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RESUMO

As principais causas de mortes no mundo sdo as doengas cardiovasculares, sendo a
trombose associada a doengas arteriais, uma das principais causas de morbidade e
mortalidade. A trombose pode levar a obstrugdo arterial, ocasionando déficit
sanguineo e perturbagdes no metabolismo celular das areas afetadas. As dificuldades
no tratamento de doengas cardiovasculares resultam na necessidade de investigar
farmacos mais eficazes, seguros e com maior facilidade de uso, principalmente em
um ambiente crénico. Este estudo tem como objetivo investigar a agdo antitrombotica
(antiagregacéao plaquetaria e anticoagulante) de um analogo isoxazélico derivado de
neolignanas tetrahidrofuranicas (AINT 4), em modelo experimental in vitro. A sintese
do AINT 4 foi realizada a partir de reag¢des de cicloadi¢cao entre acetilenos terminais
12 e clorooximas 13 com padrbes de substituicdo encontrados nas neolignanas. A
analise preditiva (in silico) de biodisponibilidade oral e toxicidade do AINT 4 foi avaliada
utilizando-se o software SwissADME® e por meio do Osiris® Property Explorer,
respectivamente. A toxicidade in vitro do AINT 4 foi avaliada através do ensaio de
exclusao de azul de trypan em plaquetas. A avaliacdo da agregacao plaquetaria foi
realizada em plasma rico em plaquetas (PRP), por turbidimetria, sendo que o AINT 4
em foi avaliado em diferentes concentragbes (9,375 - 300 pM), utilizando dois
diferentes agentes agregantes, adenosina difosfato (ADP) e epinefrina (EPI). A
avaliacdo da coagulacdo foi realizada em plasma utilizando sistema semi-
automatizado de coagulacdo. A analise estatistica foi por analise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer, com nivel de significancia
menor que 0,05. Os resultados mostraram que o AINT 4 inibiu significativamente a
agregacao plaquetaria tanto com ADP (inibicdo média de 22,27%) quanto EPI (inibicao
média de 17,47%) nas concentragdes testadas. Além disso, 0 AINT 4 apresentou uma
diminuicdo significativa no tempo de protrombina (TP). Adicionalmente, o AINT 4
mostrou ter um efeito na ativagao plaquetaria, resultando em uma redugao média de
27% na produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Portanto, os resultados
indicam que o AINT 4 apresenta potencial agao antitrombdtica.

Palavras-chaves: Doencgas cardiovasculares, trombose, plaquetas, antiagregante,
anticoagulante.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases stand as the leading global cause of mortality, being the
tromboses associated with arterial diseases one of the main causes of morbidity and
mortality Thrombosis can lead to arterial obstruction, compromising the blood supply
and disturbing the cellular metabolism in affected areas. The treatment of
cardiovascular diseases presents numerous challenges, resulting in the need for more
efficacious, safe, and user-friendly medications, especially within specialized contexts.
Therefore, this study aims to investigate the antithrombotic activity (antiplatelet
aggregation and anticoagulant) of an isoxazole analogue derived from tetrahydrofuran
neolignans (AINT 4), in an in vitro experimental model. The synthesis of AINT 4 was
carried out from cycloaddition reactions between terminal acetylenes 12 and
chlorooximes 13 with substitution patterns found in neolignans. The predictive analysis
(in silico) of bioavailability and oral toxicity of AINT 4 was evaluated using the
SwissADME® software and Osiris® Property Explorer, respectively. The evaluation of
platelet aggregation was carried out by turbidimetry, with AINT 4 being evaluated in
different concentrations, using different agonists such as ADP and adrenaline, while
the evaluation of coagulation was carried out in plasma using a semi-automated
coagulation system. Statistical analysis was performed using analysis of variance
(ANOVA), complemented by the Tukey-Kramer test, with a significance level lower than
0.05. The results showed that AINT 4 significantly inhibited platelet aggregation with
both ADP (mean inhibition of 22.27%) and EPI (mean inhibition of 17.47%) at the
tested concentrations. Furthermore, AINT 4 exhibited a noteworthy reduction in
prothrombin time. Additionally, AINT 4 has shown to have an effect on platelet
activation, resulting in an average reduction of 27% in the production of reactive
oxygen species (ROS). Therefore, these findings indicate the antithrombotic activity of
AINT 4.

Keywords: Cardiovascular diseases, thrombosis, platelets, antiplatelet, anticoagulant.
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1. INTRODUGAO

Para manter nosso sistema vascular em condi¢des fisiologicas normais existe
a hemostasia, processo que garante a manutengao do fluxo sanguineo e impede
grandes perdas de sangue em caso de lesdo (Carmen et al., 2019). Nesse sentido,
sabe-se que as plaquetas desempenham um importante papel no equilibrio da
hemostasia, no entanto, alteragdes neste equilibrio, seja por fatores genéticos ou
alguma condi¢do adquirida, podem levar a hipercoagulacgéo, levando a formagao de
trombos (Mattheij et al., 2016; Nagy et al., 2018).

O desenvolvimento de trombos é associado a fatores como: les&o endotelial
por toxinas, hipertensdo, inflamacdo e produtos metabdlicos, fluxo sanguineo
anormal, estase ou turbuléncia devido a aneurismas e placas ateroscleroéticas;
hipercoagulabilidade primaria (fator de Leiden, aumento da sintese de protrombina e
deficiéncia de antitrombina Ill) e secundaria (repouso no leito, dano tecidual e
malignidade) (Albricker et al., 2022).

No mundo, as doengas cardiovasculares (DCV), como a trombose, sao as
principais causas de morte, a saber, em 2019 as DCV foram responsaveis por 17,9
milhdes de obitos (OMS, 2021). No Brasil, as internagdes ocasionadas por DCV,
principalmente por infarto agudo do miocardio (IAM), ocupam 10,2% dos leitos do
Sistema Unico de Saude (SUS) (Nicolau et al., 2021).

Sabe-se que tanto os medicamentos antiagregantes, quanto os
anticoagulantes possuem diversas limitacbes como efeitos adversos. A saber, o
principal efeito adverso do uso de antiagregantes é a hemorragia, principalmente no
trato gastrointestinal. Adicionalmente, anticoagulantes também aumentam o risco de
sangramento (Kubatka et al., 2022).

Com isso, percebe-se dificuldades no tratamento farmacolégico com
antiagregantes plaquetarios, as quais resultam, assim, na necessidade de ampliar
pesquisas com novos protétipos de antiagregantes, visando uma maior eficacia,
seguranca e menos efeitos adversos (Van Der Meijden; Heemskerk, 2019; Albricker
et al, 2022). Assim, essas propriedades podem ser alcangadas com o
desenvolvimento de compostos derivados sintéticos.

