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EFEITO INIBITORIQ DA Campomanesia xanthocarpa NA
AGREGACAO PLAQUETARIA: COMPARACAO E SINERGISMO COM
O ACIDO ACETILSALICILICO

RESUMO

As folhas da planta Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae), popularmente
conhecida como "guavirova', presente na regido Sul do Brasil sdo usadas
empiricamente, como infusdo, na medicina popular para tratar doencas inflamatorias
e hipercolesterolemia, criando assim um vasto campo de oportunidades para estudos
e investigacbes. Neste sentido, tomando a planta como uma das linhas de
investigacdo do nosso grupo de pesquisa. Verificou-se Campomanesia xanthocarpa
possui intensa quantidade de saponinas, que tem muitas atividades bioldgicas, entre
elas, uma possivel atividade antiplaquetaria. Entdo foi realizado um estudo
direcionado a avaliar um possivel efeito na atividade plaquetaria, no sentido de melhor
entender esse fenbmeno com a C. xanthocarpa, onde encontramos atividades
antiplaguetaria, antitrombética e fibrinolitica em camundongos. Assim, devido a
importancia deste novo campo de estudo que a C. Xanthocarpa vem apresentando,
somado aos resultados na inibicdo plaquetaria em modelo animal, descrito acima,
quando comparada com o acido acetilsalicilico (AAS), e baseado na necessidade de
se estudar a viabilidade de novos compostos terapéuticos, o presente estudo objetiva
investigar os efeitos da C. xanthocarpa na funcdo plaguetaria de humanos, para
melhor compreender o efeito dessa planta e aprofundar ainda mais os estudos e
investigacbes que alicercam essa linha de pesquisa, estimulando uma possivel
terapéutica alternativa e inovadora. Trata-se de um estudo clinico, randomizado, duplo
cego, com placebo versus dupla intervencdo. A populacéo foi constituida por 30
individuos higidos entre 18 e 50 anos que aceitem participar do estudo. Entdo os
individuos foram aleatoriamente divididos em trés grupos: (1) grupo AAS, o qual
recebeu 100 mg de AAS (2) grupo C. xanthocarpa, o qual recebeu 1000 mg de C.
xanthocarpa, (3) grupo C. xanthocarpa + AAS, o qual recebeu 500 mg de C.
xanthocarpa juntamente com 50 mg de AAS, diariamente por cinco dias. Foram
realizadas coletas sanguineas antes do tratamento, para fins de controle, no sexto dia
de tratamento, para verificacdo da atividade inibitéria maxima. Além disso, foram
realizadas duas coletas adicionais, no segundo e oitavo dias ap0s o tratamento, para
a analise da recuperacédo da funcdo plaquetaria. Em seguida, foram realizadas as
analises de agregacédo plaquetaria atravées de meétodo turbidimétrico para fins de
monitorizagdo da funcdo plaquetaria encontrada em cada coleta de sangue,
verificando o efeito dos tratamentos utilizados. Os Resultados evidenciaram que 0
tratamento com C. xanthocarpa e a ssociacao sinergica entre a C xnathocarpa e o
AAS causaram uma reducdo de 8 + 13,5% e 12,5 + 5% da agregacao plaquetaria
induzida por ADP, ap6s 5 dias de tratamento, respectivamente, retornando aos niveis
basais ap0s 8 dias. Para o0 agonista de AA, 5 dias de tratamento com C. xanthocarpa,
AAS ou sinergismo causaram uma reducéo de 46 + 15%, 36 £ 12% e 69,3 = 6% na
agregacdo de plaguetas, respectivamente, e 0os dois primeiros grupos voltaram aos
valores de linha de base 8 dias apdés o final do tratamento. Contudo o grupo
Sinergismo apresentou efeito antiplaquetario prolongado mantendo a reducédo da
agregacdo apoés 8 dias no final do tratamento. Concluimos que a C. xanthocarpa
demonstra acdo antiplaquetaria quando estimulado pelo agonista AA, e contribui para



o efeito antiplaquetério quando associado a ASA para ambos 0s agonistas, permitindo
a reducédo da dose de AAS para de 50 mg.

Palavras-chave: adenosina difosfato, acido araquidénico, C. xanthocarpa, plantas
medicinais, agregacao plaquetéaria






INHIBITORY EFFECT OF Campomanesia xanthocarpa IN PLATELET
AGGREGATION: COMPARISON AND SYNERGISM with
acetylsalicylic acid

ABSTRACT

The leaves of the plant Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae), popularly
known as "guavirova", present in southern Brazil are used empirically, as an infusion,
in folk medicine to treat inflammatory disease and hypercholesterolemia, thus creating
a vast field of opportunities for study and research. In this sense, taking the plant as
one of the lines of research of our research group. It was found Campomanesia
xanthocarpa has intense amount of saponins, which has many biological activities,
among them, a possible antiplatelet activity. So, we conducted a study aimed to
evaluate a possible effect on platelet activity, in order to better understand this
phenomenon with C. xanthocarpa where we find antiplatelet activity, antithrombotic
and fibrinolytic in mice. Thus, because of the importance of this new field of study that
has shown C. xanthocarpa, added to the results in platelet inhibition in an animal model
described above, compared with acetylsalicylic acid (ASA), and based on the need to
study the feasibility of new therapeutic compounds, the present study aims to
investigate the effects of C. xanthocarpa on platelet function in humans to better
understand the effect of this plant and further deepen the studies and research that
underpin this line of research, stimulating a possible alternative therapy and innovative.
This is a clinical, randomized, double-blind, placebo versus double intervention. The
population consisted of 30 healthy individuals between 18 and 50 years to accept the
study. Then the subjects were randomly divided into three groups: (1) ASA group,
which received 100 mg of aspirin (2) C. xanthocarpa group, which received 1,000 mg
C. xanthocarpa, (3) group C. xanthocarpa + ASA , which received 500 mg xanthocarpa
C. together with 50 mg of aspirin daily for five days. Blood samples were taken before
treatment, for control purposes, on the sixth day of treatment, for verification of the
maximum inhibitory activity. Furthermore, there were two additional samplings, the
second and eighth day after treatment, to analyze the recovery of platelet function.
Then, we analyze platelet aggregation by turbidimetric method for the purpose of
monitoring the platelet function found in each blood collection were performed to verify
the effect of the treatments used. The results showed that treatment with C.
xanthocarpa and synergistic association between C. xnathocarpa and ASA caused a
reduction of 8% + 13.5 and 12.5 + 5% of platelet aggregation induced by ADP, after 5
days of treatment respectively, returning to baseline levels after 8 days. For the agonist
AA, 5 days treatment with C. xanthocarpa, ASA or synergism caused a reduction of 46
+15% 36 + 12% and £ 6 69.3% in platelet aggregation, respectively, and the first two
groups they returned to baseline values 8 days after the end of treatment. However
synergism group showed prolonged antiplatelet effect keeping the reduction of
aggregation after 8 days at the end of treatment. We concluded that C. xanthocarpa
shows antiplatelet action when stimulated by agonist AA, and contributes to the
antiplatelet effect when combined with ASA for both agonists, allowing reduction of
ASA dose of 50 mg.



Keywords: adenosine diphosphate; arachidonic acid; C. xanthocarpa; medicinal
plants; platelets aggregation.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de uma breve introducdo a respeito do tema
abordado, que posteriormente € reiterado com uma revisao bibliografica.

Em seguida séo relatados os objetivos deste trabalho.

Os itens materiais e métodos, resultados, discussfes e conclusao, que fazem
parte desta dissertacdo, estdo apresentados na forma de artigo, sendo que o0 mesmo
se encontra estruturado de acordo com as normas da revista cientifica Trombosis
Research na qual foi submetido para apreciacdo de publicacdo em novembro de
2016.

Para finalizar, as consideracdes finais estdo dispostas, e as referéncias
bibliograficas constadas no final desta dissertacéo, referem-se aos itens introducéo e
revisao bibliografica anteriormente abordados.

Ainda a presente dissertacdo visa contribuir cm aproducao cientifica na area
de etnofarmacologia, esclarecendo as atividades quimicas e biolégicas da
Campomanesia xanthocarpa no aspecto antiagregante plaquetario. Permitir a
atualizacdo do profissional médico acerca dos produtos naturais no tratamento
alternativo e complementar antiagregante plaquetario. Bem como gerar produto
técnico-cientifico com a producédo e publicacdo de artigo de revisdo e defesa de

dissertacdo de mestrado.



1 INTRODUCAO

A nocao de que plaguetas funcionais sdo de extrema importancia para o
sucesso dos processos imunes e hematoldgicos, nos revela seu papel de destaque
na génese de patologias tromboembdlicas. As células efetoras da hemostasia e
altamente especializadas, em resposta aos sinais de ativacdo, tem seu fendtipo
quiescente transformado para uma célula efetora e versétil, participando de processos
adicionais e amplificando a resposta inflamatdéria durante a trombopoiese presente na
disfuncéo endotelial (DE), principal fator de risco (FR) para doencas cardiovasculares
(DCVs), que se caracteriza por uma reducédo da biodisponibilidade do 6xido nitrico
(NO), afetando diretamente a vasodilatacdo dependente de endotélio (FAVERO et al.,
2014).

O préprio mecanismo de ativacdo plaquetaria libera substancias ativas
importantes na redugéo do fluxo sanguineo no que se refere a lesdo vascular. Com a
formacao do trombo, havera um estreitamento da artéria que causara um aumento na
velocidade do sangue naquela regido, gerando um fluxo turbulento. Este bloqueio
podera fechar a provisdo de sangue a parte afetada; e caso isso ocorra, aumentam
os riscos de desfechos como acidente vascular encefalico (AVE), infarto agudo do
miocéardio (IAM) e morte em pacientes portadores de DCVs (OLIVEIRA et al., 2013).

A DCV, em especial as de origem trombéticas ocasionadas pela
aterosclerose, € a principal causa de mortalidade no Brasil (DATA SUS, 2014). De
fato, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) informou que em 2015
aproximadamente 30% da mortalidade mundial foram atribuidas as DCVs, tendo como
principal base patoldgica a aterosclerose (COUNTRIES; FUSTER; KELLY, 2010),
representando cerca de 40% de toda a mortalidade nas sociedades ocidentais
(SOEHNLEIN, 2015). Além disso, ha uma estimativa de que até 2030, mais de 23,3
milhdes de pessoas venham a 6bito anualmente por DCVs (LOZANO, 2012).

