INSTITUTO NACIONAL DE ENSINO SUPERIOR E PESQUISA

CENTRO DE CAPACITACAO EDUCACIONAL

FABIOLA FIALHO FURTADO GOUVEA

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA E
ANTITROMBOTICA DO DERIVADO DO ALCOOL
TETRAHIDROFURFURILICO

RECIFE

2016



FABIOLA FIALHO FURTADO GOUVEA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA E
ANTITROMBOTICA DO DERIVADO DO ALCOOL
TETRAHIDROFURFURILICO

Monografia  apresentada ao Instituto
Nacional de Ensino Superior e Pesquisa e
Centro de Capacitagcdo Educacional, como
exigéncia do Curso de Pds-Graduacdo Lato
Sensu em Hematologia e Hemoterapia
Laboratorial.

Orientadora: Prof. Dr. Fabricio Andrade
Martins Esteves

RECIFE
2016



G719a

Gouvéa, Fabiola Fialho Furtado.

Avaliacdo da atividade antiagregante plaquetaria e
antitromboética do derivado alcool tetrahidrofurfurilico./
Fabiola Fialho Furtado Gouvéa. — Recife, 2016.

35f.:il.

Monografia: Curso de PoOs-Graduagdo Lato Sensu em
Hematologia e Hemoterapia Laboratorial — Instituto
Nacional de Ensino Superior e Pesquisa. Centro de
Capacitacdo Educacional.

Orientador (a): Dr. Fabricio Andrade Martins Esteves.

1. Agregacdo Plaquetéria. 2. Nitratos. 3. Hemostasia.

. Titulo.

CDU: 612.115(043.2)




FABIOLA FIALHO FURTADO GOUVEA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA E
ANTITROMBOTICA DO DERIVADO DO ALCOOL
TETRAHIDROFURFURILICO

Monografia para obtencao do grau de Especialista em Hematologia e
Hemoterapia Laboratorial.

Recife, 11 de Junho de 2016.

EXAMINADOR:

Nome: Fabricio Andrade Martins Esteves

Titulacdo: Doutor

PARECER FINAL:



DEDICATORIA

Dedico esta etapa vencida a minha Familia, em especial ao meu esposo
por todo apoio e carinho dedicado. Agradeco também a minha irma, pelo
companheirismo desde o inicio desta caminhada. E finalmente, agradeco a
Deus por ter me proporcionado esta grande alegria.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Robson Cavalcante Veras da Universidade Federal da Paraiba

pelo apoio no desenvolvimento dos experimentos.

Aos doadores que possibilitaram esta pesquisa

Ao orientador, professor Fabricio pela parceria e orientacdo neste trabalho.

Aos amigos desta turma que fizeram esta jornada mais leve e alegre.

A toda a equipe que faz o CCE curso.



“Alegre-se, pois sO 0S mais corajosos sao capazes de buscar diante da incerteza;
somente os sabios tém o poder de ver na davida o caminho para a verdade"

(Célio Furtado)



RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que 0 nitrato organico tetra-hidrofurfurilico (NTHF),
promoveu efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica de ratos normotensos, com
envolvimento da via NO-cGMP-PKG e em ratos hormotensos e hipertensos SHR promoveu
efeito vasorrelaxante, hipotensor e bradicardico, além de néo induzir tolerncia vascular.
Entretanto, o seu efeito sobre a funcéo plaquetaria permanece desconhecida. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do NTHF sobre a atividade agregante de plaguetas e
possivel atividade antitromboética. O sangue a ser descartado de pacientes voluntarios foi
coletado no Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW). As amostras foram analisadas
no Laboratério Analises Clinicas (LAC) para a realizacdo da agregacdo plaquetéaria, do
tempo de protrombina (TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa). A incubacéo do
NTHF na concentracdo de 1 mM néo foi capaz de promover alteracdo significativa no tempo
de tromboplastina (TP) e no tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA) em plasma
humano quando comparados ao controle. Entretanto, estudos in vitro de agregacgao
palquetaria induzida por ADP e Colageno com NTHF demonstraram que o nitrato foi capaz
de promover um efeito antiagregante tanto na presenca do ADP como na do colageno. Os
resultados indicam que o NTHF promoveu um potente efeito antiagregante plaquetéario, o
que demonstra um importante achado cientifico sobre os efeitos promissores induzidos por
este novo doador de 6xido nitrico.

Palavras-chave: agregacéo plaquetaria, nitratos, hemostasia.