Neolignanas tetrahidrofuranicas como Veraguensina, Grandisina e Machilina G

ilustradas nas Figura 1A, 1B e 1C respectivamente, sdo produtos naturais com ampla
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gama de atividade biolégicas entre elas: anti-inflamatéria, antihiperalésica,

antioxidante, neuroprotetora e antiparasitaria (Silva-filho et al., 2008).

Figura 1 - Estrutura quimica das neolignanas tetrahidrofuranica.

Neolignanas tetrahidrofuranicas

HyCO OCH;

o
HyCO OCHg

HyCO OCH,

B. Grandisina

HsCO OCHs o OCHs

o { o
o
H,CO OCH; OCH;

A.Veraguensina C. Machilina G

A — Veraguensina; B — Grandisina; C— Machilina G. Fonte: O autor.

Conforme Biftu e colaboradores (1986) a atividade antiplaquetaria de
neolignanas como a veraguensina (Figura 1A) tem sido demonstrada e podem ser
considerados potenciais compostos para estudos de modificacdo molecular no
desenvolvimento de analogos com atividade antiagregante plaquetaria e anti-
inflamatoria. Estudos recentes demonstraram que derivados isoxazolicos das
neolignanas possuem destacada atividade antileishmania (Neves et al., 2019).

Estudos anteriores e recentes, demonstram que os analogos isoxazolicos
derivados de neolignanas tetrahidrofuranicas (AINT) possuem diversas atividades
bioldgicas (Neves et al., 2019; Silva-filho et al., 2008). Visto isso, este estudo foca-se
no AINT 4, molécula ilustrada na Figura 2, que é derivado das neolignanas presentes
na Figura 1.

Considerando a importancia do desenvolvimento de novos medicamentos com
acao antitrombodtica e os desafios dos atuais tratamentos farmacoldgicos dos
mesmos, torna-se necessario ampliar os estudos de compostos com possivel
atividade antitrombdética, sendo os derivados isoxazoélicos de neolignanas um

potencial candidato para tal efeito.



Figura 2 - Estrutura quimica do analogo isoxazolico derivado de neolignanas

tetrahidrofuranicas 4 (AINT 4).
N—O
H,CO / OCH,

H,CO OCH;

Fonte: O autor.

13

Logo, este estudo visa avaliar o efeito antitromboético do analogo isoxazdlicos 4

(AINT 4).
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. HEMOSTASIA

A hemostasia é um processo fisioldgico complexo responsavel por manter a
fluidez sanguinea e integridade vascular em condi¢des fisioldgicas e formar trombos
para prevenir perdas de sangue apos lesao vascular (Carmen et al., 2019). Apesar do
processo hemostatico ocorrer simultaneamente, é possivel segmenta-lo em trés
fases: hemostasia primaria, secundaria (coagulagao) e terciaria (fibrindlise) (Frydman;
Pate; Vitsky, 2018; Sepulveda; Palomo; Fuentes, 2015).

2.1.1. Hemostasia primaria

A hemostasia primaria possui como principais constituintes o endotélio,
plaquetas, microparticulas e FYW (Fator de von Willebrand). Esta fase é dividida em:
vasoconstricdo, adesdo, ativacdo e agregacédo plaquetaria (Zaidi; Green, 2019).
Inicialmente, sabe-se que o dano endotelial estimula a adeséo, ativagao e agregagao
plaquetaria, bem como a coagulagdo (Thomas, 2019). Levando, assim, a
vasoconstricao, um evento transitério com a finalidade de retardar a perda de sangue
e diminuir o fluxo sanguineo do local lesionado. Substancias vasoconstritoras como a
endotelina 1, serotonina e tromboxano A2 (TXA2) podem agir diretamente nas células
musculares lisas (Rodrigues et al., 2012).

A adeséao plaquetaria ocorre pela interagao ligante-receptor e € seguido pela
ativagao plaquetaria (Vilahur et al., 2018). Com a lesao vascular e a consequente
interagéo do receptor da plaqueta GPIb ao FvW, inicia-se a adeséao plaquetaria (Figura
3). Em seguida, por sinalizagéo, as plaquetas sao ativadas, expondo novos receptores
que ao interagirem com agonistas tais como o FvW, colageno e fibronectina,
intensificam a adeséao plaquetaria no endotélio (Kazmi; Boyce; Lwaleed, 2015).

Na ativagao plaquetaria, sabe-se que os principais agonistas plaquetarios séo:
adenosina difosfato (ADP), trombina, TXA2, colageno e epinefrina (Jurk; Kehrel,
2005). Em sua ativagao, ocorre a mudanga na conformacgao plaquetaria que passa de
sua forma discoéide para esférica e por fim irregular com extensao de pseuddpodes,
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isso deve-se ao aumento no influxo do célcio (Ca?*) que ativa o sistema actina-miosina
das plaquetas (Zaidi; Green, 2019).

As plaquetas possuem trés tipos de granulos: granulos alfa, granulos densos e
lisossomos. Nos granulos densos estdo armazenados serotonina, ADP, epinefrina e
ions Ca?*, resultando na amplificacdo da ativagdo das plaquetas (Frydman; Pate;
Vitsky, 2018). Ja nos lisossomos ha proteases e outras enzimas que ajudam na
manutengao do trombo e depuragao de plaquetas, nos granulos alfa estado presentes
alguns fatores de coagulagéo (Jenne; Urrutia; Kubes, 2013).

A agregacao plaquetaria é a fase no qual ocorrem as conexdes entre plaquetas.
Isso ocorre pois os receptores GPIIb e GPlla sao alterados de forma que se ligam ao
fibrinogénio que atuara como uma “ponte”, conectando as plaquetas. Além disso,
outras glicoproteinas ligam-se a esses receptores, e a jungdo dessas conexdes € o
chamado tampao hemostatico (Zaidi; Green, 2019). O tampao hemostatico € um
processo transitério que inibe brevemente o sangramento e auxilia nos proximos

passos da cascata de coagulagao.

Figura 3 - Hemostasia primaria — ativagao plaquetaria

ADP
TXA; l GPIlb/llla
& P2Y./P2Y:2 @ ADPCa™,
Trombina Receptor (W WeWs! [6] Serotonina Ca®
deTXA: (A0 ° o
\ Pposy YV Fibrinogénio /*
o/ Co
PAR1/PAR4
Ativacao GPlib/llia
plaquetaria
\ Alteracdo do
P \ Heraca
GPllb/llla citoesqueleto
CO.'ag@ng
% VWE 2 P

VWEF = Fator Von Willebrand (FVW); TXA2 = Tromboxano A2; PAR= Receptor ativador de protease;
GP = Glicoproteina . Fonte: adaptado de Haley; Recht; McCarty, 2014
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2.1.2. Hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria, ou a coagulagdo, € um processo que envolve
diversas reagdes enzimaticas e seus cofatores que levam a formagao de um coagulo
de fibrina (Austin, 2017). O processo de coagulagédo € classificado, pelo modelo
classico, em vias extrinseca e intrinseca (Figura 4). Porém, apesar desse modelo
classico ser util em in vitro, ele nao incorpora o papel central que as superficies
celulares possuem na coagulagao (Zaidi; Green, 2019).