Essa doenca é multifatorial e a compreensdo de como ocorre seu
desenvolvimento tem evoluido sistematicamente (BAHIA, 2006). Estudo demonstrou
que fatores de risco (FRs) para DCVs (como dislipidemia, diabetes, hipertensao,
sedentarismo, entre outros) atuam diretamente sobre o endotélio vascular (BADIMON;
VILAHUR, 2014), causando DE, que conduz para alteracdes funcionais e fenotipicas
do vaso, facilitando a inflamag&o, a trombose, a vasoconstriccdo e, por fim, a
aterosclerose (SILVA et al., 2011).

Nesse contexto, dos agentes antiagregantes, o acido acetilsalicilico (AAS) é
0 mais empregado e consequentemente o mais bem conhecido de sua classe, sendo
reconhecidamente indicado para a prevencao primaria e secundaria de eventos
cardiovasculares, bem como para prevenir complicacbes da doenca
aterosclerdtica cardiovascular (DAC) (CLARKE et al.,1991; CYRUS, 2002;
HENNEKENS, 2002).



Seu principal mecanismo de acéo € a inibicao irreversivel da atividade das
isoenzimas cicloxigenase-1 (COX-1) e -2 (COX-2) (PATRONO, 2005). Essas, por sua
vez, catalisam a conversdo do acido araquidénico (AA) (PATRONO et al., 2005; VAN
LAMMEREN et al.,, 2011) em prostaglandina 2 (PGH2), ocorrendo bloqueio da
produgdo de tromboxano A2. Outra forma de inibicdo decorre da acetilagdo da
molécula da serina (posicdo 529 na COX-1 e 516 na COX-2), modificando o seu
sitio ativo e, assim, permitindo a conversdo de AA em acido 15R-
hidroxieicosatetraenoico (15R-HETE), que consequentemente é convertida em 15-
epi-LXA4 pela 5-LOX, em células endoteliais vasculares (SPITE e SERHAN,
2010). Este intermediario é entédo transformado em lipoxinas pelos leucécitos,
as quais possuem efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (CHIANG et al,,
2004; CHIANG et al., 2006).

O uso de baixas doses de AAS (81 mg (dose plasmatica diaria), recomendado
pela American Heart Association inibe preferencialmente o TXA2, um vasoconstritor
derivado de plaquetas, ao invés da prostaciclina 2 (PGI2) derivada do endotélio
(CLARKE et al., 1991). Este efeito diferencial demonstra vantagens, uma vez que a
producdo de PGI2 preservada promove as propriedades antitromboéticas e
antiinflamatdérias do endotélio (KUMMER et al, 2002).

A despeito da facilidade posologica do AAS para aderéncia terapéutica, ainda
h& grande parte da populacao que ndo tem acesso ao atendimento primario em saude
e por isso nao realiza o tratamento medicamentoso adequado a terapia antiagregante
plaguetaria, o que é de suma importancia tendo em vista o aumento do risco
cardiovascular que este fato representa (DATA SUS, 2014). Além disso, esta droga
pode produzir efeitos adversos como eventos hemorragicos (JOHNSON, 2008).

Estudos preliminares realizados em individuos saudaveis mostraram que a
administracdo do AAS em doses baixas, a curto prazo, pode induzir inflamacéo leve
da mucosa do intestino delgado, todavia, seu uso crénico resulta numa variedade de
lesbes no intestino delgado que incluem multiplas petéquias, perda de vilosidades,
erosdes, Ulceras redondas, irregulares ou extravasadas (JOHNSON, 2008).

Uma grande variedade de fitoquimicos ativos em plantas foram identificados,
incluindo flavondides, carotendides, curcuminas, esterdis vegetais, lignanas,
terpendides, sulfetos, polifendis, saponinas e cumarinas (CRAIG, 1999). A fitoterapia
ocidental moderna cada vez mais enfatiza os efeitos das ervas em todo sistema
corporal (MCEWEN, 2015). Dessa forma, varios estudos buscam novos compostos
naturais para suprimir a agregacao plaquetaria sem causar efeitos adversos graves
(LAU et al., 2009; RYU et al., 2009). Como consequéncia, diferentes estudos com
plantas tém demonstrado efeitos positivos contra aterosclerose e aterotrombose,
destacando-se estudos experimentais realizados in vivo e in vitro, (KLAFKE et al.,
2015; VIECILI et al., 2014; KLAFKE et al., 2012; KLAFKE et al., 2010; PAPOUTSI et
al., 2008; KRIS-ETHERTON et al., 2002; WANG; NG, 1999).



Uma dessas plantas é a planta comestivel Campomanesia xanthocarpa Berg.
(Myrtaceae), popularmente conhecida como “guavirova”, presente na regiao sul do
Brasil, e também encontrada na Argentina, Paraguai e Uruguai, a qual tem
demonstrado possuir um vasto espectro de efeitos fisiolégicos (LORENZI, 1992). As
observacdes populares sobre o uso da C. xanthocarpa e a eficacia desta planta
medicinal contribuirdo de forma relevante para a divulgacdo de suas virtudes
terapéuticas, apesar de ndo ter seus mecanismos bioguimicos ainda bem
esclarecidos, sendo objeto de pesquisa de nosso grupo.

Em virtude da importancia clinica e financeira das doencas trombogénicas
circulatérias, torna-se cada vez mais importante o conhecimento do mecanismo
plaquetéario envolvido na fisiopatologia das doencas ateroscleréticas, aléem da busca
de terapéuticas alternativas que possam atenuar as lesdes decorrentes dessas
injurias, bem como minimizar custos e efeitos colaterais dos tratamentos preconizados
como “padrdo ouro” para esta moléstia, modulando e reduzindo a morbimortalidade
em questao. Neste particular, apesar de estudos pré-clinicos ja terem sido realizados
na area, aspectos importantes referentes ao uso etnofarmacoldgico da C. xanthocarpa
necessitam ainda ser melhor investigados, como sua atividade antiagregante
plaguetéaria, previamente demonstrada in vitro e em modelo animal (KLAFKE et al.,
2012), justificando assim nosso estudo.

Sendo assim, levando em consideracdo que a planta atuou como um anti-
inflamatério semelhante a acdo do &cido acetilsalicilico, demonstrando efeito anti-
agregante plaquetario (KLAFKE et al., 2012) e anti-inflamatério (KLAFKE et al., 2015);
e semelhante a acba de uma estatina, demonstrando efeito hipolipemiante e
antioxidante (KLAFKE et al., 2010) em estudos prévios, abre-se oportunidade para um
novo campo de estudo utilizando a C. xanthocarpa.

O objetivo desse estudo foi verificar se o extrato da planta C. xanthocarpa era
capaz de alterar a funcdo plaquetaria, em individuos previamente higidos e sem
fatores de risco para DCVs, bem como comparar seus possiveis resultados
antiagregantes plaquetéarios aos resultados da droga padrdo AAS. Ainda objetivou-se
a verificacdo do possivel potencial sinérgico com o referido medicamento para melhor
compreender o efeito dessa planta e aprofundar ainda mais os estudos e
investigacbes que alicercam essa linha de pesquisa, estimulando uma possivel
terapéutica alternativa e inovadora



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da Campomanesia xanthocarpa na agregacao plaqguetaria, de
individuos higidos.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar se 0 pé encapsulado das folhas de Campomanesia xanthocarpa
reduz a agregacdao plaguetaria induzida pelos agonistas ADP e AA assim como 0 AAS
apos o tratamento de cinco (5) dias em individuos higidos.

- Verificar se a associacao entre o p6 encapsulado das folhas de Campomanesia
xanthocarpa e o AAS apresenta efeito sinérgico na reducéo da agregacéao plaquetaria
induzida pelos agonistas ADP e AA assim como o AAS ap0s o tratamento de 5 dias
em individuos higidos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 HEMOSTASIA E AGREGACAO PLAQUETARIA

A interacdo do endotélio vascular com a agregacao plaquetaria é complexa
e envolve por vezes mecanismos antagbnicos. No entanto, € justamente esta
complexidade de efeitos pré-coagulantes e antiagregantes que mantém o controle
eficaz da hemostasia priméria realizada pelas plaquetas (SHAPIRO, 2003).

A hemostasia € um mecanismo fisioldgico comum a todos os vertebrados que
garante o equilibrio dindmico da forma fluida do sangue. Quando ha integridade dos
vasos sanguineos e equilibrio dos fatores de coagulacado, o sangue flui normalmente
(ROSEMBERG, 2001). No entanto, quando ocorre um desequilibrio nos fatores
sanguineos ou uma lesdo em um vaso, o sistema hemostatico é ativado e
desencadeia uma série de reacbes que vao levar a formagdo de um codgulo ou
trombo, evitando o extravasamento de sangue. Para tanto, para garantir o equilibrio
da fluidez do sangue, a hemostasia envolve dois processos complementares: a
formacéo do coagulo sanguineo e a sua posterior dissolu¢cdo (GENTRY, 2003). Caso
este processo ndo seja revertido adequadamente ou se acontecer de forma
patolégica, podem ocorrer distlrbios vasculares hemorragicos ou trombaoticos
(AUSTIN, 2009).

O processo hemostatico pode ser dividido em quatro fases, as quais de certa
forma se relacionam: (1) a fase vascular, na qual ocorre constricdo do vaso lesionado
a fim de reduzir o fluxo sanguineo no local; (2) a fase plaquetaria (hemostasia
primaria), que leva a formacao de um agregado de plaquetas no local da injuria; (3) a
fase das proteinas ou fatores de coagulacdo sanguinea (hemostasia secundaria), na
qual ocorre, através de uma série de rea¢des enzimaticas, a formacédo do coagulo de
fibrina; e (4) a fase da fibrindlise, com dissolucdo completa ou parcial do coagulo
sanguineo (ALLFORD & MACHIN, 2004).

