ndo alterou os parametros
de coagulagdo em nenhuma das concentragbes testadas, mas também n&o reduziu
significativamente a producédo de ERO’s nas concentracdes analisadas com 10min de
incubagao. Portanto, o extrato de hexano das folhas de S. sellowii apresentou potencial agao
antiplaquetaria. A partir disso, almeja-se aprofundar as pesquisas com o extrato de hexano

em questao, a fim de compreender seu mecanismo de agao no organismo humano.

Palavras-chaves: Plaquetas; ativacdo, agregacdo, espécies reativas de oxigénio;

hemostasia.



ABSTRACT

The species Selaginella sellowii Hieron is a Iycophyte belonging to the family
Selaginellaceae, also found in the Brazilian Midwest, characterized by a high adaptive
capacity and a significant presence of secondary metabolites in its extracts, such as
biflavonoids and flavonoids, which exhibit antioxidant activity. There are reports of its
traditional use as an anti-hemorrhagic agent, among other popular applications, as well as
studies involving other Selaginella species regarding their hemostatic activity. Therefore, it
becomes relevant to investigate the hexane fraction of the S. sellowii leaf extract on human
hemostasis, considering that imbalances in this process may lead to thrombus formation or
hemorrhages, resulting in arterial and venous obstruction and potentially fatal complications
such as acute myocardial infarction, pulmonary thromboembolism, and cerebrovascular
accident. The objective of this study was to evaluate the effect of the hexane fraction of S.
sellowii extract on human hemostasis. Human plasma was used, collected from healthy adult
volunteers (both sexes) with approval from the ethics committee. Initially, an in vitro toxicity
assay using trypan blue was performed, evaluating concentrations ranging from 50 to 1000
Mg/mL in serial dilution. Subsequently, using only the concentrations of 50, 200, and 800
Mg/mL, platelet aggregation and blood coagulation assays were conducted by turbidimetry,
as well as platelet activation capacity by fluorimetry (measuring the generation of reactive
oxygen species — ROS). Data were statistically analyzed by analysis of variance (ANOVA),
followed by the Tukey-Kramer test, with a significance level of p < 0.05. The extract
demonstrated safety toward human platelets, as platelet viability remained above 80% at all
tested concentrations. A reduction in platelet aggregation of 14%, 18%, and 22% was
observed at concentrations of 50 pg/mL, 200 pg/mL, and 800 ug/mL, respectively. The
extract did not alter coagulation parameters at any of the tested concentrations, nor did it
significantly reduce ROS production after 10 minutes of incubation. Therefore, the hexane
extract from S. sellowii leaves exhibited potential antiplatelet activity. Based on these
findings, further research with the hexane extract is warranted to elucidate its mechanism of

action in the human organism.

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

A espécie Selaginella sellowii Hieron, uma licofita da familia das
selaginellaceae, natural do pantanal brasileiro (Hirai e Prado, 2000; Reflora, 2023),
tem sido alvo de alguns estudos para esclarecimento de efeito anti-leishmania,
anticancer, anti-inflamatério, antioxidante, antiviral, e até anti-hemorragico devido a
relatos de uso tradicional e estudos com outras espécies da mesma familia (Bonfim,
2023; Anugrahini et al., 2024).

Através do uso popular e empirico € possivel investigar diversas espécies de
plantas a fim de avaliar seu potencial terapéutico, o qual se deve ao sinergismo da
vasta gama de compostos presentes nas suas estruturas, por isso crescem,
continuamente, as pesquisas e desenvolvimento de farmacos advindos de produtos
naturais (Marin et al., 2022). Esses estudos sao viabilizados e justificados pelo baixo
custo e facil acessibilidade, além da premissa de reducdo dos efeitos adversos
relacionados a fitofarmacos quando comparados com medicamentos sintéticos
usuais (Albutti et al., 2022).

No entanto, tratando-se de ac&do sobre a hemostasia, ainda s&o poucos e
recentes os vegetais estudados com comprovagédo de eficacia. Isso se deve a
complexidade do sistema hemostatico, visto que esse possui uma grande
quantidade de substancias, enzimas, componentes celulares e imunolégicos que
interagem entre si e 0 endotélio (Noris e Galbusera, 2022; Sakurai et al., 2018).

A hemostasia tem a fungao primordial no organismo humano de manter o
equilibrio corporal, prevenindo hemorragias e tromboses, complicagbes graves do
sangue (Espinoga et al., 2024; Favaloro e Pasalic, 2024). Atualmente, destacam-se
no mercado para tratamento de condigdes hematopoiéticas: o Ferro e quelantes,
vitaminas, agentes estimuladores dos eritrocitos e fatores de crescimento, em
variadas preparagdes (Katzung et al., 2015); ja entre as plantas medicinais
estudadas, destacam-se os extratos contendo alcaldides, quinonas, flavondides,
fenilpropandides, &acidos graxos, aminoacidos, terpendides, esterdides, fendis,
taninos, ésteres e polissacarideos em quantidades significativas (Mu et al., 2023).

Portanto, considerando a letalidade mundial dos disturbios sanguineos e
vasculares (Dufour-gaume et al., 2023), a existéncia dos relatos etnobotanicos
acerca do S. sellowii, a baixa quantidade de estudos em hematologia com plantas

nativas do pantanal atrelado a demanda por terapias naturais eficazes, acessiveis e
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com menor toxicidade, torna-se relevante investigar esta espécie. Assim, o presente
trabalho visou avaliar o efeito do extrato de hexano de S. sellowii sobre a hemostasia
humana, contribuindo para o conhecimento farmacolégico da planta e ampliando as

possibilidades terapéuticas baseadas em produtos naturais.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS COM PRODUTOS NATURAIS

O uso de produtos naturais como medicamentos tradicionais, em diversas
formas farmacéuticas, € uma pratica milenar, visto que ha documentos que registram
tal pratica na Mesopotamia em 2.600 a.C., por exemplo, de dleos de cipreste e mirra
para tosse e inflamagdes (Dias et al., 2012).