Portanto, o novo modelo possui trés etapas: Iniciagdo, amplificacdo e
propagacéo. Sendo a fase de iniciagéo iniciada pela exposi¢cédo do fator tecidual (FT)
que leva a ativagdo do Fator VII, com esse complexo FT-Fator VII & catalisado a
ativagao do fator IX e X, tendo a formagao de uma pequena trombina (Zaidi; Green,
2019). Assim, durante a amplificagdo, esse pequeno trago de trombina ativa as
plaquetas, o fator V, o fator Xl e libera o FYW. E, com isso, inicia-se a propagacao,
onde o fator FX liga ao fator V ja ativado gerando trombina que induzira a agregacéao
plaquetaria e outros fatores de coagulacao (Austin, 2017).

Por fim, regulado por inibidores, receptores e cofatores, o processo que remove
0 coagulo apos a regeneragao tecidual é chamado de fibrindlise (Chapin; Hajjar,
2015).
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Figura 4 - Hemostasia secundaria ou cascata de coagulagao

Via Via
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FT = Fator tecidual; a = ativado; FL = Fosfolipidios. Fonte: Adaptado de Johari; Loke, 2012

2.2. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Um radical livre € uma espécie que possui um ou mais elétrons
desemparelhados. As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) constituem um termo
amplo que abrange agentes oxidantes contendo radicais livres derivados da molécula
de oxigénio (Halliwell; Gutteridge, 2015).

Nas células de mamiferos, existem diversas fontes de EROs, sendo algumas
das mais significativas as reagdes catalisadas por Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), xantina oxidoreductase (XOR) e mieloperoxidase (MPO) (Bayir,
2005). As EROs tém papéis cruciais no organismo, participando em reacdes
enzimaticas, no transporte de elétrons mitocondriais, na transdugao de sinais, na
expressao genética e na acéo antimicrobiana de neutréfilos e macrofagos (Sies et al.,
2022).

O estresse oxidativo acontece quando ha um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, prejudicando o processo de reparo. Isso resulta na perturbagao da
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sinalizacao redox e controle, culminando em danos moleculares, conhecidos como
dano oxidativo (Sies; Berndt; Jones, 2017).

Contudo, as células possuem um ambiente interno redutor que ajuda a prevenir
danos causados pelos radicais livres. Esse ambiente redutor € mantido pela atividade
antioxidante de enzimas e substancias como a superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase, acido ascorbico (Vitamina C) e outras, as quais neutralizam ou
reduzem os efeitos nocivos das EROs (Sies et al., 2022).

As EROs desempenham papéis importantes no desenvolvimento de uma
variedade de doencgas, desde hipertensao e aterosclerose até disturbios metabdlicos,
inflamacao, infec¢des e processos neurodegenerativos (Alfadda, 2012). Diante disso,
as EROs tornaram-se alvos terapéuticos vitais. Sendo assim, uma extensa pesquisa
foi conduzida para explorar moléculas antioxidantes capazes de reduzir ou neutralizar
a formacdo de EROs, com intuito de melhorar o estresse oxidativo e,
consequentemente, prevenir e tratar doengas associadas as EROs (Chen et al.,
2018).

2.3. DOENCAS CARDIOVASCULARES E TRATAMENTO

No periodo de 2010 a 2020, as doencas no aparelho circulatorio foram
responsaveis por 27% dos ébitos, sendo a principal causa de morte no Brasil. Nesse
sentido, sabe-se que as principais complicacbes foram doencas isquémicas do
coracao e cerebrovasculares (Brasil, 2020).

Além das doencas isquémicas cardiacas e acidentes vascular encefalico (AVE),
o tromboembolismo venoso € uma outra importante doenga cardiovascular aguda,
sendo um ter¢co dos casos de tromboembolismo venoso profundo (TVP) fatal ou
podendo levar a complicagdes como a sindrome pos-trombdtica. Na TVP pode ocorrer
a oclusao total ou suboclusdo macica das veias, assim, a hipertensido venosa pode
até impedir o fluxo arterial. Com essa elevada presséao hidrostatica, ocorre a formacao
de edema, levando a destruicao das arteriolas pela isquemia tecidual (Albricker et al.,
2022).

A desregulacéo do sistema hemostatico ocorre o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV), como também a precipitagdo de eventos agudos de
trombose arterial. Por isso, esses acabam sendo alvos terapéuticos para o tratamento
de DCV (Gupta et al., 2022).
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Portanto, o tratamento € conduzido por meio de medicamentos antiagregantes
e anticoagulantes. Os antiagregantes tém como alvo principal as plaquetas, inibindo
sua ativagao. Alguns dos principais agentes antiagregantes plaquetarios incluem o
acido acetilsalicilico (AAS), clopidogrel e ticagrelor (Lorga Filho et al., 2013). Em
contrapartida, os anticoagulantes atuam na cascata de coagulagdo como antagonistas
desse processo. Entre os principais exemplos de anticoagulantes estdo a heparina,

fondaparinux e bivalirudina (Mega; Simon, 2015; Lorga Filho et al., 2013).

2.4. COMPOSTOS SINTETICOS

Sabe-se que os medicamentos antitrombdticos, tanto antiagregantes quanto
anticoagulantes, possuem muitas limitagdes, tanto por conta de seu efeito clinico
quanto por efeitos adversos (Dunn; Macaulay, 2011). Metabdlitos secundarios de
plantas possuem um potente poder antioxidante, antiinflamatorio e sdo capazes de
inibir alguns processos, sendo capazes de atuarem como anticoagulantes e/ou
antiagregantes (Seca; Pinto, 2018).

Esses compostos naturais podem ser uma alternativa importante para o
tratamento de disturbios hemostaticos. Adicionalmente a isso, alteragdes quimicas
partindo de metabdlitos secundarios podem ser eficazes em alterar o efeito destes,

podendo trazer maiores beneficios clinicamente (Campos et al., 2019).