ABSTRACT

Previously the organic nitrate tetrahydrofurfuryl (NTHF) induced vasorelaxation in mesenteric
artery rings with involvement of the NO-cGMP-PKG pathway. NTHF promoted hypotensive
and bradycardic effects in both SHR and WKY rats, with involvement of sGC enzyme,
beyond did not promote in vitro tolerance. However, their effect on platelet function remains
unknown. The aim of the study was to investigate the effect induced by NTHF on
aggregating activity of platelets and possible antithrombotic activity. The blood was obtained
from volunteer patients and was collected at the University Hospital Lauro Wanderley
(HULW). Samples were analyzed in the Clinical Laboratory Analysis (LAC) for performing
platelet aggregation, prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT).
The incubation of NTHF 1 mM was not able to promote significant changes in the PT and
APTT of human plasma when compared to control. However, in vitro studies of the platelet
aggregation induced by ADP and collagen, NTHF was capable of promoting an anti-
aggregating effect. The results indicate that the promoted NTHF a potent antithrombotic
effect, demonstrating an important scientific findings on the effects of this promising new
nitric oxide donor

Keywords: platelet aggregation, nitrates, hemostasis.



Figura 1
Gréfico 1
Gréfico 2
Gréfico 3
Grafico 4

LISTA DE ILUSTRACOES

18
22
23
25
26



AAS
ADP
ATP
ATHF
Ca2+
cGMP
DCV
FT
HULW
LAC
NO
NTHF
OoMS
PDGF
PKG
PPP
PRP
TTPa
TP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Acetilsalicilico

Difosfato de Adenosina

Trisfosfato de Adenosina

Alcool Tetra-Hidrofurfurilico

fon Calcio

3,5-Monofosfato Ciclico de Guanosina
Doengas Cardiovasculares

Fator Tecidual

Hospital Universitario Lauro Wanderley
Laboratorio de Anélises Clinicas

Oxido Nitrico

Nitrato Tetra-Hidrofurfurilico
Organizacdo Mundial de Saude

Fator de Crescimento de Palquetas
Proteina cinase G

Plasma Pobre em Plaguetas

Plasma Rico em Plaquetas

Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativa

Tempo de Protrombina



11
1.2
121
1.2.2

3.1
3.2
3.21

3.2.2
3.2.3

3.3
4.0

5.0

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt
JUSTIFICATIVA. ..ottt
OBUJIETIVOS. ..t e e e e e e e eeana s
(@] 0T L= AV o T 1= - |
ODbjetivos ESPeCITICOS...ccoi i

REFERANCIAL TEORICO.......ccociiiiiietecieteeeeeeeee et
METODOLOGIA. ...ttt
OBTENGCAO DAS AMOSTRAS . ...ttt
AGREGACAO PLAQUETARIA, TP e TTPa IN VITRO......cccoverirriieree,
Preparacdo das Plaquetas HUMana ..........ccccoooovoiiiiiiiiiiiiiiiiicceee e

Protocolo Experimental para Agregacao Plaquetaria............cccccceeeeeeeenennnn.
Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcialmente

F N 1) YZ= (o £ (I > ) USSP
ANALISE ESTATISTICA ....ceiiieeeieeeiete ettt

RESULTADOS E DISCUSSOES. .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et

CONCLUSAO. ..o ettt

REFERENCIAS. ... oeee e e et e et et e e et e e et e e e e e e e eriaaes

ANEXO Aottt ettt
DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

ANEXO Bttt ettt ettt ettt ettt
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

ANEXO C ettt et ettt et e ettt ettt
PARECER DO COMITE DE ETICA



12

1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao um problema de saude global,
sendo considerado a causa nimero um de morte no mundo. Estima-se que 17,5
milhdes de pessoas morreram de doencas cardiovasculares em 2012,
representando mais de 31% de todos os 6bitos no mundo. Destas mortes, estima-se
que 7,4 milhdes foram devido a doenca coronariana e 6,7 milhdes a acidente
vascular cerebral. Em paises em desenvolvimento estes numeros sdo mais
expressivos. Dos 16 milhdes de mortes de menores de 70 anos atribuidas as
doencas ndo transmissiveis, 82% estdo em paises de baixa e média renda e 37%
sao causadas por DCV (OMS, 2013).

A maioria das DCV pode ser atribuida a fatores de riscos convencionais
(GAZIANO 2005). Segundo o estudo “Inter Heart” de 2004, nove fatores sé&o
responsaveis por 90% destas doencas (YUSUF et al.,, 2004), dentre eles estéo:
dislipidemia, hipertensao, tabagismo, estresse, diabetes, obesidade (especialmente
de distribuicdo de gordura abdominal), inatividade fisica, dietas insuficientes em
frutas, legumes e verduras, e consumo excessivo de alcool (SCHENCK-
GUSTAFSSON, 2009). As DCV compreendem um grupo de doencas cardiacas e
vasculares, tais como: cardiomiopatias, isquemia cardiaca, insuficiéncia cardiaca
congestiva, doenca arterial coronariana, hipertensao e aterosclerose (KUMAR et al.,
2007).