Quando ocorre uma lesdo em um vaso sanguineo, proteinas da matriz
subendotelial como colageno, laminina, fibronectina e trombospondina sdo expostas
e ativam as plaquetas (células anucleadas derivadas de megacariocitos da medula
0ssea) e os fatores de coagulacéo, iniciando assim o processo da hemostasia, que
vai culminar com a formacgéo do coagulo e a interrupcao da perda de sangue no local
da lesdo (ALMEIDA, 2001) (figura 1). Por outro lado, as plagquetas, quando ativadas,
estdo também envolvidas na progressédo patologica de trombose vascular arterial,
desempenhando um papel crucial na etiologia e complicacdes de vérias patologias,
entre elas doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (ALEXANDRU et al, 2012;
SHARMA E BERGER, 2011; YOUSUF E BHATT, 2011; STEGNER E NIESWANDT,
2011). Apos a ruptura da placa ateroscleroética, as plaquetas aderem aos tecidos
conectivos subendoteliais expostos, causando sua ativacao. Esta ativacéo € realizada
pela ligacdo do fibrinogénio a glicoproteina (GP) lIb/llla (integrina allb/B3). O complexo
do receptor llb/llla, também é um sitio secundério de ligagdo com von Willebrand



(VWF); as microfibrilas subendoteliais ligam-se ao fator vVWF, o qual se liga ao
complexo Ib da membrana da plaqueta (SIMOONS, 2001). Desta forma, os complexos
de receptores llb/llla enquanto provomovem ativacdo plaquetaria direta,
concomitantemente promove maior adesdo plaquetaria via fator vWF (LEE et al.,
2006). Apos essa ativacdo, as plaquetas movimentam-se ao longo da superficie dos
vasos, através da formacdo de pseddpodes aumentando a interacdo entre as
plaguetas adjacentes, até que a glicoproteina GPla/lla (GPIla/lla), outra proteina de
membrana plaquetéria, reaja com o colageno, fazendo com que ocorra amplificacéo
da adesao plaquetaria (LEE et al., 2006; SIMOONS, 2001).

Depois da agregacao das plaquetas, o fosfolipidio exposto na membrana (fator
plaquetério 3), fica disponivel para duas reacdes da cascata de coagulacdo. A primeira
envolve os fatores 1Xa, Vllla e X na formacdo do fator Xa. A segunda resulta na
formacéo de trombina a partir da interacdo dos fatores Xa., Va e protrombina (fator II).
Desse modo ocorre a coagulagédo sanguinea, proporcionando a formacao do coagulo
intravascular, favorecendo a vasoconstriccdo, aumentando a capacidade pro-
coagulante do endotélio e estimulando a inflamacéo local (GAILANI ET AL, 2010).

A exposicdo ao colageno e a acdo da trombina, resultam na secrec¢do do
conteudo dos granulos das plaquetas, incluindo ADP, serotonina, fibrinogénio,
enzimas lisossémicas, B-tromboglobulina e fator de neutralizacdo de heparina (fator
plaquetéria 4). As plaquetas também sintetizam prostaglandinas e Tromboxano A2
gue potencializam a agregacao de plaquetas no local da leséo vascular e tém intensa
atividade vasoconstritora (FREEDMAN, 2005).

Figura 1. Foto ilustrativa do papel central das plaquetas na génese da
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/ Fibrinogen
Thrombin €.,
Collagen , %
VWF PR bkl & -4
! ... ’ ‘ ‘o‘ o :
' > _ . Fibrin
¥ : .
d ranc
ADp = “Secretio GPIb/lla -
| gl W}‘ Platelet
P : > Aggregation
TXA; ——
v."'llnnol' l
¢
A b Platelet-Fibrin

Clot Formation

Fonte: Adaptado de Grubel PA, et al, 2005



3.2 PLAQUETAS E VIAS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

A participacdo das plaguetas na hemostasia e trombose tém sido
amplamente investigadas nas ultimas décadas (OLIVEIRA et al, 2013). As pesquisas
tradicionais nesta &rea utilizam técnicas comuns para 0 estudo de processos
bioguimicos, celulares e moleculares plaquetarios, e vém ampliando o conhecimento
sobre os elementos e o0s sinais que regulam suas funcdes, bem como colaboram para
a compreensédo do complexo papel das plaquetas na formacéo de trombos fisioldgicos
e patoldgicos, através da ativacdo, adeséo e agregacéao (FURIE, 2008).

Fisiologicamente as plaquetas estdo envolvidas no processo dinamico da
fase inicial da hemostasia, que necessita de uma série coordenada de eventos que
envolvem receptores de membrana, sinais bidirecionais intracelulares com liberagéo
de proteinas e de fatores inflamatérios (SAMPLE et AL, 2011; GAY et al, 2001).
Estudos in vitro e in vivo, principalmente em modelos animais, sobre as funcdes dos
receptores de superficie plaquetaria, incluindo a inibicdo farmacoldgica por
antagonistas especificos, tem ajudado a revelar novos mecanismos de como a
propensdo trombdtica e hemorragica das plaquetas € controlada em processos
fisiopatolégicos (RIVERA, 2009).

Sabe-se que uma grande variedade de receptores transmembranares cobre
a membrana das plaquetas e, neste cenario, esta cada vez mais reconhecido que 0s
principais receptores plaquetarios tém um papel proeminente na funcdo hemostatica,
permitindo interacBes especificas e funcionais com proteinas adesivas vasculares e
com seus agonistas sollveis (GAY, 2011). Dessa forma, varios agonistas podem
induzir a agregacao de plaquetas, dentre eles, por exemplo, o difosfato de adenosina
(ADP) e &cido araquidonico (AA).

3.2.1 Via do Acido Araquiddnico (AA)

O acido araquiddnico (AA) apresenta papel regulador chave na fisiologia
celular. Consiste em um acido o qual, normalmente, € esterificado na membrana
fosfolipidica e sua liberacdo ocorre pela acdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2)
(Murakami e Kudo, 2003), a qual, pode ser ativada por diversos estimulos como:
guimicos, inflamatdrios, traumaticos (shear stress) e mitogénicos, que também
ativam citocinas pro-inflamatérias como interleucinas 1 (IL-1) (BROOKS et al.,
1999).

Posteriormente, o AA é entdo metabolizado por 2 vias: |) a catalizacdo da
cicloxigenases (COX), que gera produtos, incluindo prostaglandinas (PGs),
prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs), e Il) e a catalizacdo das lipoxigenases
(LOX), que levam a sintese de leucotrienos (LTs) e lipoxinas. (GILMAN etal., 2006;
RANG et al., 2007; YEDGAR etal., 2007). PGs, PlIs, TXs e LTs sdo responsaveis
por um amplo espectro de atividades bioldgicas, que podem apresentar atividade
pro-inflamatérias ou ainda pro-trombotica (YEDGAR et al, 2007; KATZUNG, 2006).



Nas plaquetas, o AA, gerado a partir dos fosfolipidios de membrana, tem
acesso ao sitio catalitico da cicloxigenase plaquetaria (COX-1), permitindo a
formacdo de endoperéxidos, o que implica a formacdo dos produtos finais da
metabolizacdo do AA, em especial, as prostaglandinas (PGG2). A PGG2, por sua
vez, € catalisada a TXA2 pela tromboxano sintetase, promovendo agregacao
plaquetéaria (CASTRO et al, 2006).

3.2.1.1 Via da Cicloxigenases

A enzima cicloxigenase tem papel importante na producédo de PGs, uma classe
de composto com acdes fisiolégicas importantes dentre outros exercendo papel
central na inflamagé&o, na angiogénese, no tonus vascular, nas respostas imunes e
na coagulacdo sangiinea (KUMMER & COELHO, 2002; KVATERNICK et al., 2007).
O AA é convertido pela enzima cicloxigenase (COX) nos compostos intermediarios
endoperoxidos ciclicos PGG2 e PGH2 (DRIEDRICH et al, 1990). A COX apresenta
dois sitios cataliticos: o sitio cicloxigenase e o0 sitio peroxidase. O sitio
cicloxigenase promove a oxidacdo do AA em PGG2, que por sua vez € reduzida
ao intermediério instavel PGH2 pelo sitio peroxidase (BROOKS et al., 1999). A
PGH2 ¢é convertida pelas isomerases tissulares especificas em mudltiplos
prostandides (HILARIO et al., 2006; FILHO & RAHAL, 2008, KING et al., 2009),
dependentemente do tipo de isomerase presente em cada tecido, por exemplo, as
plaquetas sangiineas que produzem TXA2 e PGD2 (MARNETT et al., 2009).

Existem duas isoformas de enzima cicloxigenase: a COX | e a COX Il, que

determinam no organismo diferentes funcdes fisiologicas (HILARIO, et al., 2006,
MARNETT et al., 2009). A COX | esta presente em quase todos os tipos de células,
com excec¢dao do eritrocito, sendo chamada de constitutiva, levando a formacéo de
PGs, principalmente, relacionadas com agoes fisioldgicas como, protecdo gastrica,
agregacao plaguetaria, homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo
renal. Nas plaquetas, a COX | esta associada a sintese do tromboxano A2 (principal
agente agregante e vasoconstritor (LUO, 2016), mediador que favorece a agregagéo
e a adesdo plaquetaria. Portanto, sua inibicAo estd associada ao risco de
sangramento cutaneo e gastrointestinal (FRANCO et al., 2006; BRICKS & SILVA,
2005; LEES et al., 2004; KUMMER & COELHO, 2002).

Como relatado anteriormente, a agregacao de plaquetas € mediada atraves
das sinteses de prostaglandina G2 e H2 e tromboxano A2 (TXA2), devido a acao
catalitica da ciclooxigenase (COX) sobre AA, libertado a partir da membrana de
plaquetas, devido as acdes agonisticas de agentes de agregacdo (HAMBERG et al.,
1974). Sabe-se que a inibicdo da COX, por agente antagonistas, resulta normalmente
na reducdo da agregacao de plaquetas sem afetar a sintese de AMP ciclico. Porém,
novos estudos tem relatado que essa capacidade antiagregante ndo se da somente



pela inibicdo da COX, mas também através da sintese celular de NO
(CHAKRABORTY et al., 2003), o qual seré discutido adiante.

3.2.1.2 Via das Lipoxigenases

As lipoxigenases, presentes principalmente no citosol, sdo encontradas nos
pulmdes, leucdcitos, mastocitos e plaquetas. A principal enzima do grupo é a 5-
lipoxigenase, que atua sobre o Aacido araquidénico produzindo o &cido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), que é convertido em leucotrieno A4
(LTA4). Posteriormente, o LTA4 pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4)
produzido principalmente por neutréfilos e macréfagos (GOODMAN et al., 2009),

O LTB4, importante agente responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular, causa aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de polimorfonucleares e
monaocitos, além de estimular a proliferacdo de macréfagos e linfocitos e a producéo
de citocinas por essas células (GOODMAN et al., 2009).