2.4.1. Analogos isoxazolicos derivados de neolignanas tetrahidrofuranicas

As neolignanas representam metabdlitos secundarios presentes em plantas,
resultantes de acoplamentos oxidativos de fenilpropandides (Figura 5). Esses
compostos fendlicos demonstram uma ampla gama de atividades bioldgicas, que
incluem propriedades antioxidantes, antitumorais, anti-inflamatérias,

antineurodegenerativas, antivirais e antimicrobianas (Zalesak; Bom; Pospisil, 2019).
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Figura 5 - Estrutura quimica de fenilpropanoide e neolignana

3, 3' neolignana

4)

Unidade fenilpropanéide

8, 3' neolignana

Fonte: O autor

O grupamento isoxazol € uma estrutura heterociclica de cinco membros. O
isoxazol possui dois heteroatomos, um atomo de oxigénio e um de nitrogénio na
posicao adjacente (Figura 6) (ZHU et al., 2018). Na quimica farmacéutica, a inclusao
do grupamento isoxazol pode contribuir para o aumento da eficacia, diminuigdo da
toxicidade e melhoria dos perfis farmacocinéticos de moléculas alteradas

sinteticamente (Sysak; Obminska, 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica do grupo isoxazol
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Portanto, essas atividades podem ser aprimoradas com o desenvolvimento de
seus derivados sintéticos, como por exemplo os derivados isoxazdlicos das
neolignanas. A saber, os derivados isoxazolicos de neolignanas possuem atividade
anti-leishmania, como indicada por pesquisas realizadas recentemente por um grupo

de pesquisa brasileiro (Neves et al., 2019).
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Visto isso, ha necessidade de ampliar pesquisas com novos compostos, como
o AINT 4 (Figura 2), um analogo isoxazdlico derivado de neolignanas

tetrahidrofurénicas (Figura 1; Figura 7)

Figura 7 - Estrutura quimica de neolignana tetrahidrofuranica e AINT 4
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Fonte: O autor
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a agdo antitrombdtica do analogo isoxazolicos derivado de neolignanas

tetrahidrofuranicas 4 (AINT 4) em modelo experimental in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Verificar in silico a biodisponibilidade oral,
3.2.2. Verificar in silico a toxicidade do AINT 4, avaliando mutagenicidade,
tumorigenicidade, efeitos negativos sobre a reprodugao e irritabilidade in silico;
3.2.3. Avaliar do efeito do AINT 4 sobre a viabilidade das plaquetas;
3.2.4. Avaliar o efeito do AINT 4 sobre a:
e Agregacao plaquetaria induzida por ADP e epinefrina;
e Coagulagdo sanguinea sobre o tempo de protrombina (TP) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa).
3.2.5. Avaliar o efeito do AINT 4 sobre a ativagao plaquetaria: Producao de espécies

reativa de oxigénio (EROs)
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4. METODOLOGIA

4.1. CONSIDERACOES ETICAS

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

4.2. SINTESE DO ANALOGO ISOXAZOLICO DERIVADO DE NEOLIGNANA
TETRAHIDROFURANICA 4 (AINT 4)

A sintese do derivado isoxazolico 4 (AINT 4) foi realizada a partir de reagdes
de cicloadigao [3+2] entre acetilenos terminais 12 e clorooximas 13 com padrbes de
substituigdo encontrados nas neolignanas 1-3 (Trefzger et al.,2019). A sintese dos
compostos (Esquema 1) foi realizada em colabora¢cdo com o Laboratério de Quimica
Farmacéutica coordenado pelo Prof. Dr. Adriano César de Morais Baroni da
FACFAN/UFMS.

Esquema 1 - Representagao esquematica da sintese dos analogos isoxazolicos

derivados de neolignanas tetrahidrofuranicas (AINT)

H N _
R, =z R | CuS0,4.H,0 (15 mol%) R, N-Q Ry
. 1 Cl  Sodium ascorbate (25 mol%)
R Rs
R; Rz KHCO3, THF/CH,CI, 1:1, rt, N, 2 R
R, 3 R3 6
12 13 4-11

* Condigao de reagéao: 12a-c (2,0 mmol), 13a-c (2,0 mmol), CuS04.5H20 (0,30 mmol),
ascorbato de sddio (0,50 mmol), KHCOs (20 mmol), THF (3 mL), CH2Cl2 (3 mL), t.a., 24h.

4.3. ANALISE PREDITIVA DE BIODISPONIBILIDADE ORAL E TOXICIDADE DO
AINT 4

A biodisponibilidade oral do AINT 4 foi avaliada utilizando-se o SwissADME®,

uma ferramenta online desenvolvida pelo Instituto Suigo de Bioinformatica (SIB) que
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esta disponivel em http://www.swissadme.ch/ e avalia de forma tedrica a
farmacocinética, semelhanga com medicamentos e a compatibilidade quimica
medicinal de compostos. No presente estudo, foi realizado teste in silico, a fim de
prever os parametros farmacocinéticos (absorg¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo). Os ensaios in silico avaliam a estrutura quimica utilizando a regra dos
cinco, criada por Lipinski, podendo predizer como a estrutura das entidades quimicas
pode influenciar na solubilidade e na permeabilidade de farmacos administrados por
via oral. A regra dos cinco afirma que boa absorgdo e permeabilidade sdo mais
provaveis quando: existem menos de cinco doadores de hidrogénio (soma de OH e
NH na molécula); existem menos de dez receptores de ligagado de hidrogénio (soma
de O e N na molécula); o peso molecular é inferior a 500 g/mol; e Log P inferior a 5
(ou MLog P inferior a 4,15) (Lipinski et al., 1997; Veber et al., 2002). Resumindo, o
composto foi avaliado segundo critérios, sendo eles: LogP (consenso dos LogP), peso
molecular (PM), numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (atomos de N e O),
numero de doadores de ligagao de hidrogénio (radicais NH e OH), numero de ligacdes
rotacionaveis e area de superficie polar (TPSA).

Os ensaios de toxicidade foram realizados por meio do Osiris® Property
Explorer, um software gratuito que, ao analisar a estrutura quimica dos compostos,
mostra propriedades relevantes de medicamentos e possiveis medicamentos. Os
parametros avaliados foram: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos
negativos sobre a reprodugdo. Foram considerados as escalas de alto risco, médio

risco e baixo risco.

4.4. COLETA DAS AMOSTRAS E ISOLAMENTO DAS PLAQUETAS

As amostras de sangue humano (5 mL) foram obtidas de doadores individuais
e saudaveis, sem historico de hemorragias ou trombose, de maneira voluntaria. A
coleta foi realizada com seringa e agulha estéreis e descartaveis por profissional
autorizado e capacitado do Laboratério de Hematologia Clinica pertencente ao
Laboratorio de Analises Clinicas da UFMS (LAC/FACFAN). O trabalho foi realizado
ap6s aprovagdo do Comité de Etica de Humanos (CEP) da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS).

A amostra foi coletada por pungao venosa e em tubo contendo citrato de sédio

(3,8 %) (9:1; mlv), utilizado como anticoagulante. O sangue foi centrifugado por 10
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minutos a 900 x g e o plasma rico em plaquetas (PRP) foi utilizado para os ensaios
plaquetarios. As plaquetas foram ajustadas para 2,0 x 108 a 2,5 x 108 células/ mL em
solugao fisiologica para os testes de agregacao plaquetaria. Para os ensaios de
coagulagao, o tempo de protrombina ativada (TP), tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) foram utilizando o PRP.