A agregacdo plaquetaria ndo deixa de ser um processo central no
desenvolvimento de complicacdes isquémicas tanto apls intervencdes coronarias
como também em outros vasos (GURBEL et al., 2004), pois gera a formacado de
trombos muitas vezes ainda no ambiente intravascular e estes sdo de dificil
tratamento agudo. Uma maneira de impedir os eventos coagulantes € por meio da
utilizacdo de drogas antiagregantes, que podem atuar ativando enzimas inibidoras
da coagulacdo, antagonizando a agdo de agonistas procoagulantes enddgenos e
aumentando a disponibilidade do 6xido nitrico (NO) (PALOMO et al, 2008).
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A producdo constitutiva do NO estd implicada em diversos eventos
fisiologicos, dentre estes o controle da hemostasia, controle do tbnus vascular e da
pressdo sanguinea (REES, PALMER et al. 1989; MONCADA, PALMER et al. 1991).
Desde a sua descoberta, quando era, ainda, denominado de fator relaxante derivado
do endotélio (EDRF), o NO destaca-se em estudos cientificos e, atualmente, cada
vez mais, seu mecanismo de acdo, alvos moleculares e transducdo de sinais
bioquimicos tém sido avaliados. A diminuicdo da biodisponibilidade do NO € um
mecanismo comum envolvido na patogénese de vérias desordens vasculares,
incluindo hipertensao, aterosclerose, diabetes e isquemia por injuria (LEFER; LEFER
1996; SORIANO, VIRAG et al. 2001; JOHN; SCHMEIDER 2003), por isso é de
extrema relevancia um estudo sobre compostos que possam restabelecer as
concentracbes adequadas deste importante mediador biolégico ou de drogas que

possam auxiliar na prevencao dos eventos trombaoticos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Como as plaquetas exercem importancia central para o0 processo de
hemostasia primaria e coagulacdo, anormalidades na funcdo das plaquetas
(resultando em trombose ou sangramento) resultam em consequéncias graves e
potencialmente letais. Em principio, a ativacao de plaquetas resulta imediatamente
na agregacao de plaguetas e subsequente formacdo de trombo, no entanto estas
consequéncias da ativacdo plaquetaria podem, em certa medida, podem ser
antagonizadas pelo endotélio funcional, devido a liberacdo de mediadores derivados
do endotélio que neutralizam a ativagdo de plaquetas (6xido nitrico e prostaciclina)
(HEBER; VOLF, 2015). Portanto, a busca de novos compostos com atividade
antiagregante parece ser uma importante via para a industria farmacéutica e
também para a populacdo que teria acesso a medicamentos mais baratos e com

eficacia e seguranca assegurados.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O presente estudo possui tem como objetivo principal uma proposta
investigativa sobre a atividade de drogas de origem natural ou sintética sobre a
agregacdo plaquetaria e sobre a prevencdo de eventos trombdéticos, sendo estes
intimamente relacionados com as DCVs.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Investigar a atividade antiagregante do NTHF em plaquetas

- Avaliar a atividade do NTHF sobre o TTPa e TP

-Contribuir para os estudos dos efeitos cardiovasculares induzidos pelo NTHF
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2 REFERENCIAL TEORICO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o
que tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundérios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacdes
como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos. Muitas dessas
substancias constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de
medicamentos sintéticos modernos, tais como procaina, cloroquina, tropicamida, ou
de farmacos imprescindiveis como, vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®),
podofilotoxina e os analogos etoposideo (VP-16-213; Vepeside®) e teniposideo
(VM-26; Vumon®), taxol (Paclitaxel; Taxol®) e mais recentemente camptotecina e
seus derivados, com participacdo em um mercado que movimenta cerca de 50
bilhdes de ddlares anualmente (BARREIRO; MANSOUR, 2008).

A quimica de produtos naturais contribui para a producdo de farmacos
inovadores, sendo uma alternativa de sucesso historicamente privilegiada
(BARREIRO; MANSOUR, 2008; MANN, 1992). Diversos estudos reafirmam a
importancia dos produtos naturais, seus derivados e analogos, como fonte de novos
farmacos e ferramentas para biologia quimica e pesquisa quimicomedicinal
(BARREIRO; MANSOUR, 2008; KUMAR; WALDMANN, 2009; SRIVASTAVA et al.,
2005).

Modificagdes de produtos bioativos estdo intimamente associadas ao
aumento da qualidade de vida das seguidas geracBes da sociedade humana.
Talvez, por este motivo € que os produtos sintéticos e semi-sintéticos comecaram a
se destacar em diversidade e em competitividade em relacdo aos produtos naturais
em diversos setores industriais, atingindo aproximadamente 75% do total de
farmacos consumidos no mundo, devido principalmente ao seu maior rendimento
quimico, menor custo e elevado grau de pureza (BARREIRO 1990; PINTO,

BOLZANI et al. 2002). Véarios compostos sdo estudados no intuito de evidenciar
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relevantes atividades biolégicas, neste contexto, a busca por novas moléculas
despertam interesse para o tratamento de diversas doencas cardiovasculares.