O pantanal e o cerrado brasileiro, que € o segundo maior bioma do Brasil,
tornam-se alvos atrativos para pesquisas farmacoldgicas devido a diversidade
indiscutivel de recursos biologicos (Carvajal, 2024).

Entretanto, ha uma limitacdo de estudo destas matérias-primas, como por
exemplo a sazonalidade, complexidade de extracido e instabilidade quimica, o que
torna dificil a padronizagdo e reprodutibilidade do estudo quando nado se tem a
tecnologia atrelada (Tveden-Nyborg et al., 2024). Por isso, avangam juntamente com
as pesquisas medicinais, as técnicas de purificagdo, a biotecnologia, a gendémica, e
bioinformatica entre outros recursos que unem a bioquimica e a inteligéncia artificial
(Guaudénio et al., 2023).

2.2 Selaginella sellowii Hieron

A espécie Selaginella sellowii Hieron pertence ao reino plantae, subclasse das
licopodiiae e familia das selaginellaceae (Reflora, 2023). E uma planta com
parentesco com as samambaia, tendo folhas licéfitas micrdfilas, ou seja, pequenas e
pontiagudas, e crescimento rasteiro com caule prostrado em solo rochoso e

ressecado (Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2025).
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Figura 1. Imagem das folhas de Selaginella sellowii Hieron

Legenda: A) Folhas de S. sellowii; B) Crescimento rasteiro de S. sellowii
Fonte: Royal Botanic Gardens, KEW, 2025.

A S. sellowii nao é endémica do Brasil, ou seja, € é encontrada em outras
partes do mundo, e na América Latina pode ser encontrada em locais de baixa
umidade do ar, e no Brasil se distribui geograficamente pelo pantanal, cerrado,
caatinga e mata atlantica, se estendendo entdo pelo centro-oeste, nordeste, sudeste
e sul do pais, como evidenciado na Figura 2 (Reflora, 2023).

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

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

Essa familia de ervas pode ainda ser encontrada em ambientes desérticos,
montanhosos e extremo frio (Banks, 2009). Isso se deve ao seu elevado poder de

adaptacao, tolerancia a dessecagao e capacidade de recuperar agua, relacionado a
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alta concentracdo de biflavondides e flavondides, protetores contra a oxidacao, e
polidis envolvidos na recaptagdo de agua, o que é chamado de fendmeno da
revivéncia pela literatura (Bomfim, 2023), além da sua capacidade de alterar sua
biossintese de metabdlitos durante a dessecacéo, ou ainda aumento dos canais de
membrana e numero de genes para formacdo de parede celular e fotossintese
(Alejo-Jacoinde et al., 2020; Bomfim, 2023).

Apesar da variagdo metabdlica desta planta, a depender da localizagéo e
periodo, ja foram descritas altas concentragdes de terpendides e alcaldides, além
dos flavonodides e biflavondides. Mas também ha presenga de lignanas, fendis,
saponinas e selagineellinas em menores quantidades, as quais conferem agao anti
estrogénica, antioxidante, hipocolesterolémica, neuroprotetora e inibitéria da
monoamina oxidase B (Bomfim, 2023; Zhang et al., 2021).

Os terpenos sao responsaveis por acgbes farmacolégicas tais como
anti-inflamatéria, ansiolitica e sedativa, repelentes, expectorante, analgésicos e
outros (Silveira e Sa et al., 2013; Kar, 2018). Enquanto os alcaldides sao conhecidos
por propriedades opidides, antineoplasicas, vasodilatadoras, anti-inflamatéria,
antioxidante, entre outras (Bhambhani et al, 2021; Kar, 2018). Além desses
constituintes, esta espécie apresenta flavonoides e biflavonoides, com capacidades
antifungicas, anti-inflamatodrias, antioxidantes e caridoprotetoras (Chen et al., 2023;
Gontijo et al., 2016).
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Figura 3. Esquema didatico da composi¢cao majoritaria das folhas de S. sellowii.
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Fonte: Imagem da planta - INATURALIST. Selaginella sellowii Hieron.Disponivel em:
[https://www.inaturalist.org/taxa/204753-Selaginella-sellowii/browse_photos](https://w
ww.inaturalist.org/taxa/204753-Selaginella-sellowii/lbrowse_photos). Acesso em: 13
nov. 2025.

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

Para este trabalho, a fracdo hexano das folhas de S. sellowii foram
concedidas pelo LAPNEM - Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de
Massas da UFMS, uma colaboracéao realizada com a Prof. Dra. Denise Brentan. As
folhnas foram coletadas em Campo Grande, MS, identificadas e cadastradas; e a
extracao foi realizada por extrator de solvente acelerado, com solventes de hexano e
diclorometano na proporgdo 8:2, seguido de ciclo de concentragdo em um
rotaevaporador, no ano de 2009. O extrato hexanico final tem coloragcado preta

esverdeada com aspecto de cola densa.



18
Figura 4. Fotografia do extrato hexanico das folhas de S. sellowii em eppendorf.

Fonte: Prépria autora.

Dessa forma, a avaliagdo do extrato de hexano das folhas de S. sellowii
promove o esclarecimento da atividade de seus componentes frente a hemostasia
sanguinea, compondo o arsenal bibliografico da espécie, podendo, futuramente,
suplementar ou até substituir medicamentos sintéticos existentes atualmente no

mercado farmacéutico.