4.5. AVALIACAO DA TOXICIDADE COM AZUL DE TRYPAN

A avaliacdo da viabilidade plaquetaria foi realizada por meio do teste de
exclusdo com azul de Trypan. Para a realizagdo dos testes, 400 uL do pool de PRP
foram incubados com os compostos (0 - 300 uM) ou DMSO (0,6% - veiculo de
dissolugdo do AINT 4) durante 5 minutos. Como controle positivo, usou-se os
reagentes Triton X100 1% (v/v). Posteriormente as incubagdes, 50 uL de PRP tratado
(compostos e controles) foram individualmente misturados com um volume igual de
azul de Trypan 0,04% e transferidos para uma camara de Neubauer para a contagem
de plaquetas totais e de plaquetas nao viaveis. As plaquetas que mantiveram um
citoplasma claro ou branco foram consideradas viaveis, enquanto aquelas com
citoplasma azulado foram classificadas como inviaveis. A viabilidade plaquetaria foi
determinada usando a Equacdo 1. Os resultados foram apresentados como
porcentagem média de plaquetas viaveis e desvio padrao, e todos os experimentos

foram realizados em triplicata, sem exceder o tempo de trés horas apds a coleta.

Equacéo 1: Plaqueta viaveis (%) = n° to tal de plaguetas viaveis x 100

n° total de plaquetas
4.6. ATIVIDADE BIOLOGICA
4.6.1. Agregacéo plaquetaria
A avaliagdo da agregacgao plaquetaria foi realizada por turbidimetria usando

aparelho agregbmetro semiautomatizado (EasyAgreg®, Qualiterm). Foram usadas

aliquotas de 400 uL ou 600 pL, dependendo do agente agregante a ser utilizado, da
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suspensao centrifugada das plaquetas (PRP) e transferidas em uma curveta e
homogeneizadas sob agitacdo de 180 g a 37 °C.

As plaquetas foram pré-incubadas com AINT 4 em diferentes concentrag¢des (0-
300 uM) a 37°C por 5 minutos antes da adigdo dos agonistas: Adenosina Difosfato
(ADP, 30 uM, Sigma-Aldrich® St. Louis, USA) e epinefrina (EPI - 5 ug/mL; Hipolabor®,
Minas Gerais, Brasil). A agregacao foi medida em porcentagem (%) e registrada
continuamente apds a adicdo dos agonistas (Weber et al., 2022). O Plasma Pobre em
Plaquetas (PPP) foi usado como branco do ensaio. O veiculo (DMSO 0,6%) foi usado
como controle negativo e 10 uM de ticlopidina foi usado como controle positivo. Todos
os testes foram realizados em triplicata, sem exceder o tempo de 3 horas apds a

coleta.

4.6.2. Atividade anticoagulante

Os testes de coagulacdo sanguinea foram realizados utilizando-se o
equipamento semiautomatizado (CLOTimer®, Quick Timer), utilizando os kits
comerciais (Wiener®). Para a realizagdo deste ensaio, 100uL do PRP foi incubado a
37°C por 5 minutos com diferentes concentragdes do AINT 4 (0 - 300uM). Em seguida,
o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)
foram avaliados de acordo com Weber e colaboradores (2022). O veiculo (0,6% v/v
DMSO) foi utilizado como controle negativo e a heparina (17 Ul/mL sangue) como
controle positivo. Todos os testes foram realizados em triplicata, sem exceder o tempo

de 3 horas ap06s a coleta.

4.7. ATIVACAO PLAQUETARIA

4.7.1. Produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A ativacédo plaquetéaria foi avaliada pelo conteudo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) intraplaquetario, determinado por intensidade de fluorescéncia
(Reiniers et al., 2017). Em uma placa de 96 pogos, foram incubados, por 5 minutos,
200 ug de PRP (2,5 x 108 células/pL) e seus respectivos controles (2,5 ug de DMSO

0,6%; ou 2,5 pg de H202), ou com o composto AINT 4 nas concentragées de 0 a 300
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MM. Posteriormente, 10 yl de DCFH-DA (10 uM) foram adicionados a cada poco e
incubados por 30 minutos. Apds esta incubagao, intensidade de fluorescéncia foi
medida em 485 nm para excitacdo e 530 nm para emissado utilizando um
espectrofotdbmetro multimodo (Varioskan™ LUX, Thermo Fisher Scientific®, Vantaa,

Finlandia). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada usando analise de variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer, quando necessario, admitindo
um nivel minimo de significancia de p < 0,05. O software utilizado foi o GraphPad Prim

versao 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1.  ANALISE PREDITIVA DE BIODISPONIBILIDADE ORAL E TOXICIDADE DOS
AINT 4

Apos a andlise dos compostos, foi constatado que o AINT 4 atendeu aos
critérios estabelecidos por Lipinski et al. (1997) e Veber et al. (2002), tendo zero

violagdes, solubilidade moderada em agua e alta absorgéo gastrointestinal (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros tedricos de biodisponibilidade oral do AINT 4 determinados
pela ferramenta SwissADME®

PM ne n°
A [0} + (o]
Parametro | LogP (g/mol) n° O+N OH+NH n° rotb TPSA Violacdes
Ideal < 4,15 <500 <10 <bh <10 < 140 <1
AINT 4 3,38 | 341.36 6 0 6 62.95 0
Solubilidade
AINT 4 Sol. moderada AINT 4 | Abs. GI Alta

LogP — consenso dos LogP; PM — peso molecular; n® O+N — nimero de aceptores de ligagao de H; n°
OH+NH — nimero doadores de ligagao de H; n° rotb — nimero de ligagdes rotacionaveis; TPSA — area
de superficie polar topoldgica; n° violagdes — numero de violagdes. Sol. — Solubilidade em agua. Abs.

Gl — Absorcéo gastrointestinal. Fonte: O autor.

Os testes de toxicidade simulada conduzidos com o software Osiris® Property
Explorer indicaram que o composto AINT 4 apresenta baixo risco em relacido aos
parametros avaliados, que incluem mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e

efeitos negativos na reproducdo, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de toxicidade tedrica do AINT 4 avaliado pelo software Osiris®
Property Explorer

Parametro Mutag. Tumor. Irritab. Reprod.
Ideal: Baixo risco Baixo risco Baixo risco Baixo Risco
AINT 4 Baixo risco Baixo risco Baixo risco Baixo Risco

Mutag. = mutagenicidade; Tumor. = tumorigenicidade; Irritab. = Irritabilidade; Reprod. =

reprodutibilidade. Fonte: O Autor
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5.2. EFEITO DO AINT 4 SOBRE A VIABILIDADE DE PLAQUETAS

Das concentragbes avaliadas do AINT 4 (18,75 pyM a 300 pM), nenhuma
apresentou diminuigao significativa da viabilidade plaquetaria, em relagdo ao controle

negativo, como mostra a Figura 8. Sugerindo auséncia de efeito toxico sobre as
plaquetas humanas.