Na aterosclerose, observa-se uma significativa disfuncédo endotelial, eventos
agudos graves, com hemorragia e formacdo de trombos e/ou processos de
remodelamentovascular (GRUNDY, 1999). A formacao de trombos ocorre no local
de uma placa coronaria instavel, por com adeséo de plaquetas a parede do vaso,
dando inicio a oclusédo trombotica do vaso coronariano (GAWAZ, 2004), que pode
promover isquemia e infarto agudo do miocérdio (GURBEL et al., 2004).

As etapas criticas para o desenvolvimento do infarto do miocardio sdo: a
oclusdo trombdtica de wuma artéria coronaria epicardial com uma placa
aterosclerotica instavel; microembolizacdo de agregados ricos em plaquetas
aterotrombodticas; vasoconstricdo mediada por plaquetas; aumento da formacéo de
trombos na microcirculacdo; e reacdes inflamatérias mediadas por plaquetas no
miocardio isquémico. A combinacdo destes eventos determina o grau da isquemia
miocardica (GAWAZ, 2004).

O NO é uma importante molécula sinalizadora, cuja maioria das suas agdes €
no sistema cardiovascular, (SCATENA et al., 2010), onde este gas é continuamente
produzido pelas células endoteliais, a partir da converséao da L-arginina em NO mais
L-citrulina pela sintase do NO endotelial (eNOS), em resposta a estimulos
mecanicos ou quimicos que podem agir por mobilizacdo do Ca2+. O NO difunde-se
da célula de origem, passando facilmente através das membranas das células
vizinhas, regulando uma série de eventos fisioldgicos (MILLER; MEGSON, 2007).

A perda da atividade do NO enddgeno tem um numero de a¢bes prejudiciais,
intimamente relacionadas as DCV (VANHOUTTE, 2009), principalmente
vasoconstricdo, aumento da proliferacdo das células do musculo liso, bem como o
aumento da atividade e aderéncia das plaquetas e células inflamatérias em locais de
leséo endotelial. Com o endotélio deteriorado, o fluxo sanguineo é interrompido e 0s
vasos se tornam ocluidos com placas de ateroma, trombose ou embolia, levando por
fim a infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e isquemia periférica (MILLER;
MEGSON, 2007).

O desenvolvimento de doadores de NO fornece um vasto campo para a
farmacoterapia na medicina cardiovascular. A variabilidade clinica nos efeitos

encontrados para diferentes doadores de NO deve-se as diferentes quantidades
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liberadas, local em que é liberado e principalmente as diferentes formas de liberagéo
do estado redox do NO: o estado oxidado, o cation nitrosénio (NO*), e no estado
reduzido, o anion nitroxil (NO") (IGNARRO; NAPOLI; LOSCALZO, 2002). Entretanto,
os efeitos vasculares do NO tém sido atribuidos a forma radicalar do NO (NO-)
(MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

Para o tratamento das doencas associadas a deficiéncia de NO foram
desenvolvidos farmacos capazes de interferir na modulagdo dos mecanismos
celulares do NO com diferentes resultados (SCATENA et al.,, 2010). Como o
manuseio do gas NO é muito dificil, foram desenvolvidas as moléculas carreadoras
de NO (farmacos doadores de NO; Figura 1), como o nitroprussiato de sodio (SNP),
diazeniodiolatos (dietilamino NONOato; DEA/NO), S-nitrosotidis (S-nitrosoglutationa;
GSNO), oximas (trans-cinamaldeido oxima; E-CAOX) e o0s nitratos orgéanicos
(trinitrato de gliceril, GTN), que estabilizam o radical até quando a liberacdo for
requerida (MILLER; MEGSON, 2007).

Diante do enorme potencial do NO na medicina cardiovascular, é
surpreendente que apenas dois tipos de farmacos doadores de NO sejam,
atualmente, utilizados clinicamente, j& que nenhum novo doador chegou ao mercado
desde a sua descoberta como mediador biolégico em 1980 (MILLER; MEGSON,
2007). Devido a diversidade na estrutura dos doadores de NO, o modo de liberacéo
de cada classe de compostos para gerar NO pode diferir significativamente, como as
reacfes: enzimaticas ou ndo enziméticas, reducao e oxidacao.

Os doadores de NO podem ser divididos em: doadores diretos, nitrosotiois e
nitratos organicos. Os nitratos sdo doadores de NO, que representam a mais antiga
classe de doadores de NO utilizados na terapéutica cardiovascular
(BRUNTON,1867; LINDENFELD et al., 2010). Trata-se de compostos sintéticos,
produzidos por nitroxilacdo (R-OH + HNO3z RONO,). Esta reacdo ocorre entre o
acido nitrico e um alcool, com a formacéao de ésteres de acido nitrico (RONO2), onde
“‘R” representa qualquer residuo organico (CSONT; FERDINANDY, 2005; KOENING
et al., 2007).