2.3 HEMOSTASIA

A hemostasia visa a integridade e equilibrio corporal, de modo que quando ha
dano ao endotélio € ativada uma cascata de reagao para restaurar a integridade do
tecido (Hoffman et al., 2018). Ela é viabilizada pela interagdo entre plaquetas,
endotélio vascular e fatores da coagulacdo que participam do efeito pré ou
anticoagulante (Espinoga et al., 2024). Esse processo tem como principal fungao
prevenir sangramentos exacerbados e tromboses, condi¢gdes graves decorrentes da
interrupcdo da hemostasia (Favaloro e Pasalic, 2024), a qual é didaticamente
dividida em primaria, responsavel pela formagao de um tampao plaquetario inicial
que é instavel, hemostasia secundaria, onde a cascata de coagulagao é ativada e
por meio da interagdo de fatores da coagulagdo ha a formagéo da rede de fibrina
que é o tampdo secundario estavel, e hemostasia terciaria também chamada de
fibrindlise, que conta com a plasmina para degradacao da rede de fibrina formada
(Hoffman et al., 2018).
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2.3.1 HEMOSTASIA PRIMARIA

A hemostasia primaria ocorre na fase vascular e plaquetaria, em que, a partir
de uma lesdo ao tecido vascular, ha vasoconstricdo e exposicdo de colageno
endotelial com liberacao de fator de von Willebrand (FvW) (Hoffbran e Moss, 2017).
Com esse fator, ocorre a adesao das plaquetas ao endotélio lesado de forma direta
por receptores GPla ou indireta por receptores GPIb que se ligam primeiramente ao
FvW (Espinoca, 2024); em seguida essas plaquetas sao ativadas e liberam granulos
de serotonina, calcio, adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2 (TXA2) que
estimulam a agregagao plaquetaria, ligagdo cruzada das plaquetas mediada por
receptores GPllb e GPllla com pontes de fibrinogénio conectadas por ADP e
estabilizadas com Ca?', isso forma o tampéao plaquetario inicial instavel (Hall e Hall,
2021).

Figura 5. Esquema representativo do processo de hemostasia primaria.
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Fonte: Adaptado de Espinoga, 2024.

2.3.2 HEMOSTASIA SECUNDARIA

A hemostasia secundaria se inicia pela sinalizagdo de substancias liberadas
pelas plaquetas, como o fator tecidual que é liberado pelo estimulo da exposicao de
colageno e fosfolipidios, que estimulam a producdo dos fatores de coagulagao,
enzimas capazes de mediar as reagdes da cascata de coagulagdo, a fim de
transformar o fibrinogénio em fibrina para formar um tampdo estavel, pelos
hepatdcitos (Hoffman et al., 2018).

Essa hemostasia ocorre em duas vias, intrinseca e extrinseca, as quais
desencadeiam uma complexa cascata de coagulagdo e culminam na via comum da

hemostasia, transformando fibrinogénio em fibrina (De Salles Ferreira, 2021), essa
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por sua vez, formara a rede de fibrina, um tamp&o hemostatico estavel (Vayne et al.,
2021).

Os fatores de coagulagao estdo presentes nas 3 vias da coagulagao, sendo o
fator VIl um fator especifico da via extrinseca, ativado na presencga de fator tecidual
advindo da lesdo vascular (Bianchi et al., 2024). O fator Vlla junto ao Célcio (Ca™)
ativa o fator X, entrando, assim, na via comum que transformara protrombina (fator
[I) em trombina (fator lla), depois fibrinogénio (fator |I) em fibrina (fator la) (Radak et
al., 2020). Enquanto isso, participam da via intrinseca os fatores Xll, Xl, IX e VI
para ativar fator X e ter o mesmo efeito descrito anteriormente na via comum (Greer
et al., 2019).

Quando ha alteragédo nesses fatores, seja por toxinas, hipertenséo, cirurgias,
estase sanguinea, uso de medicamentos ou ainda aumento da atividade de

coagulagao, pode ocorrer trombose ou hemorragias (Espinoga et al., 2024).

2.3.3 FIBRINOLISE

A fibrindlise, também chamada de hemostasia terciaria, diz respeito a
degradacao da fibrina, produto da coagulagdo para formagdo de tampao estavel,
pela plasmina (Lynch et al., 2022). Esse processo pode ocorrer por cascata
ativadora, por plasminogénio tecidual (t-PA), uroquinase e estreptoquinase (Katzung
e Vanderah, 2022).

Apo6s a conversao de plasminogénio em plasmina, a mesma degrada a fibrina,
clivando seus residuos de lisina e arginina. Degrada também o fibrinogénio e os
fatores da coagulagdo como o fator V, promovendo a eliminagdo dos conteudos
dessa degradacdo, denominados produtos de degradagdo de fibrina, pela
circulacao. (Espinoca et al., 2024).

Quando ha presenca de doenga trombética, o t-PA, a uroquinase e a
estreptoquinase ativam o sistema de fibrindlise, mas em casos de sangramento
descontrolado, ha diminuicdo da fibrindlise para proteger os coagulos (Katzung e
Vanderah, 2022).
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Figura 6. Esquema representativo do processo de hemostasia terciaria.
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Fonte: Prépria autora.

2.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s), geradas em resposta a estimulos
endoégenos ou exodgenos, desempenham fungbes importantes na hemostasia,
participando da atividade das plaquetas, do controle do ténus vascular e da
agregacao plaquetaria (Jiang et al., 2024). Essas moléculas, como o peréxido de
hidrogénio (H,O,), sao produzidas principalmente pela enzima NADPH oxidase e
influenciam tanto mecanismos como a ativacdo da fosfolipase C, quanto o
metabolismo do acido araquidénico (Jin et al.,, 2010). No entanto, quando em
excesso, associadas a baixa disponibilidade de antioxidantes, as EROs contribuem
para o desenvolvimento de doengas como aterosclerose, diabetes, envelhecimento
precoce e disfuncdo do endotélio, comprometendo a vasodilatacdo e favorecendo
eventos trombaticos (Espinoga et al., 2024).

Atualmente, as pesquisas sugerem que a participagao das ERO’s vai além de
funcdes e disfungdes celulares, sendo, assim, associadas ao declinio da saude e
disturbios neuroldgicos. Isso € devido a sua presenga em diversas cascatas de
sinalizagdo no desenvolvimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular (Tauffenger e
Magistretti, 2021).
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3. JUSTIFICATIVA

A justificativa para este trabalho se da pela relevancia do estudo, visto que a
ineficiéncia do processo de hemostasia acarreta doengas hemostaticas sérias com
significativa prevaléncia na populagao, as quais podem ser hemorragicas como por
exemplo a doenga de von Willebrand que acomete aproximadamente 1% da
populacdo mundial (DU et al., 2023), ou tromboses, como a trombose venosa
profunda da qual se tem uma média de 10 milhdes de casos por ano no mundo
(Lutsey, Zakai, 2013).