Importante salientar que, conforme Spite e Serhan (2010), alguns farmacos
apresentam a capacidade de causar a acetilacdo da COX-2, modificando o seu
sitio ativo e, assim, permitindo a converséo de acido araquidoénico em acido 15R-
hidroxieicosatetraenoico (15R-HETE) em células endoteliais vasculares. Este
intermediario é entdo transformado em lipoxinas pelos leucécitos (CHIANG et al.,
2004; CHIANG et al., 2006). Como exemplo, pode-se citar a formacéao de 15-epi-
lipoxina, a qual esta presente em individuos saudaveis que tomam AAS em baixas
doses, mostrando-se independente da idade e do género (CHIANG et al., 2004;
CHIANG et al., 2006).

3.2.2 Via da Adenosina Difosfato (ADP)

A adenosina-5'-difosfato (ADP), descrito como um dos mais importantes
agonistas plaquetarios, desempenha um papel crucial na ativacdo e agregacgdo de
plaguetas (BURNSTOCK, 2011). Contudo, o ADP é considerado um agonista
plagquetario fraco, uma vez que induz alteragdes morfologicas nas plaguetas (uma fase
precoce de ativacdo plaquetaria) e agregacéo ainda reversivel (CATTANEO et al,
2005). No entanto, além de induzir a agregacéo plaquetaria primaria, quando o ADP
€ secretado de seus pools de armazenamento, em granulos densos de plaquetas
ativadas, pode resultar em agregacdo plaquetaria secundaria, amplificando e
propagando as respostas de plaguetas induzidas por outros agonistas plaguetarios
(HECHLER et al, 2005; ROZALSKI et al , 2005).

Sabe-se que a ADP medeia a agregacdo de plaquetas através da
estimulacdo de dois receptores, subclasse dos receptores P2Y, acoplados a proteina
G, P2Y1 e P2Y12. (OFFERMANNS, 2006;. STOREY et al 2000). O receptor
purinérgico P2Y1, possuem preferencia por ADP e quando ativado sinaliza, atraves



da ativacdo da proteina G da fosfolipase C, a mobilizacdo intracelular de caélcio
gerando incremento transitério no Ca?* citoplasmatico. Os receptores purinérgicos
P2Y12 séo acoplados a subunidades alfa GI-GO de proteinas de ligacdo do GTP. Os
receptores P2Y12 sdo encontrados nas plaquetas, onde desempenham papel
importante na ativacao plaquetéria através da inibicdo da adenil ciclase e amplificacéo
a resposta de agregacao.

Estimulantes do receptor P2Y12 podem inibir a adenilil ciclase, reduzindo o
teor de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), levando a um posterior incremento
adcional de Ca?* intra-plaquetario. Elevar o nivel de Ca?* é a Unica via para induzir e
manter a agregacdo de plaquetas via glicoproteina (GP llb-llla) (CATTANEO et al,
2005). Além disso, a distribuicéo limitada do receptor P2Y12, expresso principalmente
nas plaquetas, torna-o um alvo farmacologico especialmente atrativo para farmacos
anti-trombaticos (BARN et al, 2012).

Sabe-se, portanto, que a inibicho uma das vias de sinalizacdo desses
receptores purinogénicos pode reduzir a ativacao e agregacao de plaguetas mediada
por ADP (OLIVEIRA, 2013).

3.2.3 Interface NO e agregacéao plaquetéria

Nos ultimos anos, o endotélio vascular vem ganhando atencéo nos estudos da
fisiologia circulatdria (LUO et al, 2016). Sua funcdo e estrutura sdo muito discutidas
na clinica, sendo também temas muito pesquisados em niveis laboratoriais,
principalmente no que tange aos aspectos de modulacdo do tdnus vascular e seu
potencial anti-trombogénico (GERDES, 2016).

Em condicdes fisiologicas, por ser considerado um 6rgdo enddcrino ativo, o
endotélio, por promover alteragcbes funcionais adaptativas, contribui com a
homeostase vascular (FELIZZOLA, 1996). Através de estimulo como a forca de
arraste e a tensdo de cisalhamento (shear stress) exercida pelo fluxo sanguineo sobre
as células endoteliais, especialmente durante a atividade fisica h4 a formacdo de
oxido nitrico (NO), mantendo o vaso em um estado constante de vasodilatacdo. Este
mecanismo, além de conferir ao endotélio o papel de protetor do vaso sanguineo, é 0
principal mecanismo fisiologico de liberacdo do NO (CARVALHO et al, 2003;
REINHARDT; BONDY, 1996).

Essa vasodilatagédo, endotélio dependente, ocorre pela formacéo de NO, o qual
€ produzido na célula endotelial vascular a partir do aminoacido L-arginina em um
processo catalisado pela enzima éxido-nitrico-sintase-endotelial (NOSe). O NO, por
sua vez, ativa um mecanismo contra-regulatorio que age, via monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), reduzindo o célcio citoplasmatico da célula muscular lisa vascular
(CMLV), alterando a permeabilidade vascular, modulando o ténus vascular
(HARRISON, 1997).

Além da sua acdo vasodilatadora, o NO inibe a adesdo e a agregacao
plaguetaria (FURCHGOTT,1988), impede a proliferacdo da CMLV, limita o



recrutamento vascular de leucadcitos e inibe a producéo do fator tecidual, o qual é um
determinante critico na geracdo do trombo (MOUSA, 2010). O NO estimula a
producdo de GMPc em plaquetas, que, por sua vez ativa a proteina quinase
dependente de GMPc (PKG), modulando a concentracao de célcio intraplaquetéria, o
qual, quando reduzido, inibe a agregacéo das plaquetas (REES, 1989).

Sugere-se que a inibicdo do nivel basal NO por diferentes agentes de
agregacdo, resulta na modulacdo do calcio citosolico. O aumento da mobilizagédo
intracelular de Ca?*, liberado dos granulos densos do citoplasma das plaquetas, por
sua vez ativa a Fosfolipase A2, liberando AA a partir de fosfolipidos da membrana das
plaguetas e, portanto, aumenta a agregacdo de plaquetas através da sintese da
prostaglandina induzida COX (MACHADO et al., 1992).

Sendo assim, do ponto de vista vascular, o NO liberado pelo endotélio, o qual
€ um importante marcador da funcdo endotelial, medeia ativamente muitas das
funcdes protetoras exercidas pelo endotélio intacto, e, em conjunto com a PGI2, o NO
exerce potente efeito antiaterogénico e tromborresistente, prevenindo a adesao e
agregacao plaquetaria (ZAKHARY et al., 1996; FURCHGOTT et al., 1988).

Ressalta-se que, embora existam muitos inibidores de agregacdo de
plaguetas, quase todos medeiam o seu efeito inibitério através do aumento do AMPc
ou GMPc e apenas alguns agonistas dentre eles o ADP e o0 e L-NAME (NG-metil-L-
arginina éster de etilo), atuam através da modulacéo incremental do NO, produzindo
efeitos semelhantes sobre a libertacédo de AA e de mobilizacédo de Ca?* (BARNERJEE
et a.l, 2016; BARNERJEE et al., 2014; (GHOSH et al., 2011).

Além disso, a utilizacdo de L-NAME, reduz os niveis basais de NO plaquetario
com o simultdneo acréscimo na sintese de TXA2, ocasionando agregacao plaquetaria.
Isto demonstra que existe uma relacédo direta entre a agregacao de plaquetas e a
reducdo do nivel de NO (BARNERJEE et al., 2016; BARNERJEE et al., 2014),

3.3 TERAPIA ANTITROMBOTICA CONVENCIONAL COM AAS

O AAS é um farmaco do grupo dos antiinflamatorios néo esteroidais (AINE)
utilizado amplamente com antiinflamatorio, antipirético, analgésico, antiagregante e
antiplaquetario, sendo a Aspirina sua maior representante comercial. Como todos
os AINEs, & um inibidor inespecifico das enzimas ciclooxigenases (COX), enzimas
fulcrais da cascata do AA, como citado anteriormente (AKRE, 2001).

O mecanismo de acdo do AAS baseia-se na inativagdo permanente das
isoenzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2). Essas isoenzimas catalisam a
conversado do acido araquiddnico (derivado dos fosfolipidios da membrana celular via
conversao desses fosfolipidios pela fosfolipase A2) em prostaglandina H2 (PGH2). A
PGH2 é um intermediario biossintético instavel, que da origem, através de diversas
isomerases, a uma série de prostanoides bioativos, incluindo o tromboxano A2 (TXA2)
e prostaciclina (PGI12) (PATRONO et al., 2005; VAN LAMMEREN et al, 2011).



O AAS possui uma afinidade muito maior pela COX-1 do que pela COX-2, o
gue explica a necessidade de doses maiores para a atividade antiinflamatoria e
analgésica do AAS (uma vez que a maioria dos mediadores inflamatorios associados
a dor é produzida via COX-2), se comparadas as doses necessarias a acao
antiplaguetaria (PATRONO et al, 2005).

As plaguetas maduras expressam apenas COX-1, enquanto o endotélio
vascular é capaz de expressar tanto COX-1 quanto COX-2. As plaquetas e o endotélio
vascular produzem primariamente TXA2 e PGI2, respectivamente, sendo o TXA2
sintetizado e produzido pelas plaguetas em resposta a uma série de estimulos, como
a presenca de colageno, trombina e ADP, induzindo a agregacao plaquetaria atraves
do receptor de TXA2 acoplado a proteina G. A ligacdo do TXA2 a seu receptor na
superficie das plaquetas leva a uma cascata que culmina na ativagdo da integrina de
membrana allbp3 (também chamada glicoproteina GPlIb /llla), que auxilia no
processo de agregacao entre as plaquetas. O TXA2 apresenta, portanto, uma funcao
na amplificacéo da resposta da plaqueta a diversos agonistas, além de ser um potente
vasoconstritor e pro-aterogénico (PATRONO et al., 2005).

A PGI2, por outro lado, inibe a agregacao plaquetaria, induz a vasodilatacéo,
inibe a proliferacdo de células musculares lisas vasculares e protege 0 miocéardio
contra estresse oxidativo, sendo, portanto, antiaterogénica. Devido a menor
sensibilidade da COX-2 ao AAS, em doses baixas, ndo sdo observados efeitos
decorrentes da inibicdo da COX-2 endotelial, como hipertenséo, reducéo da funcao
renal ou interferéncia na acdo de farmacos diuréticos ou inibidores da enzima
conversora de angiotensina (PATRONO et al., 2005).