Figura 8 - Efeito toxico do AINT 4 sobre as plaquetas humanas
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Resultados obtidos do AINT 4 sob a viabilidade das plaquetas. Tratamento com diferentes
concentragdes do AINT 4 (18,75 a 300 uM) incubada com o PRP, CN = Controle Negativo (DMSO 0,6%)
e CP = Controle Positivo (Triton x 100). *Diferenga significativa em relagéo ao controle negativo (P-valor

<0,05). (****) Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo (P-valor < 0,0001). Fonte: O autor

5.3. AVALIAGAO DO EFEITO ANTIAGREGANTE DO AINT 4

Os resultados obtidos evidenciam que o composto AINT 4 exerceu uma notavel
inibicdo sobre a agregacao plaquetaria induzida tanto por ADP quanto epinefrina,
quando comparados ao controle negativo. Considerando as diferentes concentragdes
testadas com ADP, todas inibiram a agregacao, conforme destacado na Figura 9A e
9B, com uma média de inibicao de 22,27% de todas as concentracdes testadas em
comparagao ao CN.
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Figura 9 - Efeito do AINT 4 sobre a agregacao plaquetaria induzida por adenosina
difosfato (ADP)
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Resultado obtido através da indugdo da agregacao plaquetaria com diferentes concentragdes do AINT4
(9,375 - 300 uM) induzida por 30 uM de ADP por 5 minutos. CN = controle negativo (dimetilsulféxido -
DMSO 0,6%); CP = controle positivo (Ticlopidina 10 uM). Os testes foram realizados em ftriplicata. (*)
Diferencga significativa em relagdo ao controle negativo (P-valor < 0,05). (**) Diferencga significativa em
relagdo ao controle negativo (P-valor < 0,01). (****) Diferenga significativa em relagdo ao controle

negativo (P-valor < 0,0001) Fonte: O autor

No uso da epinefrina como agonista, os resultados demonstraram uma inibigao
média de 17,47% de todas as concentracbes testada em comparacdo ao CN, no
entanto, algumas concentragbes indicaram inibicdo significativa da agregacgéo
plaquetaria apenas nas concentragdes de 18,75 uM e 75 uM, conforme pode ser
observado na Figura 10A e 10B. Estas concentragcbes demonstraram inibicées de

21,07% e 20,63%, respectivamente.
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Figura 10 - Efeito do AINT 4 sobre a agregacao plaquetaria induzida por epinefrina
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Resultado obtido através da indugéo da agregacgéo plaquetaria com diferentes concentragdes do AINT4

(9,375 - 300 uyM) induzida por 5 pg/mL de epinefrina por 10 minutos. CN = controle negativo

(dimetilsulféxido - DMSO 0,6%); CP = controle positivo (Ticlopidina 10 uM). Os testes foram realizados

em triplicata. (*) Diferencga significativa em relagao ao controle negativo (P-valor < 0,05). (****) Diferenga

significativa em relagédo ao controle negativo (P-valor < 0,0001). Fonte: O autor

5.4. ATIVIDADE DO AINT 4 SOBRE A COAGULACAO SANGUINEA

Em relagcdo a influéncia do composto AINT 4 na coagulagao sanguinea,
conforme destacado na Tabela 3, foi possivel observar que somente a concentragcao
de 18,75 uM demonstrou um aumento significativo do TP em comparagao com o grupo

controle negativo.



Tabela 3 - Efeitos do AINT 4 sobre o tempo de protrombina (TP) e o tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPa).

TP TTPa
Tratamento
Tempo + DP RNI Tempo + DP| Relagéo

Controle Padréo 14+0,3 - 27,822 -

Controle Positivo > 100 - > 100 -
Controle Negativo 14,8 £ 0,15 1,05 259+15 0,93
9,375uM 145+ 0,8 1,03 27,2146 0,98
18,75uM 17,1 +1* 1,21* 29,2+0,7 1,05
37,5uM 15,2+0,5 1,08 28,3+25 1,02
75uM 15,8+ 0,9 1,12 295+2 1,06
150uM 160 1,14 27,2+4,6 0,98
300uM 159+0,5 1,13 26,3+24 0,94

DP — desvio padrao; Controle negativo — DMSO 0,6% (v/v); Controle positivo — heparina 17 Ul/mL de

sangue total; RNI — raz&o normalizada internacional. Os dados foram expressos como média + desvio

padrao. *Aumento significativo em relagéo ao controle negativo (P-valor < 0,05). Fonte: O autor

5.5. ATIVIDADE DO AINT 4 NA PRODUGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE

OXIGENIO (EROs) POR PLAQUETAS

Os resultados obtidos indicaram uma reducgao significativa na produgédo de
EROs em todas as concentragdes testadas em comparagdo com o controle negativo.
Em média, houve uma inibicao de 27% para todas as concentracdes testadas, como

visto na Figura 11. Notavelmente, a concentracdo de 18,75 uM mostrou-se

particularmente promissora, com uma inibicdo de 32% na liberagcao de EROs.
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Figura 11 - Efeito do AINT 4 sobre a producgéo de espécies reativas de oxigénio

(EROs)
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Resultados obtidos através do ensaio de conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio usando
DCFH-DA. Intensidade de fluorescéncia em CN= controle negativo (DMSO 0,6%), CP = controle
positivo (H202) e AINT 4 (9,375 - 300 uM). (**) Diferenca significativa em relagao ao controle negativo
(P-valor < 0,01). (***) Diferenca significativa em relagao ao controle negativo (P-valor < 0,001). (****)

Diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (P-valor < 0,0001).
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6. DISCUSSAO

Hemostasia é o processo responsavel por manter o fluxo sanguineo em
equilibrio nas condi¢gbes normais e prevenir perdas excessivas de sangue apos lesdes
nos vasos (Carmen et al., 2019). E, assim, esse equilibrio entre a coagulagao e a
prevencgao de coagulos € essencial para a hemostasia saudavel (Zaidi; Green, 2019).

Esses processos podem nao funcionar corretamente, podendo ocorrer a
formagao de trombos inapropriados, conhecidos como trombose (Ma et al., 2020). A
trombose ocorre quando ocorre uma coagulagao excessiva em um vaso sanguineo e
é frequentemente associada a doengas cardiovasculares (Moumneh; Penaloza; Roy,
2018).

Apesar dos medicamentos antitrombédticos serem usados ha muito tempo e
apresentarem mostrado eficacia em reduzir a mortalidade relacionada a varias
doencas cardiovasculares, eles possuem suas limitagdes (Mcfadyen; Schaff; Peter,
2018). Portanto, € importante continuar realizando estudos para encontrar compostos
naturais e/ou sintéticos que possam ajudar na prevengao e tratamento dessas
doencgas. Com isso, o presente estudo investigou a acdo do AINT 4 sobre a
hemostasia humana.