Usualmente, para tratamento dessas doengas se faz uso, mais comumente,
de vitaminas K ou antagonistas da mesma, Fatores de coagulacdo, Acido
tranexamico, anticoagulantes orais diretos (DOACS), Acido acetil salicilicos (AAS),
pois sao os principais disponiveis para consumo hoje em dia, tratando-se de
hemorragias e tromboses (Goodman, Gilman, 2019), entretanto, ja ha estudos
acerca da discusséo da seguranca destes medicamentos sintéticos para o paciente
(Robert et al., 2021).

Enquanto ha espécies de plantas com potencial terapéutica no Pantanal e
Cerrado, como € o caso da S. sellowii, que por isso apresente alto custo-beneficio
para pesquisa, devido ao baixo busto de obtencdo da matéria-prima, valorizacdo da
biodiversidade nacional, menor impacto ambiental, possibilidade de novos bioativos,
baixa toxicidade comparado aos medicamentos sintéticos usuais, amplificacédo do
potencial terapéutico pela interacdo das substancias presentes em um extrato e

contribuigdo ao arsenal bibliografico de produtos naturais.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da fracdo hexanica do extrato das folhas de S. sellowii , com

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

arsenal bibliografico em desenvolvimento da espécie.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a toxicidade in vitro da FXSS em plaquetas humanas;

Verificar o efeito da FXSS sobre a agregacao plaquetaria utilizando-se um
agonista plaquetario;

Avaliar o efeito da FXSS sobre os parametros de coagulagdo sanguinea;

Estudar o efeito da FXSS acerca da capacidade de ativagao plaquetaria.
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5. METODOLOGIA

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi anteriormente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEP-SH) vinculado a Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul sob n° de parecer 6.885.031 (CAAE: 78103624.6.0000.0021 — Anexo A).
Além disso, a S. sellowii coletada em junho de 2009 em Campo Grande, MS, foi
identificada e cadastrada no Sistema Nacional do Patriménio genético sob o SisGen
n° AE8625B.

5.2 EXTRACAO DA FRAGCAO HEXANO DAS FOLHAS DE Selaginella sellowii

Hieron

A extracdo foi realizada em extrator de solvente acelerado (ASE 150
DionexTM®), obtendo-se um extrato de hexano e diclorometano 8:2, o qual foi
concentrado em um rotaevaporador sob pressdao e seguinte liofilizagdo, com
rendimento de 2%. Os seguintes parametros foram considerados: ciclos de extragéao
estatico de 5 min, volume de lavagem 80%, pressédo de 1500 psi, purga de 60s e
100°C de temperatura. Ao final da extragao, obteve-se a fragdo hexanica do extrato
de S. sellowii (FXSS). A técnica de extracado foi realizada pelo Laboratério de
Produtos Naturais e Espectroscopia de Massas (LAPNEM), coordenado pela Profa.

dra. Denise Brentan da Silva.

5.3 COLETA DE AMOSTRAS E ISOLAMENTO DAS PLAQUETAS

A coleta das amostras de sangue foi realizada de maneira voluntaria por
individuos saudaveis, de ambos os sexos, com idade entre 18-40 anos de idade,
sem histérico de hemorragias e outras doengas circulatorias. Foi coletado de 3 a 10
mL de sangue por profissionais autorizados e capacitados do Laboratério de
Andlises Clinicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(LAC/FACFAN/UFMS).

Apods a coleta por pungédo venosa, utilizando tubos contendo citrato de sédio

(3,8%) (9:1; m/v), o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 1.110 g. O numero de
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plaquetas foi ajustado para 200.000-250.000 plaquetas/mm?® em solugao fisioldgica,
obtendo o plasma rico em plaquetas (PRP). Para realizacdo dos ensaios
plaquetarios, foi utilizado um pool de plasma, composto por uma mistura de no

minimo 5 PRP de individuos diferentes.

5.4 ATIVIDADE BIOLOGICA

5.4.1 Toxicidade in vitro com Azul de trypan

A viabilidade das plaquetas e potencial téxico do extrato foram avaliados
utilizando o ensaio de exclusao com azul de Trypan. Dessa forma, foram incubados
400 pL do pool de PRP com as concentragbes de FXSS (50, 100, 200; 400; 800 e
1000 pg/mL) solubilizadas em veiculo (DMSO 0,5%, controle negativo-CN) por 5
minutos. Foi utilizado para o controle positivo Triton X100 1% (v/v), pois é um
composto téxico para as células humanas, inviabilizando-as em aproximadamente
100% neste experimento. Apds as incubagdes, 50 uL do pool de PRP tratado nas
diferentes concentragdes e controles foram misturados com 50 pL de azul de Trypan
a 0,4% e 20 pL dessa mistura foi transferida para uma cadmara de Neubauer para
contagem de plaquetas totais e ndo viaveis. Como controle negativo (CN) foi
utilizado DMSO 0,6% para avaliagdo de seu efeito em comparacdo com o
tratamento, possibilitando inferir se ha interferéncia do mesmo ou n&o. Por fim, para
a determinacgao da viabilidade das plaquetas, foi utilizada a Equagao 1 e o resultado
foi expresso em porcentagem (%) de plaquetas viaveis (adaptado de Louis e Siegel.,
2011; Strober, 2015).

n° total de plaquetas viaveis 100
n° total de plaquetas

Equacao 1. Plaquetas viaveis (%) =

5.4.2 Determinacgao da agregacgao plaquetaria

A medida da agregagao plaquetaria foi realizada por turbidimetria,
utilizando-se um aparelho agregdmetro semiautomatizado (EasyAgreg, Qualiterm®).
Para isso, foram utilizados 400 pL do pool plasma rico em plaquetas (PRP).