Os efeitos antiinflamatérios também sdo largamente dependentes da inibicédo
da producdo de prostandides, ja que estes mediadores sao importantes em quase
todos os fenbmenos associados a inflamacéo, como vasodilatacdo, dor e atracdo de
mais leucocitos ao local. Além disso, os salicilatos séo eficazes em neutralizar
os radicais livres, moléculas produzidas na inflamacéo e altamente nocivas para 0s
tecidos (LOIOLA, 2001).

Quanto a acdo do AAS nas plaquetas sanguineas, este é particularmente eficaz
em inibir a producao de TXA2, resultando na diminui¢cdo da tendéncia de agregacao
plaguetaria, uma vez que as plaquetas séo ativadas e se agregam em resposta a
libertacdo de TXAZ2, presente em seus granulos. (LICTHMAN et al, 2005). Esse € 0
primeiro passo na formacédo de trombos arteriais. Estas acdes podem ser dose-
dependentes; contudo, ha evidéncias de que doses inferiores a 100 mg por dia podem
nao inibir a sintese de prostaciclinas (LOIOLA, 2001).

Por essas razbes, associadas a facilidade de manuseio, aplicagdo, baixa
dosagem necesséaria para tratamento € que o AAS é amplamente utilizado na pratica
clinica e o padrdo ouro na prevencao de eventos tromboembdlicos em paciente com
fatores de risco para doencas cardiovasculares e cerebrovasculares (HILLS, 2011).

Cabe ressaltar que absorcédo do AAS ocorre principalmente no estbmago e
por¢cdes superiores do intestino delgado, por meio de difusdo passiva pelas



membranas gastrintestinais (DAI; GE., 2012). Ap6s a absorcao, o AAS entra em
contato com as plaquetas na circulacdo portal, onde o farmaco apresenta
concentracbes muito mais elevadas que na circulacdo sistémica (PIGNONE;
WILLIAMS, 2010). Embora o tempo de meia-vida do AAS varie de 15-20 minutos,
o efeito antiplaquetario dura toda a vida atil da plaqueta, visto que a inibicdo da
COX pelo farmaco é irreversivel e, uma vez que as plaguetas sdo anucleadas,
esse efeito pode ser revertido apenas pela geracéao de novas plaquetas (DAI; GE.,
2012; PIGNONE; WILLIAMS, 2010).

Ressalta-se, no entanto, que o AAS possui efeitos adversos, tendo em vista
gue estudos mostraram que a curto prazo, a administracdo do AAS em baixas
doses pode induzir inflamagdo da mucosa do intestino delgado (ENDO et al.,
2014). Dessa forma, varios estudos e ensaios realizados anteriormente, levaram
a um esfor¢co na busca de novos compostos naturais envolvendo a reducéo dos
efeitos adversos relacionados a alteracdo da agregacdo plaquetaria (CHEN;
YANG et al. 2015). Como consequéncia, diversos efeitos protetores de plantas
tém sido revelados contra doencas trombéticas, como as tromboses coronérias e
a aterosclerose, e diversos estudos experimentais tém sido realizados in vivo e in
vitro (KRIS-ETHERTON et al., 2002; WANG; 1999).

3.4 TERAPIA ANTITROMBOTICA ALTERNATIVA COM PRODUTOS NATURAIS

A fitoterapia ocidental moderna cada vez mais enfatiza os efeitos das ervas em
todo sistema corporal (MCEWEN, 2015). Estima-se que atualmente cerca de 30% dos
medicamentos terapéuticos disponiveis derivam de plantas e microrganismos
(NEWMAN & CRAGG 2012, CRAGG & NEWMAN 2013). Apresentando-se como uma
possibilidade de atuar de forma coadjuvante as terapéuticas atuais (BRUNING, 2012),
sua utilizacao crescente deriva de duas considera¢ces importantes: a primeira, seriam
0os avangos ocorridos na é&rea cientifica, que permitiram o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes. A segunda, € a crescente
tendéncia de busca, pela populacéo, por terapias menos agressivas destinadas ao
atendimento primario a saude (YUMES et al., 2010)

Os desfechos inconvenientes que envolvem as atuais terapéuticas
antiagregante plaquetarias tém estimulado as pesquisas clinico-cientificas a
desenvolverem opc¢des que ndo provoquem o0s riscos elevados de sangramento, a
extensa interagdo com outros farmacos, o inicio lento de agédo e a necessidade de
monitoracdo plasméatica, mas que reproduzam efeitos antitrombéticos semelhantes
aos dessa droga (GUIMARAES et al, 2010). Nesse cenario, 0s avangos em pesquisas
com a Campomanesia xanthocarpa a transformam em um potencial agente alternativo
antitrombotico.



3.5 Campomanesia xanthocarpa

A Campomanesia xanthocarpa Berg pertence a familia Myrtaceae, o qual
compreende cerca de 3500 espécies, subordinadas a mais ou menos 100 géneros e
apresenta dois centros principais de desenvolvimento: A América tropical e a Australia
(BARROSO, 1991). Dentre seus nomes populares destacam-se “guabirobeira”,
“guabiroba”, “guabirova”, “guabirobeira-do-mato”, “guaribagabirobeira”. Tem como
sinonimia botanica Eugenia xanthocarpa Mart. Non nud Psidium punctulatum DC;
Psidium Eugenoides Camb (LORENZI, 1992). O nome Guabirobeira & do tupi “gua-
bir-oba” e do sufixo portugués “eira” (CORREA, 1984).

A planta é decidua (ndo perde as folhas facilmente), mesdfita até helidfita
(desenvolve-se na presenca de luz), e seletiva higréfita, sendo abundante nas partes
Uumidas das matas de altitude. Ocorre em Minas Gerais, S&o Paulo, Mato Grosso do
Sul até o Rio Grande do Sul, em quase todas as formas florestais. Floresce
abundantemente durante os meses de setembro-novembro e os frutos amadurecem
em novembro-dezembro. A planta frutifica a partir de um a dois anos apdés o plantio.
Os frutos da guabirobeira (figura 2), de acordo com os estudiosos, além de saborosos,
sdo também ricos em vitamina C. O fruto pode ser consumido in natura ou na forma
de sucos, doces, geléias e ainda serve como matéria-prima para licores, picolés e
sorvetes (LORENZI, 1992; BIAVATTI, 2004).

A arvore € silvestre e se multiplica por sementes, possuindo de 15 a 25 metros
de altura e 30 a 50 centimetros de diametro. Suas folhas sdo opostas, ovaladas ou
oblongas, middas, verde-claras, inicialmente transparentes e mais tarde opacas
(ALZUGARAY, 1984). As flores séo brancas solitarias ou reunidas nas axilas das
folhas. O fruto é uma baga globosa achatada, amarelada, comestivel, com 5 a 6
sementes coridceas miudas (CRAVO, 1994). A éarvore fornece madeira branca
bastante resistente e a lenha goza de preferéncia para a sapecagem e torrefacdo da
erva-mate. E classificada como arvore produtora de alimentos para passaros e suas
flores séo frequentemente visitadas pelas abelhas. Os frutos suculentos séo
apreciados tanto pelos homens quanto pelos animais (ALZUGARAY, 1984). Segundo
Barroso (1991), o embrido das sementes das Myrtaceae oferece amplo campo de
investigacdo e tem servido de base para sua classificacdo em tribos, sendo que a
Campomanesia apresenta uma forma mais especializada do “embrido pimentéide”.

Tal como enfatizou Cravo (1994), a “guabiroba” possui tanito, ferro, glucose,
sais minerais, vitaminas A e C. As folhas contém matéria amarela amarga, clorofila e
acido tanico (CORREA, 1984). No trabalho realizado por Limberger (2001), sobre a
composicdo quimica do oleo volatil das folhas de C. xanthocarpa coletadas no Rio
Grande do Sul, os autores obtiveram um rendimento de 0,2% em Oleo essencial, rico
em sesquiterpenos, destacando-se dentre eles o espatulenol (9,9%), o globulol (6,2%)
e o epi-globulol (2,0%); e entre os monoterpenos, destaca-se o linalol (17,2%).
Segundo Schmeda-Hirschmann (1995), as folhas desta planta possuem flavonoides,
entre 0s quais pode se citar quercetina e rutina. Markman et al. (2004) analisou os



componentes fitoquimicos desta espécie e encontrou flavonoides, saponinas e
taninos. Apesar de seu uso medicinal, hd poucos relatos das propriedades
farmacoldgicas desta planta.

As folhas, conforme Corréa (1984) sdo usadas como adstringentes e Uteis
contra a diarréia e o catarro da bexiga e uretra. Cruz (1995) afirma que as cascas e
as folhas em cozimento também podem ser utilizadas contra leucorréias.
Notoriamente, existem relatos da utilizagdo tradicional do cha das folhas para a
disenteria, problemas do estébmago, febre, como agente antiinflamatério,
antirreumatico e para diminuir o colesterol sanguineo (ALICE et al., 1995). Segundo
Dickel et al. (2007), um estudo realizado com os vendedores de erva de uma cidade
do Sul do Brasil apresentou que a planta seria usada para efeito potencial no controle
de certas condicfes, associadas a obesidade, tal como hiperlipidemia, sendo utilizada
empiricamente para a redugéo de peso. De fato, a crendice popular, pelo menos no
sul do Brasil, ja vem utilizando, de forma empirica, este cha para reduzir a pressao
arterial e o colesterol, mas ainda existem poucos estudos que comprovem sua
eficiéncia.

Fora demonstrado, em um estudo piloto pioneiro, que a C. xanthocarpa
produziu efeitos semelhantes ao mecanismo das estatinas, reduzindo colesterol LDL
e inibindo a atividade da enzima HMG-coa redutase (KLAFKE et al., 2010), ratificando
a crendice popular do efeito hipolipimiante desta planta em individuos
hipercolesterolémicos, abrindo, assim, possibilidades para a ampliacdo de maiores
investigagbes sobre essa planta. Dentro dessa premissa, mais recentemente, fora
confirmado o efeito hipocolesterolémico dessa planta, através dos achados de Viecili
et al. (2014), em um estudo que abrangeu um grande numero de individuos
hipercolesterolémicos, no qual demonstrou-se que a planta possui efeito antioxidante,
antiinflamatério além de melhorar a disponibilidade dos niveis de éxido nitrico nestes
individuos.