Produtos naturais desempenham um papel importante no desenvolvimento de
medicamentos, devido a riqueza de compostos secundarios com atividades biolégicas
promissoras (Atanasov, 2021). As neolignanas, encontradas predominantemente em
fontes naturais, possuem uma variedade de efeitos bioldgicos, incluindo atividades
antitumorais, antivirais, hepatoprotetoras, diuréticas e contra a tripanossomiase
(Silva-Filho et al., 2008; Singh et al., 2014). Devido a sua diversidade de acdes
bioldgicas, as neolignanas tetrahidrofuranicas sao estruturas de destaque na pesquisa
da quimica medicinal (Welsch et al., 2010).

Neste estudo, utilizamos testes in silico para prever parametros preditivos,
como absorgao e distribuicdo de substancias. Isso foi feito seguindo a "Regra dos
Cinco" de Lipinski, que estabelece que substancias tém maior probabilidade de serem
bem absorvidas quando possuem menos de cinco doadores de hidrogénio, menos de
dez receptores de ligacao de hidrogénio, peso molecular abaixo de 500 g/mol e um
valor de Log P inferior a 5 (Lipinski et al., 1997). Isso ajuda a prever a eficacia de

substancias administradas por via oral.
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Segundo a Tabela 1 a molécula AINT 4, ela possui peso molecular 341,36
g/mol, Log P 3,38, 6 receptores de ligagdo de hidrogénio e 0 doadores de ligagcéao de
hidrogénio, confirmando uma boa absor¢cdo e permeabilidade, exibindo nenhuma
violagdo. Portanto, € plausivel considerar que esse composto contém um potencial
biodisponibilidade oral teoricamente promissora.

Além da avaliagcdo de sua biodisponibilidade oral, também foi analisada a
analise tedrica da toxicidade desses compostos com base em suas estruturas.
Levando em consideragao que sao futuros farmacos destinados a administracéo oral,
a minimizacao de atividade téxica significativa e a reducéo de efeitos adversos séo
cruciais. Conforme ilustrado na Tabela 2, o composto AINT 4 demonstra uma predi¢gao
tedrica encorajadora em relagcdo a toxicidade, uma vez que todos os parametros
avaliados exibiram baixo risco.

Estudos realizados demonstraram que analogos triazdlicos derivados de
neolignanas, semelhantes ao AINT 4, demonstraram baixa citotoxicidade a células
mamiferas (Costas et al., 2016). Além disso, um outro analogo isoxazdlico clorado,
derivado de neolignanas tetrahidrofuranicas, demonstrou um perfil ndo-mutagénico
em experimentos conduzidos com cepas de Salmonella typhimurium (Neves et al.,
2023). Essas descobertas realgam o potencial ndo-téoxico do composto AINT 4
tornando-os possiveis agentes farmacoldgicos promissores.

Com o propdsito de avaliar o potencial de toxicidade dos compostos em relacéo
as plaquetas humanas, foi conduzido o teste de viabilidade plaquetaria utilizando o
Azul de Trypan. Desse modo, como visto na Figura 8, o composto AINT 4 nao
apresentou uma reducao significativa no numero de plaquetas viaveis, o que sugere
uma baixa toxicidade em relac&o a essas células sanguineas. E valido mencionar que,
em individuos saudaveis, a contagem plaquetaria normalmente varia entre 150 a 350
x 10° plaquetas por litro de sangue. Portanto, mesmo no caso em que 5% das
plaquetas tenham sofrido deterioracdo, essa porcentagem nao é suficiente para
causar impacto significativo nos ensaios de agregacao plaquetaria, as quais foram
realizadas anteriormente (Gremmel; Frelinger; Michelson, 2016).

O composto AINT 4, quando avaliado quanto a sua capacidade de inibir a
agregacao plaquetaria, demonstrou diminuigdo significativa nas concentragcbes
testadas em ambos agonistas, como pode ser observado na Figura 9 e 10. Utilizando
0 agonista ADP, a concentragdo mais eficaz proporcionou uma reducgéo de 23,38%

em relagdo ao grupo controle negativo (CN). Além disso, quando a agregacgao foi
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induzida por epinefrina (EPI), a concentragdo mais eficaz (75 uM) resultou em uma
reducao de 21,07% em relagao ao CN.

Estudos realizados por Kang e colaboradores (2013) concluiram que o
mecanismo inibitério da neolignana de Myristica fragrans (Eritro-acetoxi-tetrametoxi-
neoligna) na agregacao plaquetaria envolve o aumento dos niveis de AMPc e
subsequente inibigdo da mobilizagao intracelular de Ca?*. Isso interfere em uma via
de sinalizagdo comum, o que pode explicar o potencial de inibicdo do AINT 4 tanto na
agregacao induzida por ADP quanto por EPI.

Adicionalmente, 10 lignanas da planta Justicia procumbens, que demonstraram
alta afinidade pelas plaquetas humanas, inibiram a agregacao plaquetaria ao afetar
as vias de sinalizagdo Gq-PLC-PKC e Gi-PI3BK-MAPK. Considerando que os
receptores de ADP PAR1, PAR4, PAFR e P2Y12 regulam a via de sinalizagdo Gi,
assim como o receptor adrenérgico a2A presente na membrana plaquetaria, além do
receptor de ADP P2Y1 que regula a sinalizagdo Gq (Liu et al., 2022). Portanto, esse
achado sugere a possibilidade de outro mecanismo de inibigdo do AINT 4.

Como anteriormente mencionado, o AINT 4 aumentou significativamente o TP
apenas na concentracao de 18,75 yM em comparagé&o com o grupo controle negativo,
como visto na Tabela 4. Entretanto, ndo houve alteracao significativa no TTPa.

O teste para avaliar o TP é utilizado para analisar a via extrinseca da cascata
de coagulagao, que inclui o fator tecidual que ativara o Fator VII, tendo o fator ativado
VIl como catalisador da via comum do fator X, para iniciar a formagao da fibrina
(Austin, 2017).

Uma vez que a neolignana de Myristica fragrans demonstrou inibir a
mobilizag&o intracelular de Ca?* e, considerando que o célcio ibnico € um componente
essencial da cascata de coagulagédo (Kang; Min; Lee, 2013). O célcio desempenha
um papel essencial na via extrinseca da cascata de coagulagao e em todo o0 processo
de coagulagédo sanguinea (Austin, 2017). O calcio atua como um cofator necessario
para a ativagao de varias proteinas envolvidas na coagulagao. A saber, a presenga do
calcio é essencial para a ativacado do Fator VII, além do calcio auxiliar na ativacao da
trombina e para a conversao do fibrinogénio em fibrina.