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

controles negativo e positivo, (DMSO 0,6% e ticlopidina 10 uM, respectivamente),
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sendo o positivo a substancia capaz de inibir aproximadamente 100% da agregacéao
plaquetaria, conforme Webber e colaboradores (2022), por 5 minutos e
homogeneizadas sob agitagdo magnética a 37°C em curveta. Apds esse periodo,
foram adicionados os agentes agregantes ADP. Como controle branco foi utilizado o
plasma pobre em plaquetas para ajustar a turbidimetria antes da analise da amostra
com tratamento, composto de 10.000 plaquetas/mm? (PPP). Foram realizadas, em 3

dias diferentes, triplicatas de todos os ensaios.

5.4.3 Avaliagcado da coagulagdo sanguinea

A avaliagdo da coagulagdo sanguinea foi realizada em um sistema
semiautomatizado de coagulagdo (CLOTimer, Quick Timer®), utilizando kits
comerciais (Gold Analisa®), para a medida dos tempos de Protrombina (TP) e
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa). Assim, o plasma rico em plaquetas foi
pré-incubado com diferentes concentragdes de FXSS e veiculo (DMSO 0,5%) por 5
min a 37 °C. Enquanto os controles normal (basal), que fornece os TP e TTPa
normais do pool de amostra bioldgica, e positivo, neste caso a heparina 17 Ul/mL de
sangue a qual reduz os parametros de coagulacdo em aproximadamente 100%,
foram incubados respectivamente apenas com veiculo e heparina (17 Ul/mL de
sangue) (Webber et al., 2022).

5.4.4 Quantificacdo conteudo de EROQO’s intraplaquetario

A determinacdo do conteudo intraplaquetario de EROs foi realizada por
fluorescéncia em um leitor de microplacas multimodo (Synergy ™ H1, BioTek
Instruments®, Vermont, Estados Unidos). Para isso, um pool de PRP (200 pL) foi
incubado com 2,5 uL de concentragcdes de FXSS ou controles por 10 minutos, sendo
o controle negativo o veiculo (DMSO 0,6%), e o controle positivo constituido de
peréxido de hidrogénio (H,O,) o qual estimula produg¢ao de quantidades extremas de
ERO’s, em uma microplaca de fundo escuro. Em seguida, foi adicionado 10uL de
2', 7'diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA, 10 yM) seguido de incubagao
por 30 minutos. Posteriormente, foi realizada a leitura em 485 nm de excitagéo e 520
nm de emissdo. Os resultados foram expressos em intensidade de fluorescéncia
(Reiniers et al., 2017).
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicao de normalidade do conjunto de dados foi testada usando o teste
de Kolmogorov—Smirnov. A analise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), que compara as variancias entre as meédias de grupos diferentes,
juntamente com o pds-teste de Tukey-Kramer, quando necessario, com significancia

minima de p<0,05. O software utilizado foi o GraphPad Prism verséo 8.0.2

6. RESULTADOS

6.1 VIABILIDADE PLAQUETARIA

Observou-se que apesar da FXSS diminuir a viabilidade plaquetaria em todas
as concentragbes analisadas, houve manutencao da viabilidade acima de 80% em
todas as concentragdes testadas, mostrando baixa toxicidade frente as plaquetas

humanas, como ilustra a Figura 3.
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Figura 7. Viabilidade de plaquetas humanas expostas ao FXSS avaliadas por microscopia
Optica.
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Nota: Porcentagem de plaquetas viaveis submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes de
S. sellowii (50 a 1000 pL/mL); CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo (Triton x
100). (***) Diferenca significativa em relagdo ao CN (P-valor < 0,001). (**) Diferenga significativa entre
as concentragdes.

Fonte: Propria autora.

6.2 AGREGACAO PLAQUETARIA

Utilizando-se adenosina difosfato (ADP) como agonista plaquetario, houve
uma redugao significativa da agregagao plaquetaria em todas as concentragbes
testadas, ocorrendo uma diminuicdo de 14%, 18% e 22% nas concentragdes de
50ug/mL, 200ug/mL e 800ug/mL, respectivamente em relagédo ao CN, como mostra a

Figura 7. Sendo assim, um extrato com comportamento antiplaquetario.
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Figura 8. Porcentagem de agregacgao plaquetaria em plaquetas humanas expostas ao FXSS
em diferentes concentragcées medidas por turbidimetria com ADP.
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Nota: CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo Ticlopidina 10 pM. (***)
Diferenca significativa em relagdo ao CN (P-valor < 0,001). (#) Diferenga significativa em relagdo ao
CP.

Fonte: Prépria autora.

6.3 EFEITO DA FXSS SOBRE OS PARAMETROS DE COAGULACAO

Os resultados referentes aos parametros de coagulagdo mostraram que a
FXSS nao apresentou efeitos significativos sobre a cascata de coagulagao, exceto,
curiosamente, o TTPa na concentragao de 50 pg/mL, o qual diminuiu em 26,93% em

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

Ensaios de coagulagio sanguinea 2

Amostras’ TP TTPa
Tempo RNE Tempo Razao*
(seg) (seg)
Controle normal 13 +£0,25 - 23 2,36 -
Controle negativo 13+0,37 0,97 26+ 2,61 1,13
FXSS (50 pg/mL) 13+0,20 1,01 19+0,87* 0,84
FXSS (200 pg/mL) 13+045 1,00 26+4,13 1,11
FXSS (800 ug/mL) 13+£0,20 1,02 21+1,50 0,92
Heparina (17 Ul/mL de > 100 - > 100 -
sangue)

Nota: ' Fragdo hexanica do extrato de S. sellowii (FXSS) em diferentes concentragbes; controle
negativo (veiculo, DMSO 0,6%) e heparina (controle positivo). 2 Determinagdo do TP e tempo de
TTPa em segundos (seg) medido em plasma humano tratado com FXSS e expresso em média +
desvio padrdo (DP). * Razdo normalizada internacional (RNI) calculada com base nos resultados do
TP é usada para monitorar a eficacia do anticoagulante. * Razdo entre os valores de tempo entre o(s)
tempo (s) das concentragbes e o(s) tempo(s) do controle. (*) Diferenca significativa entre as
concentracgdes e o controle negativo (P < 0,05)

Fonte: Propria autora.