Ainda, tomando os resultados do estudo pioneiro da planta (KLAFKE et al.,
2010), foi demonstrado a presenca de intensa quantidade de taninos, rutina,
flavondides e saponinas (glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos, que
possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra parte
hidrofilica (acucares), determinando a propriedade de reducdo da tenséao superficial
da agua e suas acoes detergente e emulsificante, atravées de analise por cromatografia
de camada delgada. O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de
formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas
determinam um namero variado de propriedades bioldgicas para essas substancias,
destacando-se a acédo sobre membranas celulares, alterando a sua permeabilidade,
ou causando sua destruicdo. Relacionadas com essa acdo sobre membranas, estao
as atividades hemolitica, citiotoxica e molusquicida, frequentemente observadas
(SIMOES et al., 1999) e entre elas, possivel atividade antiplaquetaria (SPARG et al.,
2004).



Embora esta planta tenha sido usada na prevencéao e no tratamento de doencas
cardiovasculares, e tenha recebido recentemente atencdo consideravel sobre seus
reais efeitos na prevencdo primaria DAC, nenhuma informacdo havia sido
disponibilizada acerca dos efeitos da C. xanthocarpa sobre a agregacao plaquetaria.

Baseado neste ultimo aspecto fora entdo realizado outro estudo, direcionado a
avaliar um possivel efeito na atividade plaquetaria, no sentido de melhor entender
esse fendbmeno com a C. xanthocarpa, no qual encontramos atividades
antiplaquetaria, antitrombatica e fibrinolitica em camundongos (KLAFKE et al., 2012).
O extrato da planta inibiu a agregacdo plaquetaria, sem apresentar citotoxicidade,
além de ter atividade fibrinolitica sem demonstrar acdo ulcerogénica apoés
administracdo oral do mesmo em camundongos. A atividade antitrombotica foi
avaliada induzindo tromboembolismo pulmonar em camundongos, o qual foi
caracterizado por ativacdo massiva das plaguetas circulantes e formacao
generalizada de trombos na microcirculacao pulmonar, onde a utilizacao do extrato da
planta reduziu drasticamente a porcentagem de paralisia pulmonar, mostrando-se
eficaz, quando comparada ao &cido acetilsalicilico (AAS), aumentando ainda mais a
possibilidade do efeito inibitério desta planta na funcéo plaquetéria.

Apesar de terem sido realizados alguns estudos pré-clinicos na area, diversos
aspectos importantes referentes ao uso etnofarmacoldégico da Campomanesia
xanthocarpa necessitam ser mais bem investigados especialmente seu potencial
antiagregante plaquetario em humanos, justificando assim mais estudos,
especialmente pesquisas clinicas com esta planta para confirmar seu uso popular.

Nesse contexto, como citado anteriormente, em estudos prévios a C.
xanthocarpa mostrou uma atividade antiplaquetaria, antitrombotica e fibrinolitica em
camundongos e ndo mostrou atividade ulcerogénica na administracdo oral quando
comparado com o AAS (KLAFKE et al.,, 2012). Resultados anteriores ja tém
demonstrado que o tratamento com cépsulas de C. xanthocarpa reduz o colesterol
total sanguineo e os niveis de LDL em individuos hipercolesterolémicos, e que a planta
reduz também o estresse oxidativo e melhora os niveis de 6xido nitrico (VIECILI et al.,
2014), bem como reduz os niveis de LDL oxidada em camundongos (KLAFKE et al.,
2015) tornando-se uma alternativa potencial e terapia complementar para a
aterosclerose subclinica (KLAFKE et al., 2016). Dessa forma, a partir das evidéncias
as quais sugerem que o0 processo inflamatorio medeia o desenvolvimento e
progressdo da aterosclerose (KASAP et al., 2007), os marcadores pro-inflamatérios
podem ter sido reduzidos pela planta a partir do momento em que houve reducgéo dos
niveis de colesterol pelo seu efeito antioxidante e hipolipemiante como o das estatinas.

Ainda, é importante ressaltar que assim como o AAS promove acetilacdo em
serina na COX-2, as estatinas promovem uma nitrosilacdo em cisteina na COX-2,
sendo que ambos eventos conduzem para a producao de lipoxinas e resolvinas,
contribuindo para a melhora da inflamacao vascular (SPITE; SERHAM, 2010). Aqui
se encontra a hipétese mais relacionada ao efeito anti-inflamatério da C. xanthocarpa,
evidenciando na reducdo dos niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y em



camundongos hipercolesterolémicos e no aumento da IL-10 nos mesmos (KLAFKE et
al., 2015). Esse resultado anti-inflamatorio esta de acordo com o estudo de Viecili et
al. (2014), o qual demonstrou que a C. xanthocarpa melhora os niveis de proteina C
reativa (PCR), que tem sua producéo fortemente influenciada pela IL-6, a qual foi
reduzida pela planta. Dessa forma, essa hipotese é evidenciada também por inimeros
estudos que tém demonstrado que as estatinas reduzem a inflamacgéo aguda in vivo
e que, em parte, isso ocorre através da regulacdo direta da interacdo leucécito-
endotélio (DINARELLO, 2010; FISCHETTI et al., 2004).

Sugere-se, entdo, que o impacto benéfico da C. xanthocarpa pode ser
parcialmente atribuido a liberacdo de mediadores lipidicos solUveis como lipoxinas e
resolvinas, assim como as estatinas e o AAS. Estes fatores tém sido apresentados
como participantes da resolucéo da inflamacédo em geral (SPITE; SERHAN, 2010). A
incapacidade de formacédo de lipideos que atuam em resolver a inflamacdo, como
lipoxinas e resolvinas, acelera a progressao da aterosclerose, enquanto que a sobre-
expressdo de 12/15 lipoxigenase especifica de macrofagos reduz a carga de
aterosclerose através da formacao desses mediadores, Interferindo de forma direta
na mediacao da cascata de coagulacéo e, por conseguinte, na agregacao plaquetéaria
(MERCHED et al., 2008).

Figura 2. Foto ilustrativa das folhas e do fruto de C. xanthocarpa.

Fonte: COSTA, 2009.
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Abstract:

Background and aims: Cardiovascular diseases of thrombotic origin are related
to high mortality and standard therapeutic agent used in this case is
acetylsalicylic acid (ASA), but serious adverse events may occur. However,
recent data has suggested the plant Campomanesia xanthocarpa has
antiplatelet activity and could be a viable alternative. In this study we
investigated the effects of leaves from this plant in human platelet aggregation.
Methods: 23 healthy subjects were randomly divided into three groups: (1) ASA (100
mg), (2) C. xanthocarpa (1000 mg)or (3) synergism (500 mg of C. xanthocarpa plush
50 mg of ASA); daily for five days. Antiplatelet activity was determined by turbidimetric
method using ADP or arachidonic acid (AA) agonists before, 5 and 8 days after
treatments. Results: Treatment with C. xanthocarpa and synergism caused a
reduction of 8 + 13.5% and 12.5 £+ 5% in platelet aggregation induced by ADP after 5
days of treatment, respectively, returning to basal levels after 8 days. For AA agonist,
5 days of treatment with C. xanthocarpa, ASA or synergism caused a reduction of 46
+ 15%, 36 £ 12% and 69.3 =+ 6% in platelet aggregation, respectively, and first two
groups returned to baseline values 8 days after treatment ended. Synergism group
prolonged antiplatelet effect maintaining aggregation reduction after 8 days the end of
treatment. Conclusion: C. xanthocarpa showed antiplatelet action when stimulated
by agonist AA, and contributed to the antiplatelet effect when associated with ASA for

both agonists, allowing dose reduction to 50 mg.



Keywords: adenosine diphosphate; arachidonic acid; guavirova; medicinal plants;

nitric oxide.

1. Introduction

The notion that platelets are of utmost importance for the functioning of immune
and hematologic processes reveals its leading role in the genesis of thromboembolic
disorders. Platelets are effector cells in hemostasis and, when activated, become
highly specialized. Their phenotype transforms, allowing them to participate in
additional and inflammatory responses, and thus in turn amplifying processes during
thrombopoiesis, which occurs as part of endothelial dysfunction (ED). ED is
characterized by a reduction in the production and bioavailability of nitric oxide (NO)
which directly affects endothelium-dependent vasodilation and is the starting point of
atherosclerosis?.

Atherosclerosis is a multifactorial process and our understanding of how it
develops has evolved systematically2. A study showed that risk factors (RFs) for
cardiovascular diseases (CVDs) such as dyslipidemia, diabetes mellitus, hypertension,
smoking, physical inactivity and obesity act directly on the vascular endothelium 34. An
inflammatory response involving leukocyte recruitment and platelet adhesion occurs
when the endothelium becomes dysfunctional, leading to thrombogenesis >6. With the
formation of a thrombus, the artery narrows, causing a blockage of blood supply to the
affected area, which in turn results in outcomes, such as cerebrovascular accident
(CVA), acute myocardial infarction (AMI), peripheral vascular disease, and promotion
of CVDs culminating in increased risck of mortality .

CVD, particularly of thrombotic origin caused by atherosclerosis, is the leading

cause of mortality in Brazil 8. Indeed, the World Health Organization (WHO) ° reported



that in 2015 nearly 30% of global mortality was attributed to CVDs, atherosclerosis
being its main pathological basis °, accounting for about 40% of all mortality in
Western society 1%, Furthermore, it is estimated that by 2030, over 23.3 million people
will die annually from CVD *2.

Due to the clinical and financial relevance of circulatory thrombogenic
diseases, it becomes increasingly important to develop therapies that can mitigate the
damage resulting from such injuries, as well as minimizing the costs and side effects
of treatments already in place. Among the antiplatelet therapeutic agents,
acetylsalicylic acid (ASA) is the most commonly used and therefore the most well-
known of its class, and is recommended for primary and secondary prevention of
thromboembolic events in CVD patients 13 1415,

The main mechanism of action of ASA is the irreversible inhibition of
cyclooxygenase-1 (COX-1) and -2 (COX-2) isozyme activity 8. This, in turn, catalyzes
the conversion of arachidonic acid (AA) 6 17 into prostaglandin 2 (PGH2), blocking the
production of thromboxane A2. Another form of inhibition arises from the acetylation
of the serine molecule (position 529 in COX-1 and 516 in COX-2), which modifies its
active site, thus allowing the conversion of AA to 15R-hydroxyeicosatetraenoic
acid (15R-HETE) which in turn is converted to 15-epi-LXA4 by 5-LOX in vascular
endothelial cells '8 This intermediate is then transformed into lipoxins by
leukocytes, which have antioxidant and anti-inflammatory effects 1 2.