A metodologia utilizada na sintese de farmacos precisa ser capaz de viabilizar
0 acesso, com maior rendimento quimico possivel e na escala adequada de menor
custo, a compostos com atividade terapéutica, de elevado grau de pureza, passiveis

de serem empregados com seguranca (BARREIRO, 1991). Neste contexto, de maior
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rendimento realizado a baixo custo, esta a reacdo para obtencdo do nitrato
tetrahidrofurfurilico (NTHF).

Dentre os nitratos pesquisados no Brasil, o nitrato organico derivado do alcool
tetra-hidrofurfurilico foi obtido em larga escala, utilizando como matéria-prima o
bagaco da cana-de-acucar. Este residuo agricola configura uma alternativa
econbmica e sustentavel, uma vez que é gerado em toneladas pelas usinas de
acucar e alcool. A reacdo a partir de biomassas consiste em uma rota de sintese
conhecida, por meio da digestdao do bagaco da cana, seguida da desidratacao das
pentoses para obtencdo do furfural. Na segunda etapa, o furfural é convertido no
alcool tetra-hidrofurfurilico (ATHF), e na terceira etapa ocorre a esterificacdo do
ATHF para obtencdo do NTHF, com um rendimento de 81% (Figura 1) (ATHAYDE-
FILHO et al., [S.1.]).

o] H
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0 H———0OH
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H HO———H
H——OH
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CH,OH
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H-S0,
o 0
HNO, Reducéo / \ Y4
CH,ONO, -=-— CH,OH —-— C\
AcO Catalitica H
NTHF ATHF Furfural

Figura 1 — Reac0es para obtencdo do NTHF

Fonte: Athayde-Filho et al, [S.1.]
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Assim, o estudo de drogas com potencial interatividade ou mesmo
similaridade de acédo ao NO s&o dignas de um estudo apurado e criterioso, pois esta
molécula esta implicada no controle do ténus vascular e também na hemostasia do
sistema da coagulacao, cuja falha pode levar a formagao de trombos intravasculares
muitas vezes relacionados a morbidade ou fatalidades.

3 METODOLOGIA

Os protocolos realizados em plasma humano foram desenvolvidos utilizando
sangue coletado, a ser descartado de pacientes voluntarios do Hospital Universitario
Lauro Wanderley (HULW). As amostras foram analisadas no Laboratorio Analises
Clinicas (LAC) para a realizacao da agregacao plaquetéaria, do tempo de protrombina

(TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa).

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram excluidos deste estudo individuos: diabéticos, fumantes, obesos
ou que estavam fazendo uso de &cido acetilsalicilico (AAS), antiagregantes
plaguetarios, anticoagulantes, contraceptivos orais ou hormoénios. E ainda os que
apresentaram histéria prévia e evidéncia de trombose de membros inferiores. Os
pacientes ndo sofreram alteracfes de seus habitos alimentares ou de seu estilo de
vida. Participaram da pesquisa um total de 50 voluntarios.

Apés oito horas de jejum, foi coletada de cada paciente, através da
veia antecubital, uma amostra de 10 ml de sangue venoso utilizando-se sistema a
vacuo (Becton-Dickinson- Mountain View, CA,USA), contendo tubo plastico
siliconado com citrato de sédio a 3,8% na proporcao de 9 partes de sangue para 1
de anticoagulante (9:1).

3.2 AGREGACAO PLAQUETARIA, TP e TTPa IN VITRO

3.2.1 Preparacéao das Plaguetas Humana
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O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacdo a 1000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente e depois o plasma foi, novamente,
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para aquisicdo do plasma pobre em
plaquetas (PPP). As plaquetas resultantes foram ressuspensas em tampao de
lavagem em pH = 6,6 (NaCl 140 mM; KCI 2,7mM; NaH;P0O4.2H,0 0,4 mM; NaHCO3
12 mM; MgCl,.6H,O 1 mM; glicose 5 mM; HEPES 10 mM; PGE1 100 nM; e
Albumina sérica bovina a 3,5 mg/mL). A suspensdo de plaquetas foi lavada duas
vezes e ressuspensa no mesmo tampao.

As plaguetas foram contadas por meio da utilizacdo de um contador de
células sanguineas automatizado, Abbott Rubi (Abbott, AlbalLab, Brasil) e ajustadas
para uma concentracdo de 4x108 plaguetas/mL (HUANG et al., 2007; YONEDA et
al., 2004).

3.2.2 Protocolo Experimental para Agregacéo Plaquetaria

O PRP de plaguetas lavadas foi incubado com concentragdes isoladas de
NTHF (10, 100 e 1000 uM), e com aspirina (50 yM) a 37°C durante 3 minutos no
agregbmetro com agitacdo continua a 100 rpm e, entédo, estimulado com ADP (200
MM), colageno (100 pg/mL) ou trombina (3 U/mL) por 5 minutos (HUANG et al.,
2007; YONEDA et al., 2004). A agregacédo plaquetaria foi medida utilizando um
agregdbmetro NET LAB 2020. Mudancas na transmissao da luz foram registradas por
pelo menos 5 minutos e a agregacdo maxima foi estimada. O grau de agregacéo foi
expresso como uma porcentagem da transmissao maxima de luz em uma amostra
de PPP (YONEDA et al., 2004). Cada protocolo experimental com os diferentes

agonistas foi composto por dez experimentos.