6.4 CAPACIDADE DE ATIVACAO PLAQUETARIA

A Figura 8 evidencia os resultados obtidos da exposi¢cao das plaquetas frente
as diferentes concentracbes de FXSS com incubacdo de 10 min em amostras de
plasma humano, onde observou-se que a FXSS ndo foi capaz de diminuir a

producado de ERO'’s significativamente em relagéo ao controle negativo.
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Figura 9. Conteudo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) intraplaquetarias apds
exposic¢ao ao FXSS por 10 min medidas por intensidade de fluorescéncia.
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Nota: CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%); CP = Controle Positivo perdxido de hidrogénio (H,O,).
(***) Diferenga significativa em relagdo ao CN (P-valor < 0,001). (#) Diferenca significativa em relagao
ao CP.

Fonte: Propria autora.
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7. DISCUSSAO

O equilibrio do sistema circulatério, que deve manter a integridade dos vasos
sanguineos e a fluidez do sangue quando ha leséo tecidual, depende da ativagédo e
amplificagdo da coagulagéo, inibicdo da coagulagao e fibrindlise (Poventud-Fuentes
et al., 2020; Del Carmen et al., 2019). Porém, a disfuncionalidade desse sistema
hemostatico ocasiona doencas hematolégicas como trombose e infarto agudo do
miocardio, condigdes que podem causar complica¢des fatais (Shi et al.,2024).

O extrato de hexano das folhas de S. sellowii, € uma fragdo a qual seria
descartada em estudo anterior de Bonfim, 2023, onde foi analisada a atividade
antileishmania. No entanto, essa fracdo, devido a alta apolaridade da mistura de
solventes, possui quantidades significativas de terpenos e alcaldides principalmente,
pois sdo muito apolares, seguidos de flavonoides e biflavonoides que sdo semi
polares (Simdes et al., 2017). Isso foi muito util, visto que ja haviam estudos de
outras selaginelas sobre a hemostasia e tais compostos majoritarios tém acao sobre
a fisiologia do sangue ja comprovada.

Diante dos resultados, observa-se que a FXSS n&o induziu toxicidade em
plaquetas humanas em ampla faixa de concentragéo, que foi inicialmente escolhida
para contemplar as concentragdes utilizadas nos dois estudos anteriores com a
mesma espécie do extrato diluido em série. Tal falta de toxicidade foi também
averiguada nesses estudos, o de Rizk, 2014 e de Bonfim, em 2023.

Além disso, a FXSS demonstrou potencial agado antiagregante plaquetaria, ou
seja, mostrou-se um promissor composto antitromboético, portanto atua na
hemostasia primaria sobre a fase de agregacado, quando as plaquetas aderidas ao
endotélio lesado expressam receptores GPIlIb/llla, que se ligam ao fibrinogénio,
formando uma ligacdo plaqueta-plagueta com uma molécula de ADP que faz a
interligacdo, sendo esta estabilizada por moléculas de calcio (Hoffbrand, Moss,
2017). Comportamento semelhante foi observado em estudos anteriores de Zhuo e
colaboradores em relagdo a neolignanas derivadas de uma espécie também da
familia das selaginellaceae (Zhuo et al. 2016) e também em outro estudo de
Dakshayani e colaboradores, que observaram efeito antiagregante leve utilizando-se
ADP em analise de nanoparticulas de extrato de S. bryopteris (Dakshayani et
al.,2019).
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Farmacologicamente, a FXSS pode estar bloqueando a COX-1 e inibindo a

formacdo de TXA2, granulo liberado pelas plaquetas na hemostasia primaria para

amplificacdo do sinal, ou reduzindo a ativagdo plaquetaria necessaria para

agregacao, seja impedindo a ligagdo de ADP ao receptor, ou aumentando os niveis

intracelulares de AMPc, outra hipétese € de inibicdo direta das glicoproteinas de
adesao e agregacao plaquetaria (Goodman, Gilnman, 2019).
Figura 10. Esquema didatico da etapa de agregacao plaquetaria.
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Fonte: Propria autora.

Em relagdo a coagulagdo sanguinea, onde a FXSS nao exibiu atividade anti
ou pré coagulante na maioria das concentragdes testadas, os estudos anteriores
mostram atividade pré coagulante com extrato de Selaginella tamariscina (Zhang et
al., 2018) ou ainda que a variagao dos parametros de coagulagao podem variar de
acordo com a formulacao preparada a partir do extrato feito, no caso de Zhao e
colaboradores, 2020, extrato de S. tamariscina.

A avaliagdo da capacidade de ativacao plaquetaria foi realizada como forma
de testar uma hipotética via de atuagcdo de FXSS ja que ela exibiu atividade
antiplaquetaria, visto que as espécies reativas de oxigénio sdo produzidas pelas
plaquetas, principalmente na forma de peroxido de hidrogénio, quando as mesmas
sdo ativadas por agonistas plaquetarios, como por exemplo o ADP (Hoffbrand, Moss,
2017). No entanto, a FXSS nao foi capaz de reduzir a ativacdo plaquetaria em
nenhuma das concentragdes testadas em relacdo ao controle negativo, diferindo de
estudos anteriores com extrato etandlico de S. tamariscina, onde, apés incubacio do
tratamento, houve a detecgdo de marcadores de estresse oxidativo nas plaquetas
(Won et al., 2018).
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Pode-se atribuir o efeito antiagregante plaquetario de FXSS aos seus
compostos majoritarios, pois os flavondides e biflavonoides possuem cadeia
polifendlica capaz de interagir com radicais livres, diminuir a sintese de tromboxano
A2, bloquear receptores plaquetarios, tem acado vasodilatadora e anti-inflamatéria
(Faggio et al., 2017). Por outro lado, os terpenoides podem ter ac&o antiagregante
por alterar a permeabilidade de membrana e o aumento de adenosina monofosfato
ciclica (cAMP) (Nikitina et al.,, 2022). Os alcaldides, devido ao seu atomo de
nitrogénio basico, pode ter agcdo antiplaquetaria atraveés de ligagdes de pontes de
hidrogénio e interagir com sitios com carga elétrica negativa e fosfolipidios de
membrana (Kahn et al., 2018).