A exposicao das plaquetas ao AINT 4 em diferentes concentragdes resultou em
uma reducdo na produc¢ao de EROs em comparagédo com o controle negativo (Figura
11). As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel significativo na

formagao de trombos quando as plaquetas estao ativadas (Qiao et al., 2018). Essas
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espécies tém o efeito de modificar a fungao das mitocdndrias e intensificar a ativagao
das plaquetas (Masselli et al., 2020), levando a uma hiperativagcao plaquetaria, que
pode resultar na formagao excessiva de coagulos e complicagbes tromboembdlicas.
No entanto, observou-se que o AINT 4 demonstrou uma redugdo significativa
na geracao de EROs. Esse achado sugere a possibilidade de um mecanismo de agao
antiagregante plaquetaria do AINT 4. Portanto, esta € uma descoberta essencial, pois
aponta a capacidade do AINT 4 em diminuir a hiperativagdo das plaquetas, sendo

assim, inibindo a agregacgao plaquetaria.
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7. CONCLUSAO

O AINT 4 demonstrou uma notavel inibicdo da agregacédo plaquetaria em
diferentes concentragcbes com ambos os agonistas utilizados, principalmente com o
ADP. Quanto a coagulacédo, apenas uma concentragdo apresentou uma mudanga
significativa no TP. Adicionalmente, o AINT 4 ndo exibiu toxicidade sobre as plaquetas
humanas, e os testes preditivos revelaram baixa toxicidade e boa biodisponibilidade
oral. Além de seu efeito na ativagdo plaquetaria, comprovado pela redugdo na
producdo de EROs, o qual parece indicar um possivel mecanismo de acgao
antiagregante plaquetario do AINT 4.

Portanto, esses resultados evidenciam uma promissora contribuigdo do AINT 4
na pesquisa para novas terapias antitromboticas, assim como fornecem uma base
sélida para pesquisas futuras envolvendo analogos derivados de neolignanas

tetrahidrofuranicas.
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individuais e saudaveis, sem histérico de hemorragias ou trombose, de maneira voluntaria. Amostras de
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2 Avaliar o efeito dos AINT sobre a agregacgao plaquetaria;

3 Avaliar o efeito dos AINT sobre a secrec¢ao plaquetaria;
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Beneficios:

Nao ha beneficio direto ao participante. Entretanto, ao partir deste estudo podera ser identificada uma nova
biomolécula que pode beneficiar o tratamento de doencas cardiovasculares associadas a
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trombose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo experimental com coleta de material biolégico (sangue) por pesquisadores com formacéo na area de
saude. O estudo envolve apenas participantes brasileiros de ambos os sexos e, a coleta de sangue ocorrera
entre margo de 2023 e outubro de 2026.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram corretamente apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Nao foram observados ébices éticos nos documentos do estudo.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, de acordo com as atribui¢ées definidas na
Resolugdo CNS n.° 466, de 2012, e na Norma Operacional n.° 001, de 2013, do CNS, manifesta-se pela
aprovacgao do protocolo de pesquisa.

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 nao esperados. Também, ao término da realizagdo da pesquisa, o pesquisador deve
submeter ao CEP o relatdrio 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/

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/12/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_2058722.pdf 15:51:50
Declaracgéo de SEIINFRA.pdf 07/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito
Instituicao e 11:20:01 |LUIZ SOARES

|Infraestrutura
Folha de Rosto folhaderosto_comassinaturas.pdf 07/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito
10:46:28 |LUIZ SOARES
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 06/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito
Assentimento / 15:37:20 [LUIZ SOARES
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Justificativa de TCLE.pdf 06/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito

Auséncia 15:37:20 |LUIZ SOARES

Declaragéo de material_biologico_assin.pdf 06/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito

Manuseio Material 15:36:55 |LUIZ SOARES

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Orgamento Orcamento.pdf 06/12/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
15:36:41 | LUIZ SOARES

Projeto Detalhado / [PROJETODETALHADO.pdf 06/12/2022 |DENISE CAROLINE | Aceito

Brochura 15:35:52 |LUIZ SOARES

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:  Pioneiros
UF: MS

Telefone:

Municipio:
(67)3345-7187

CAMPO GRANDE, 22 de Dezembro de 2022

Assinado por:
MALSON NEILSON DE LUCENA

(Coordenador(a))

CEP: 70.070-900

CAMPO GRANDE
Fax: (67)3345-7187

E-mail:

Av. Costa e Silva, s/n° - Pioneiros ¢, Prédio das Pro-Reitorias ¢ Hércules Maymoney, ¢, 1° andar

cepconep.propp@ufms.br
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Servigo Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

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

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

Eu, o pesquisador: Eduardo Benedetti Parisotto, convido(a) Sr.(a) a participar
desta pesquisa que tem como objetivo: estudar a acdo antitrombodtica dos
analogos isoxazolicos derivados de neolignanas tetrahidrofuranicas (AINT) num

modelo experimental in vitro.

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 profissional autorizado e capacitado do laboratério didatico de
Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas (LAC/FACFAN). O uso das
amostras de sangue serdo exclusivamente utilizadas como reagentes (fonte de
plasma rico plaquetas) para realizacédo dos testes plaquetarios e de coagulagéo
e nao serao utilizadas para obtencdao de dados adicionais (realizacdo de

exames) do participante.

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

produtos naturais citados acima.

2. CONFIDENCIALIDADE: todas as informacdes coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais. Além disso, ndo serao realizados quais exames das
amostras ou qualquer procedimento de identificacdo do participante. Nao sera

realizada divulgacao de dados que identifique o participante.

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:
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3. PAGAMENTO: O(a) Sr.(a) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar
desta pesquisa, bem como nao tera direito a nenhuma compensacao financeira
por sua participacdo, sendo sua colaboragéo na pesquisa livre e de espontanea

vontade.

4. RISCOS: A retirada de sangue venoso € um método corriqueiro na
investigacdo 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 € uma leve dor, e o desconforto de
agulhas e da puncéo; porém se houver qualquer desconforto, o participante
tem o direito de desistir a qualquer momento. Em raras ocasiées pode ocorrer:
hematomas (durante ou apds a realizacdo da puncdo venosa); pungcdo em
artéria; anemia iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL); lesao
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 identificacado e somente os

pesquisadores terdo acesso aos dados.

5. BENEFICIOS: Nzo ha beneficio direto ao participante. Entretanto, ao partir
deste estudo podera ser identificada uma nova biomolécula que pode beneficiar

o tratamento de doencas 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.

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:
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O participante possui a garantia de receber uma via deste termo e em caso de

qualquer dano decorrente desta pesquisa tera direito a indenizacéao.

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 serdo indisponibilizados

ao fim deste prazo.

Apés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre e
espontanea para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os

itens que se seguem.
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista os itens acima apresentados de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi
copia desse termo de consentimento, e autorizo e realizacdo da pesquisa e a
divulgagéo 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

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:
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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.

Rubrica do Participante:
Rubrica do Pesquisador:
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