3.2.3 Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada
(TTPa)

O PPP recém-coletado e mantido a 37°C foi submetido aos testes de TP e o
TTPa em coagulébmetro automatizado (Amax destiny plus) através de técnica de

leitura oOptica. Os resultados foram comparados antes (CONTROLE) e depois da
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adicdo de concentracOes isoladas de NTHF (10, 100 e 1000 yM, n=10 para cada
concentracdo) foram comparados com o controle (veiculo). Os reagentes utilizados

foram Kits comerciais do fabricante AMAX.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da
média. Foram utilizados testes estatisticos apropriados para avaliar os resultados
obtidos neste estudo, tais como teste t e analise de variancia ANOVA. Os valores

foram considerados significantes quando p < 0,05.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

O NTHF destaca-se como um produto de elevado rendimento, viabilizando os
estudos de sua atividade biolégica e possiveis estudos clinicos sobre o sistema
cardiovascular. Este nitrato orgéanico foi anteriormente estudado pelo grupo de
Farmacologia Cardiovascular- PgPNSB-UFPB, evidenciou-se que o NTHF promoveu
efeito vasodilatador potente, em anéis de artéria mesentérica superior de ratos
normotensos, dependente da bioconversao enzimatica e ativacao da via NO-cGMP-
PKG, além dos canais para potassio (ALUSTAU, 2010).

Estudos recentes demonstraram que este nitrato € capaz de promover a
liberacdo de NO em células musculares lisas vasculares e cardiomiécitos, além de
promover efeito hipotensor e bradicardico em animais hipertensos SHR e Wistar
Kyoto, sendo este efeito atribuido, em parte ao efeito vasorrelaxante em vasos de
animais hipertensos. Destaca-se ainda que este nitrato ndo promoveu tolerancia
vascular, fazendo com que ele se destaque frente aos farmacos utilizados
clinicamente (FURTADO, 2013), entretanto a acdo do NTHF sobre hemostasia
permanecia desconhecida.

A avaliacdo do efeito de NTHF sobre os fatores de coagulacdo foi obtida
através do teste de TP e a TTPa in vitro. Os fatores de coagulacédo fazem parte da
homeostase normal, a ativagdo da cascata da coagulagcéo resulta na formacéo de
fibrina que estabiliza o tamp&o plaquetario primario, promovendo a formac¢do do

coagulo. Na presenca de quantidade suficiente de calcio, ocorre a conversdao da
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protrombina em trombina. A trombina converte o fibrinogénio em mondmeros de
fibrina, que envolvem as plaquetas, as células sangulineas e o plasma, para formar o
coagulo, caracterizando a fase secundaria da hemostasia (GUYTON; HALL, 2006).
O TTPa é responsavel por avaliar as proteinas do sistema intrinseco e da via
comum, para tanto observa-se a formacao do coagulo apds a adicao de cloreto de
calcio. Ja o TP avalia as proteinas de coagulacdo do sistema extrinseco e da via
comum (HENRY, 2008). Com o intuito de avaliar o efeito do NTHF sobre o tempo de
protrombina (TP) e tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) em plasma humano
foram desenvolvidos protocolos experimentais na presenca de concentracdo isolada
de NTHF e posteriormente comparada com o controle (Gréfico 1 e Grafico 2). E
possivel observar que a incubacdo do NTHF na concentracdo de 1 mM néao foi
capaz de promover alteragao significativa no tempo de TP e TTPA, em plasma

humano comparados ao controle.
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Grafico 1 : Efeito de NTHF sobre o tempo de protrombina (TP) em plasma humano.
Os resultados estado representados como meédia + erro padrdo da média, veiculo
(n=6); NTHF 1mM (n=6).



23

401
— - -
30+
<L
0 20-
-
104
0 T Y
o)
N\ N :
O © . N
N K\ &
© S$

Grafico 2 : Efeito do NTHF sobre o tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA) em
plasma humano. Os resultados estdo representados como média + erro padrdo da
média, veiculo (n=6); NTHF 1mM (n=6).

A classica cascata de coagulacédo foi proposta em 1964 por Macfarlane, Davie
e Ratnoff, apesar de nédo explicar satisfatoriamente todos os fenémenos da
hemostasia in vivo, € bem documentada na literatura e foi aceita por cinquenta anos.
Entretanto, atualmente ha um novo modelo de coagulacdo baseado em observacdes
experimentais e clinicas. Demonstrando que a via extrinseca opera na superficie das
células que expressam Fator Tecidual (FT) para iniciar o processo de coagulacao
(MACFARLANE, 1964; DAVIE, 1964; HOFFMAN, 2003; FERREIRA et al., 2010).