Portanto, o extrato atua sobre hemostasia primaria, sendo assim um potencial
agente antitrombdotico, podendo ter seu efeito justificado por outras vias bioquimicas
que ainda devem ser investigadas. Isso pode ser feito através do ensaio de
agregacao plaquetaria utilizando outros agentes agregantes como ag¢do de acido
araquidénico, colageno e epinefrina. Além disso, sugere-se a investigacdo da
exposicdo de P-selectina plaquetaria, influxo de calcio plaquetario, analise
fitoquimica e toxicidade sistémica feita em larvas de Galleria mellonella, além da

avaliacao de indice de hemdlise .



8. CONCLUSAO

A partir deste estudo, pode-se concluir que o extrato hexanico de S. sellowii
exerce os seguintes efeitos sobre a hemostasia humana:
e N&o apresenta toxicidade in vitro;
e Diminuigdo da agregacéao plaquetaria.
e Inerte sobre a cascata de coagulagéo.

e Incapacidade de impedir a ativagao plaquetaria.

35
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9. PERSPECTIVAS

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

estudo com ensaios de:

Agregacao plaquetaria com outros agonistas plaquetarios;
Expressao de P-selectina plaquetaria;

Influxo de calcio plaquetario;

indice de hemolise;

Toxicidade sistémica em larvas de Galleria mellonella;
Fitoquimica por cromatografia gasosa acoplada a massas.

Além de futuras publicacdes do estudo.
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Titulo da Pesquisa: Efeitos biologicos de extratos e compostos isolados de Inga laurina e Selaginella
sellowii

Pesquisador: EDUARDO BENEDETTI PARISOTTO

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 78103624.6.0000.0021

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.885.031

Apresentacao do Projeto:

Introducao: A trombose associada a doengas arteriais e a principal causa de morbidade e mortalidade,
podendo levar a uma obstrugao arterial, ocasionando déficit sanguineo e perturbagoes no metabolismo
celular das areas afetadas. Objetivos: Investigar a agao antitrombdtica de extratos de Inga laurina e
Selaginella sellowii num modelo experimental in vitro. Metodologia: O plasma rico em plaquetas (PRP) sera
avaliado na presenga e auséncia (veiculo) de extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii. A avaliagao da
agregacao plaquetaria sera realizada por turbidimetria. A medida da secregao plaquetaria sera por
fluorescéncia. A avaliagao da coagulagao sera realizada em sistema semi-automatizado de coagulagao. O
estudo dos possiveis mecanismos de ativagao plaquetaria sera feito por avaliagao dos receptores
plaquetarios por citometria de fluxo e pelo estudo do balango redox por espectrofotometria.
(TEXTO DO PESQUISADOR)

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Estudar a agao antitrombdética extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii num modelo experimental in

vitro.
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Objetivo Secundario:

1 Avaliar o efeito de extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii sobre ativagao plaquetaria;

2 Avaliar o efeito dos extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii sobre a agregagao plaquetaria;
3 Avaliar o efeito dos extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii sobre a secregao plaquetaria;
4 Avaliar o efeito dos extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii sobre a coagulagao sanguinea.
5 Investigar os possiveis mecanismos de ativagao plaquetaria por meio da :

Expressao de receptores plaquetarios e espécies reativas de oxigénio (EROs);

Avaliagio do balango redox.

(TEXTO DO PESQUISADOR)

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A retirada de sangue venoso € um método corriqueiro na investigagao 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 pungao; porém
se houver qualquer desconforto, o participante tem o direito de desistir a qualquer momento. Em raras
ocasides pode ocorrer: hematomas (durante ou apés a realizagao da pungao venosa); pungao em artéria;
anemia iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL); lesdao nervosa; infec¢gdo. 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 identificagdo e somente os pesquisadores terdo acesso aos dados.

Beneficios:

Nao ha beneficio direto ao participante. Entretanto, a partir deste estudo podera ser identificada uma nova
biomolécula que pode beneficiar o tratamento de doengas cardiovasculares associadas a trombose.
(TEXTO DO PESQUISADOR)
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo envolve coleta de amostras de sangue de doadores adultos (maiores de 18 anos) saudaveis, para
ensaio de isolamento das plaquetas.

Estima-se amostra de 450 participantes.

Consideracces sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Foram apresentados: Folha de rosto, projeto detalhado, TCLE, a utorizagao institucional

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as pendéncias anteriormente listadas foram atendidas nédo restando mais impedimentos éticos a
realizagéo do estudo.

Projeto de pesquisa Aprovado

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 nédo esperados. Também, ao término da realizagédo da pesquisa, o pesquisador deve
submeter ao CEP o relatério final da pesquisa. Os relatérios devem ser submetidos através da Plataforma
Brasil, utilizando-se da ferramenta de NOTIFICAGAO.

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

Consideragdes Finais a critério do CEP:
CONFIRA AS ATUALIZAGOES DISPONIVEIS NA PAGINA DO CEP/UFMS

1) Regimento Interno do CEP/UFMS
Disponivel em: https://cep.ufms.br/novo-regimento-interno/

2) Renovacéo de registro do CEP/UFMS
Disponivel em: https://cep.ufms.br/registro/

3) Calendario de reunides de 2024
Disponivel em: https://cep.ufms.br/calendario-de-reunioes-do-cep-2024/
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4) Composigdo do CEP/UFMS

Disponivel em: https://cep.ufms.br/composicao-do-cep-ufms/

5) 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/

6) Legislagao e outros documentos: Resolugdes do CNS.