Another ASA pathway is the inhibition of nuclear factor kappa B (NFkB), which
causes a decrease in proinflammatory activity by regulating the gene expression of
interleukins 2. NFKB can be activated by the phosphorylation of serines 32 and 36 of

IkB resulting from a variety of extracellular stimuli, including proinflammatory cytokines



such as tumor necrosis factor alpha (TNFa) and interleukin (IL). After activation, NFkB
promotes regulation of the expression of multiple genes involved in amplification of the
inflammatory response, such as, for example, the expression of COX-2 which is
essential for the production of prostaglandins and thromboxanes in the inflammatory
process 22,

The use of low doses of ASA (81 mg, single daily dose) recommended by the
American Heart Association (2011) 22 preferentially inhibits TXA2, a platelet-derived
vasoconstrictor, instead of prostacyclin 2 (PGI2) which is, endothelium-derived 3. This
differential effect is advantageous, since the production of preserved PGI2 promotes
the antithrombotic and anti-inflammatory properties of the endothelium?*.

Despite the need for antiaggregatory therapy, which is of paramount importance
in terms of the increased risk cardiovascular, there is still a large part of the population
that has no access to primary health care in Brazil and therefore cannot undergo
appropriate medical treatment 8. In addition, there are side effects relating to short-
term ASA use, including mild inflammation of the mucosa of the small intestine, or
relating to chronic use, such as multiple petechiae, loss of villi, erosions and ulcers 2°.
These limitations provide an impetus to clinical and scientific research on developing
complementary and alternative antiaggregant therapies 26.

Recent studies have demonstrated the importance of natural products in
alternative treatments for various cardiovascular diseases, including those involving
platelet aggregation 2’. A wide variety of active phytochemicals in plants that inhibit
platelet aggregation has been identified, including flavonoids, carotenoids, curcumins,
terpenoids, polyphenols, saponins and coumarins 28. Phytotherapy has increasingly

drawn attention to the effects of herbs in the body as a whole 2°. Thus, several studies



have sought new natural compounds to suppress platelet aggregation without causing
adverse effects 3 3!, As a result, different in vivo and in vitro studies have shown
positive effects of plants against atherosclerosis and atherothrombosis 32 33 34, 35, 36, 37,
38_

One of these plants is Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae),
popularly known as "guavirova". It is present in the south of Brazil, and also found in
Argentina, Paraguay and Uruguay. Studies have has shown it has a broad spectrum
of therapeutic effects 3°. For example, it has a lipid-lowering effect 33 35, similar to that
of a statin 34, an anti-inflammatory 32 and antioxidant effect, and also has been shown
to have platelet antiaggregant activity, similar to Aspirin®, both in vitro and in an animal
models 34 35, The studies described how C. xanthocarpa can be transformed into a
potential alternative and complementary therapy for subclinical atherosclerosis “° and
possible into an antithrombotic alternative. However, its antithrombotic biochemical
mechanisms are still not clear, and important aspects concerning
ethnopharmacological use need to be better investigated, especially regarding
antiplatelet activity in humans, which is the research object of our group.

The aim of this study was to determine whether a C. xanthocarpa plant extract
can change platelet function in previously healthy individuals without risk factors for
CVD. The secondary objective was to compare its possible antiplatelet effects to that
of the standard drug ASA, and its synergistic potential with said drug. Thus, we seek
to better understand the effect of this plant and develop further studies that consolidate

this line of research to develop an alternative and innovative therapy for CVD.



2. Materials and Methods

2.1. Selection of participants

The selection of participants was carried out via an open invitation published in
the media of Cruz Alta (Rio Grande do Sul - Brazil). We selected the first 30 participants
who suited the eligibility criteria and had previously agreed to participate in the study

by signing the informed consent.

2.1.1. Eligibility Criteria

2.1.1.1. Inclusion Criteria

The inclusion criteria for the selection of individuals were: physically active
individuals, measured by oxygen consumption (VOz2) in a spirometry test after running
on a treadmill in a physiology exercise lab, absence of cardiovascular RFs (smoking,
sedentary lifestyle, hypercholesterolemia, hypertension, obesity and diabetes

mellitus), of either sex, and aged 18-50 years.

2.1.1.2. Exclusion Criteria

Subjects were excluded in the following cases: presence of hypertension 89;
subjects with abnormal serum cholesterol and triglyceride levels 8; altered glucose
levels 82; subjects who were smokers 83; subjects who had consumed alcohol in the
last 5 days; obese subjects *; sedentary subjects 8 ; and subjects using any drug
that can interfere with platelet function, such as ASA derivatives, Piroxicam,
Tenoxicam, Indomethacin, Ketorolac, Ibuprofen, Flurbiprofen, Diclofenac, Nimesulide,

Ticlopidine, Clopidogrel, oral contraceptives and oral anticoagulants.



2.2. Participants, treatment and ethical considerations

Our study had a double-blind, randomized pilot design. Out of the 30 individuals
who agreed to participate, 23 were selected and randomly divided into three groups:
(1) ASA group, which received 100 mg of ASA 87; (2) C. xanthocarpa group, which
received 1000 mg of C. xanthocarpa 33; and (3) synergism group, which received 500
mg of C. xanthocarpa along with 50 mg of ASA. All participants received treatment
capsules which had been prepared in a compounding pharmacy and administered
orally daily for five days (Figure 1).
This protocol was reviewed and approved by the Research Ethics Committee of the
Universidade de Cruz Alta and CONEP, with the opinion number 920,959. When the
participants were included in the study, they received the necessary information about
the nature and purpose of the study. All of them received nutritional guidelines on
restricted diets using foods that interfere with platelet aggregation 8. Our research
followed the guidelines of the Declaration of Helsinki and Tokyo for human
experimentation. All participants declared their voluntary participation in a signed

informed consent.

Please, insert Figure 1 here

2.3. Plant preparation

Preparation of the C. xanthocarpa plant and extract

Leaves of C. xanthocarpa were picked from a tree in the city of Cruz Alta, RS

- Brazil (RS; 28°38'19 "S, 53°36'23"W, 452 m) and were identified by the herbarium of



the Universidade de Cruz Alta (no. 1088). The material was sanitized in a process
involving a bath in 0.4% sodium hypochlorite solution for one hour, followed by washing
in running water for 15 minutes. The method was previously described by Klafke et al
(2015). The material was then dried at 40-45°C in a greenhouse and crushed to a fine

powder. The same powder was used to prepare the capsules.

2.4. Evaluation of physical fitness

Evaluation of physical fithess

To characterize physical fitness, a VO2 calculation was taken as a criterion,
which was indirectly assessed by the Cardiac Stress Test with the protocol by
described by Bruce (1992) &. VO:2 is the maximum capacity of the body of a person to
transport and metabolize oxygen during an incremental physical exercise; it is the
physiological variable that most accurately reflects the aerobic capacity of a person. It
has been used as a parameter for pathophysiological studies, in adaptation to stress

and physical training °.

Individuals with physical fithess considered optimal with VO2 above 40ml/kg/min

were considered suitable for the study (Cooper table) .

2.5. Blood collection
Blood samples were taken before treatment, for control purposes, and on the
first day after the end of treatment, for verification of antiplatelet activity. Moreover, an

additional collection was performed on the eighth day after the end of treatment for



analyzing the recovery of platelet function, adding up to five days of treatment and 13

days monitoring the effect.

2.5.1 Blood processing

Blood was obtained by venipuncture of the median brachial vein, with a 20 ml
syringe before treatments (baseline), and 1 and 8 days after the end of treatments. For
analyzing platelet aggregation, blood was immediately placed into tubes containing

3.8% sodium citrate (Vacuplast®), at 9 volumes of blood to 1 volume of sodium citrate.

2.5.2 Obtaining platelet-rich plasma (PRP) and platelet-poor plasma (PPP).

Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation at 500 rpm for 10
minutes at room temperature. Plasma separation was performed carefully so as to
avoid platelet activation. Platelet-poor plasma (PPP) was obtained by sediment

centrifugation at 1500 rpm for 10 minutes at room temperature.

2.5.3. Platelet Count

Twenty ul of PRP was diluted in 980 ul of 1% saline-formalin solution.
Counting was performed in a semi-automated analyzer ABX MICROS 60 OT using
electrical impedance. Human platelet suspensions were adjusted at the average

concentration of 300 000 platelets/pl.



2.6. Evaluation of Platelet Aggregation

2.6.1 Turbidimetric method

The antiplatelet activity of the treatments was determined in citrated PRP of the
participants through the turbidimetric method described by Born & Cross (1962), and
monitored on a Qualiterm® platelet aggregometer of single channel. This method
consists of monitoring platelet aggregation by light transmittance. A light beam of 240
nm wavelength crosses the PRP, an opaque platelet suspension, corresponding to 0%
transmittance, which after adding the aggregating agent becomes progressively
translucent in proportion to the formation of aggregates, allowing for increased light
passage and a consequent increase in transmittance. The device was calibrated so
that PRP corresponded to 0% transmittance and PPP corresponded to 100%

transmittance. The records were obtained by the AggroLink v. 5.1 software.

Platelet aggregation was recorded until the maximum aggregation and during,
at most, the 5 minutes after the addition of agonists. Platelet aggregation was
expressed as a percentage of aggregation for arachidonic acid (AA) and adenosine

diphosphate (ADP).

2.6.2. Aggregation agonists

In human PRP, 1.5 mM of AA and 10 uM of ADP were used. The concentrations
of the agonist chosen were concentrations at which submaximal platelet aggregation

could be induced. During the experiment, the agonists were kept at 0°C.



2.7. Evaluation of NO bioavailability

To evaluate NO bioavailability, the indirect measurement of NO metabolites
nitrite and nitrate (NOx) was performed. Blood samples were immediately placed in
tubes containing clot activator (Vacuplast®) and centrifuged at 1000 rpm for 10
minutes to obtain serum. NOx levels were measured according to the technique
described by Tastch et al. (2010) by use of Cobas Mira® automated system (Roche

Diagnostics, Basel, Switzerland). NOx levels were expressed in pmol/L.