Os componentes da via intrinseca operam na superficie das plaquetas
ativadas para produzir grande quantidade de trombina que resultara na formacao e
estabilizacdo do coagulo de fibrina. Assim, o TP avalia os niveis de procoagulantes
envolvidos na fase de iniciacdo da coagulacédo, enquanto o TTPa avalia os niveis de
procoagulantes envolvidos na producdo de grande quantidade de trombina na
superficie das plaquetas ativadas, gerada durante a fase de propagacao
(FERREIRA et al., 2010).

E conhecido pela literatura que a hemostasia exige um balanco entre eventos
pro-coagulantes e eventos anticoagulantes. A ativacdo de plaquetas, sua adeséo e

agregacdo ocorrem quando elas interagem com tecidos externos ao ambiente
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intravascular induzindo desta forma a formag¢do de um trombo, o qual passa a ser

estavel quando ocorre a formacéo da rede de fibrina (HUANG, et al. 2007).

Além da ativacdo e acao plaquetaria, existe a acdo dos fatores de coagulacao
gue quando ativados promovem a formacéo e estabilizacdo da rede de fibrina. De
acordo com os resultados, parece que o NTHF ndo exerce acao inibitéria sobre a
ativacdo desses fatores, pois sua presenca na concentracdo de 1 mM nao alterou de

forma significativa o TP e o TTPa.

As plaquetas sdo essenciais na coagulacdo sanguinea, sdo provenientes da
fragmentacdo citoplasmatica dos megacariocitos produzidos na medula Ossea.
Apesar de ndo possuir nucleo, armazenam diversas proteinas necessarias ao
processo de coagulacdo. Além da coagulacdo, participam também de processos
inflamatorios, crescimento vascular e metastase tumoral. No citoplasma encontra-se
lisossomos, peroxissomos e granulos alfa. Estes contém varias proteinas,
fibrinogénio palquetario, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
Von Willebrand (VWF), fator V de ligagdo de proteina de multimerina, p-selectina,
beta tromboglobulina (bTG), fator plaquetario neutralizante da heparina (PF),
difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina (ATP), 5-hidroxitriptamina (5-
HT) e calcio (JURK; KEHREL, 2005; STENBERG, 1985; BERMAN, 1986).

ApoOs a ativacao do sistema de coagulacdo ha producéo de trombina, potente
estimulo para ativacdo plaquetaria. Além da trombina, o coldgeno também pode
promover esta ativacao, o que induz a plaqueta a uma mudanca da forma discoide
para esférica, ocorrendo a liberacédo dos granulos, dependendo da forca do estimulo.
Esta mudanca na conformacg6a do complexo de glicoproteinas llb/llla, resultando na
formacao de receptores capazes de ligagdo com algumas proteinas plasmaticas,
dentre estas pode-se destacar o fribrinogénio (PHERSON; RICHARD, 2012).

E possivel avaliar a fungéo plaquetaria através de um exame laboratorial de
agregacdo e secrecdo plaguetarias em reposta a agentes que promovam a
estimulacdo das plaguetas em um agregbmetro, o plasma citratado rico em
plaguetas é submetido a um feixe de luz através da suspensdo, nesta técnica a
agregacdo é detectada por alteracbes na capacidade de transmissdo de luz. Os

aglomerados formados permitem uma maior passagem de luz para o fotodetector.
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Diversos agonistas podem ser empregados para ativar o processo, dentre estas
pode-se citar: colageno, epinefrina, ADP, U46619, ristocetina, ionéforo de célcio,
dentre outros (PHERSON; RICHARD, 2012).

O ADP é caracterizado como um agonista da ativacdo plaquetaria, atua
através de receptores purinérgicos P2Y que sdo acoplados a proteina G. O receptor,
quando ativado, promove a ativacdo da proteina fosfolipase C, com consequente
mudanca na forma da plaqueta e mobilizacdo de calcio, adicionalmente a ativacao
do recptor P2Y;, atua estabilizando agregados de plaqguetarios por inibicdo da
ciclase de adenilil. O colagenos promove a ativacao devido a ativagdo da sinalizagéo
de TXA,, liberacdode Ca?*, liberacdo de ADP dentre outros (LOPEZ FARRE;
MACAYA, 2013).

Com o intuito de avaliar se o NTHF seria capaz de promover inibicdo da
agregacdo plaquetaria, foram realizados experimentos na presenca de dois

classicos ativadores da agregacao, ADP e Colageno (Gréfico 3 e 4).
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Gréfico 3 : Efeito do NTHF sobre a agregacédo plaquetéaria induzida por colageno em plasma
humano. Os resultados estéo representados como média + erro padrdo da média, colageno,
(n=6); NTHF 200mM; 20mM; 2mM e 0,2mM (n=6). *p<0,05).
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Gréfico 4 : Efeito do NTHF sobre a agregagéo plaquetéaria induzida por ADP 200pM em
plasma humano. Os resultados estdo representados como média + erro padrdo da média,
colageno, (n=6); NTHF 200mM; 20mM; 2mM e 0,2mM (n=6). *p<0,05).