Norma Operacional no001/2013. Portaria no2.201 do Ministério da Sadde. Cartas Circulares da Conep.
Resolugdo COPP/UFMS no240/2017.

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/

7) Informagdes essenciais do projeto detalhado
Disponiveis em: https:/cep.ufms.br/informacoes-essenciais-projeto-detalhado/

8) Informagdes essenciais  TCLE e TALE

Disponiveis em: https://cep.ufms.br/informacoes-essenciais-tcle-e-tale/

- Orientagdes quanto aos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e aos Termos de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) que serao submetidos por meio do Sistema Plataforma Brasil
versao 2.0.

- Modelo de TCLE para os participantes da pesquisa versao 2.0.

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

9) Biobancos e Biorrepositérios para armazenamento de material biolégico humano
Disponivel em: https://cep.ufms.br/biobancos-e-biorrepositorios-para-material-biologico-humano/

10) Relato de caso ou projeto de relato de caso? Disponivel em: https://cep.ufms.br/662-2/
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11) Cartilha dos direitos dos participantes de pesquisa
Disponivel em: https://cep.ufms.br/cartilha-dos-direitos-dos-participantes-de-pesquisa/

12) Tramitagao de eventos adversos
Disponivel em: https://cep.ufms.br/tramitacao-de-eventos-adversos-no-sistema-cep-conep/

13) Declaragdo de uso de material biolégico e dados coletados Disponivel em:
https://cep.ufms.br/declaracao-de-uso-material-biologico/

14) Termo de compromisso para utilizagao de informagdes de prontuarios em projeto de pesquisa
Disponivel em: https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-prontuarios/

15) Termo de compromisso para utilizagao de informagdes de banco de dados Disponivel em:
https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-banco-de-dados/

16) Orientagoes para procedimentos em pesquisas com qualquer etapa em ambiente virtual
Disponivel em: https://cep.ufms.br/orientacoes-para-procedimentos-em-pesquisas-com-qualquer-etapa-em-

ambiente-virtual/

17) Solicitagé@o de dispensa de TCLE e/ou TALE
Disponivel em: https://cep.ufms.br/solicitacao-de-dispensa-de-tcle-ou-tale/

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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11:39:48 |LUIZ SOARES
BASILIO

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas PB_INFORMACO_ES_BASICAS_DO_P 06/06/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2260252.pdf 13:10:55
Outros RESOLUCAO.pdf 06/06/2024 |DENISE CAROLINE | Aceito

11:44:12 |LUIZ SOARES
BASILIO
QOutros CARTARESPOSTA.pdf 06/06/2024 |DENISE CAROLINE | Aceito
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

1

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

Efeitos biologicos de de extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii

Eu, o pesquisador: Eduardo Benedetti Parisotto, convido(a) Sr.(a) a
participar desta pesquisa que tem como objetivo: estudar a agao antitrombdética
dos extratos de Inga laurina e Selaginella sellowii.

Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo o Sr.(a) permitira que
sejam coletados 5 mL de sangue venoso com seringa e agulha estéreis e
descartaveis por um profissional autorizado e capacitado do laboratdrio didatico
de Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas (LAC/FACFAN). As
amostras de sangue serao utilizadas exclusivamente como reagentes (fonte de
plasma rico plaquetas) para realizagéo 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 antitrombotico e anticoagulante dos
produtos naturais citados acima.

2. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais. Além disso, ndo serdo realizados 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 nao tera direito a nenhuma compensagao financeira
por sua participagao, 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 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
ate chegar na veia. O maior problema € 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 ocasioes pode ocorrer: hematomas
(durante ou apés a realizacao da pung¢ao venosa); pun¢ao em artéria; anemia
iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL); lesao nervosa; infecgao.
Além disso, no momento da coleta de sangue, o paciente podera sentir tontura
ou sensacao de desmaio durante ou apds a coleta de sangue, principalmente
quando estiver ansioso ou néo tiver se alimentado corretamente no dia da coleta.
Em caso de qualquer complicacdo os pesquisadores arcarao 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 namero de
identificagcao e somente os pesquisadores terao acesso aos dados.

5. BENEFICIOS: Como beneficios o participante recebera acompanhamento e
orientagao durante todo o decorrer da pesquisa com profissional habilitado.
Entretanto, a partir deste estudo podera ser identificada uma nova biomolécula
que pode beneficiar o tratamento de doengas cardiovasculares associadas a

trombose.

6. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagoes coletadas neste estudo sao
estritamente confidenciais. Alem disso, nao serao realizados exames das
amostras ou qualquer procedimento de identificagdo do participante. As
amostras coletadas ndo serao empregadas em qualquer outra pesquisa ou
andlise nao prevista e autorizada pelo participante, e serao devidamente
descartadas apds os ensaios. Nao sera realizada divulgagao de dados que

identifique o participante.

7. ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: No decorrer da coleta da amostra
bioldgica o participante recebera acompanhamento de profissional habilitado e
em caso de intercorréncias, fica assegurado ao participante assisténcia integral

e imediata, pelo tempo necessario e custeada pelos pesquisadores.

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:
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8. GARANTIA DE INDENIZAGAO: Assegura-se ao participante direito ao
requerimento de indenizagao em caso de danos decorrentes da realizagao deste
estudo.

9. RESSARCIMENTO DE GASTOS DECORRENTES DA PESQUISA: Ao
participante e seu(s) acompanhante(s) fica assegurado o ressarcimento de todos

0s gastos que terao ao participar desta pesquisa.

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 informagées 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 serdo 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.

Apoés 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 realizagao da pesquisa e a

divulgagao dos dados obtidos neste estudo.

Campo Grande, / !

Assinatura do participante da pesquisa

Eduardo Benedetti Parisotto
Laboratorio de Analises Clinicas — LAC — Hematologia/LAC/FACFAN

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS

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 ‘Hercules 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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