O NTHF foi capaz de promover inibicdo da agregacdo plaquetaria de forma
significativa, em plaquetas humanas ativadas por colageno, sendo este efeito
dependente de dose. De forma semelhante, o nitrato também promoveu efeito

inibitério da agregacao plaquetaria quendo esta foi ativada pelo ADP.

E relatado na literatura que o NO liberado atua sobre as plaquetas inibindo os
trés componentes da sua funcdo: adesdo, agregacdo e ativacdo, assim como 0
recrutamento plaquetario (BREDT, 1994), mas ndo sobre a ativagdo dos fatores de
coagulacdo. No estudo da agregacdo plaquetaria induzida por dois agonistas,
coldgeno e ADP, o NTHF promoveu uma significante inibicAo da agregacéo,
demonstrando pela primeira vez que o NTHF como inibidor da agregacao
plaquetéria, este efeito associado aos descritos anteriormente reforcam os estudos

deste nitrato como uma importante molécula sobre o sistema cardiovascular.
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4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o NTHF, um nitrato organico obtido do bagaco
da cana de acucar, promove efeito antiagregante plaguetario em agregacéao induzida
por colageno e ADP. Proporcionando a perspectiva do desenvolvimento de uma

molécula capaz de prevenir eventos trombaoticos.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa ¢ sobre a atividade dos compostos Alcool Tetraidrofurfurilico e
derivados de oximas sobre parametros da hemostasia secundaria em plasma
humano e est4 sendo desenvolvida por Priscilla Crispiniano dos Santos e Fabiola
Fialho Furtado , sob a orientagéo do Prof. Dr. Robson Cavalcante Veras.

O objetivo do estudo é avaliar a se tal compostos tem algum efeito sobre a
hemostasia em humanos e tem por finalidade contribuir para a descoberta de novas
substancias com potencial terapéutico.

Solicitamos a sua colaboracdo para realizar a coleta de sangue, como
também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos
resultados, seu nome foi mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa nao
oferece riscos, previsiveis, para a sua saude.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida n&o participar do estudo, ou
resolver a qualguer momento desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem
havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo.

Os pesquisadores estardo a sua disposicao pala qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido (a) e dou 0 meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou
ciente que receberei uma cépia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa
ou Responsavel Legal

OBERVACAO: (em caso de analfabeto - acrescentar)

Espaco para impressao

dactiloscoépica
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Assinatura da Testemunha

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o
(a) pesquisador (a)

Robson Cavalcante Veras no numero de telefone 32167347 (Departamento do
Curso de Farmacia da UFPB) ou (83) 8889-0933

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responséavel

Assinatura do Pesquisador Participante



ANEXO C

PARECER COMITE DE ETICA

Plataforma Brasil - Ministério da Sadde

Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFFB

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estudo da Atividade Antiagregante Plaquetaria e Antitrombética de Compostos de Origem
Natural e/ou Sintética
Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagndsticos novos (fases |, Il e Ill) ou ndo
registrados no pais (ainda que fase IV), ou quando a pesquisa for referente a seu uso com
modalidades, indicagdes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas estabelecidas,
incluindo seu emprego em combinacdes.

Pesquisador: Robson Cavalcante Veras Versédo: 1
Instituigao: Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB CAAE: 02722012.5.0000.5183

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nuamero do Parecer: 45813
Data da 29/05/2012

Apresentagido do Projeto:

A agregacdo plaquetaria € um processo central no desenvolvimento de complicag@es isquémicas tanto apos
intervencdes coronarias como também em outros vasos, pois gera a formacéo de trombos muitas vezes ainda
no ambiente intravascular e estes sdo de dificil tratamento agudo. O dxido nitrico parece apresentar um efeito
antiagregante e antitrombaético.

Objetivo da Pesquisa:
Investigar a atividade de drogas doadoras de nitratos organicos derivados do alcool tetra-hidrofurfurilico sobre a
agregacdo plaquetaria.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos presumiveis. A identificacdo de novas possibilidades terapéuticas contribuira para uma melhor
abordagem do paciente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Racionalidade exxtremamente consistente e procedimentos metodolégicos apropriados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Proposta muito bem estruturada em termos de fundamentac&o tedrica e metodologica e com a clareza desejavel
para o julgamento dos aspectos éticos.

Recomendagdes:

Rever TCLE (acessar modelo online disponivel na pagina do CEP - Hospital Universitario Lauro Wanderley e
adapta-lo a pesquisa especifica).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Favoravel ao desenvolvimento da investigacdo.

Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Ratificamos o parecer de aprovado. Solicitamos o atendimento as recomendactes do CEP-HULW,
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