2.8. Statistical analysis

Results were presented as mean + standard deviation, in addition to descriptive
data. All results were analyzed using the Kolmogorov test for checking the
homogeneity of the sample. For the parametric samples an ANOVA test was
performed, followed by a Nelman-Keuls post-test. For the non-parametric samples
Kruskal-Wallis test was performed, followed by Mann-Whitney's. A p-value less than
0.05 was considered as an indicator of a significant difference between groups

(*P<0.05), and the F-value resulted from the interaction treatment versus time. All tests

were performed in GraphPad Prism, version 6.0.

3. Results

Some characteristics of the selected subjects are shown in Table 1. There were
no significant differences in VO2, age and gender between the participants of the three
groups studied before the beginning of the treatments. There were also no significant
differences in the analysis of intergroup NOXx, before the beginning and after the end

of the treatment (1 day after) when compared to baseline levels (Table 2).



Please, insert table 1 here.

Please, insert table 2 here.

2.1. C. xanthocarpa associated with ASA showed antiplatelet effect when stimulated
by the ADP agonist

When evaluating platelet aggregation induced by the ADP agonist, individuals
of the ASA and synergism groups showed significant reduction of 13.5 + 8%,
(F(2.20)=3.3791, p=0.05), and 12.5 = 5% (MW: 4.500, P: 0.0025) respectively when
compared to their baseline values (before treatment) and one day after the end of
treatment, returning to the initial values eight days after the end of treatment (Table 2).

For this agonist, individuals of the C. xanthocarpa group did not obtain a
reduction in platelet aggregation on the first and eighth days after the end of the
treatment, remaining unchanged when compared to their baseline levels of platelet
aggregation (Table 2).

In an analysis comparing the antiaggregatory effect of different groups on the
first day after the end of treatment, the ASA group (F(2.20) 5.750, P 0.009) had a

superior effect to the other groups when stimulated by the ADP agonist (Table 2).

3.2. C. xanthocarpa and its association with ASA exhibited antiplatelet effect when
stimulated by the AA agonist

When evaluating platelet aggregation induced by the AA agonists, individuals
of the C. xanthocarpa, ASA and synergism groups showed a significant reduction of
46 + 15% (KW(2.20)=6.923 p=0.0240), 36 + 12% (F(2.20)=4.916 p=0.0276) and 69 +

6% (F(2.20)=59.72 p=0.0001), respectively, when compared to their baseline values,



one day after the end of the treatment. The C. xanthocarpa and ASA groups returned
to baseline values eight days after the end of the treatment. The synergism group
remained under an antiaggregatory effect, exhibiting a reduction in platelet aggregation
of 66 + 2% (F(2.20)=59.72 p=0.0001) eight days after the end of the treatment (Table
2).

A comparative analysis of the antiaggregatory effects of the different groups on
the first day after the end of treatment when stimulated by the AA agonist showed that

the different treatments have the same effect (F (2.20) 0.4308, P 0.657) (Table 2).

4. Discussion

CVD is the leading cause of death worldwide #!. The increased activity of coagulation
factors, particularly platelet hyperaggregation, by interfering directly with the
hemostatic processes can, when combined with the RFs for CVDs, accelerate
thromboembolic processes 4% #3. Plant-based studies exhibited a positive role in
maintaining health by altering the progression of CVDs. One of these roles is in the
antiplatelet effect, which has been gaining attention and expanding interest in further
studies 2% 4445

Thus, this study demonstrated the antiplatelet ability via the induction of AA of
C. xanthocarpa (1000 mg) alone and when administered in association with low doses
of aspirin (50 mg) in humans (500 mg C. xanthocarpa), highlighting its synergistic
power on the ADP pathway. In agreement with these results, a previous study showed
that C. xanthocarpa Berg acts similarly to ASA, demonstrating an antiplatelet effect in
mice 3,

The pathway of platelet aggregation dependent on AA metabolism is of great

antithrombotic biological importance, since its major metabolite, thromboxane A2 (TXA



2), is the most potent aggregating agent and vasoconstrictor #. In this sense, the
discovery of agents that act in this pathway %2> becomes an alternative for creating new
strategies for the prevention of diseases that progress with hyperactivity of platelets,
such as thrombosis, while aiming at reducing the adverse effects caused by
conventional drugs.

When evaluating platelet aggregation through the AA agonist, individuals of
the C. xanthocarpa group showed a significant reduction of 46 £ 15% a day after the
end of treatment, when compared to their baseline values. A comparison of the
antiplatelet effects between groups showed that different treatments presented similar
effects, making clear the antiplatelet effect of the plant on platelets when compared to
ASA.

Studies on medicinal plants showed that many of them affect platelet function*”:
48,49 Accordingly, an in vitro study looking at the antiplatelet activity of ginger, using
human whole blood of 10 healthy volunteers, found a decrease in platelet aggregation
when induced by AA, showing even greater potency than ASAS. Krivoy et al. (2001)
51 conducted a study involving the administration of 240 mg/day of salicin, derived from
willow bark extract, to 19 volunteers, whereas placebo was administered to 16 other
participants. In both groups, patients suffered from acute exacerbations of chronic
lower back pain. A third group with stable chronic ischemic heart disease was treated
with 100 mg of ASA a day. This study demonstrated that the daily consumption of
willow bark inhibited platelet activity, reducing the average aggregation induced by AA.
However, the plant did not show a greater antiplatelet effect compared to the group

that received aspirin 5.



Still, further studies support the observations of the effects of various
phytochemicals in platelets involving the AA pathway. For example, flavonoids are
potent inhibitors of platelet aggregation by various pathways, but mainly due to its
involvement in AA cascade, related to the activity of both COX and thromboxane A2
synthase 2. Thieleche et al (2009) 3, stated that green tea consumption (Camellia
sinensis), as a drink or a supplement, has an inverse relationship with CVD-related
mortality. These results are in agreement with those of the present study, since C.
xanthocarpa also has flavonoids in its phytochemical constitution 3. Currently, in vitro
and ex vivo studies relate the antiplatelet activity of green tea mainly with the presence
of flavonoids, which are its main bioactive component. Flavonoids likely act by
inhibiting platelet aggregation induced by ADP, AA, collagen, epinephrine and calcium
ionophore A23187 in a dose-dependent manner, in a mechanism involving the

metabolism of AA by the cyclooxygenase pathway (COX) 54 55,

Previous studies from our group % identified levels of saponins, tannins,
terpenes, rutin and flavonoids in the leaves of C. xanthocarpa in the same manner as
observed by Markman et al (2004) %6. Confirming and corroborating the results
previously observed by Pastori et al. (2013) %7, analysis by HPLC-DAD of the plant
extract for that C. xanthocarpa batch, revealed the presence of the following
phytochemicals: gallic acid (3.05%), chlorogenic acid (1.92%), quercetin (1.85%) and
rutin (4.13%). The analysis then detected the faint presence of flavonoids (quercetin,
rutin and kaempferol) and phenolic acids (gallic and chlorogenic acid) in the plant

composition 32,

Yet, studies have shown that saponins, flavonoids, coumarins and terpenoids

are bioactive compounds with antiplatelet activity 58 5% 60, These phytochemicals act



by interfering with different signaling pathways of platelets, via the inhibition of ADP
and AA pathways and TXA2 formation and reduction of Ca?* intracellular mobilization,
among others %4. The effects observed in this study may explain the antiplatelet
biological activity of C. xanthocarpa, at least in part, due to the presence of its above-
described constituents, since they already have their antiplatelet effects elucidated in
scientific literature 2°.

Another important pathway of platelet aggregation which has been evaluated
in this study was ADPs which when released by platelets, when adhered to endothelial
receptors, after injury promotes their adhesiveness and aggregation, participating in
the formation of clots . Unlike the results found for the AA pathway, C. xanthocarpa
showed no antiplatelet effect per se, when stimulated by the ADP agonist. However,
when C. xanthocarpa was administered in association with low doses of aspirin, there
was an antiplatelet effect. This is one of the most important findings of this study, since
the maximum effect achieved by the 100 mg dose of ASA needed to prevent CVDs 23,
was equal to the maximum effect obtained by the combination of half a dose of ASA
(50 mg) and half a dose of C. xanthocarpa (500 mg). This suggests that this
combination could be an effective alternative to reduce the dose of ASA currently used,
and may also reduce the side effects associated with its chronic use.

In two in vivo studies using garlic extract, there was no change in platelet
aggregation in response to induction by the ADP agonist. When 7.2 g of garlic extract
aged for five days were administered, and its effects on platelet aggregation to that of
the placebo 2 after induction by ADP was studied, no change in platelet activity was
observed. The same result was seen in another study that evaluated platelet function

before and after four hours of consuming capsules containing 9.9 g of garlic or placebo



83, This suggests that many phytomedicines do not interfere in this pathway of platelet
aggregation. Nevertheless, in a third four-week study with five healthy men and ten
patients (40-60 years) with CAD who each received a dose of 2 g of garlic three times
a day, it was observed that the platelet aggregation rate in response to ADP was
significantly reduced in healthy subjects. However, the authors did not specify the
intensity of this effect 4.

In a study on chamomile (Matricaria chamomilla), characterized by having
anti-inflammatory power and composed, among others, by flavonoids (including
quercetin), its antiplatelet effect was demonstrated after long-term use; however, there
was no antiplatelet effect in the short term 5. When administered orally to 10
participants for a relatively long period (eight years), the plant showed no inhibitory
response on platelet aggregation when induced by ADP or thrombin during the 3.5 first
years, as compared to subjects of the control group, to whom chamomile was not
administered for at least six months. It was noted, however, that the threshold to show
decreased platelet aggregation response occurred after taking Matricaria continuously
and daily for more than four years 8, emphasizing the importance of treatment duration
for observing the antiplatelet effects. This result was different from the present study,
since C. xanthocarpa was able to inhibit platelet aggregation after a short
administration time.

Another plant, hawthorn (Crataegus oxyacantha), which also has flavonoids
among its many active constituents (e.g. rutin, found in C. xanthocarpa)®’, had its
antiplatelet potential studied. In an in vitro evaluation, it was found that the hawthorn
extract had the ability to inhibit platelet aggregation induced by ADP ©8, corroborating

the antiplatelet effects of flavonoids. However, further studies with this plant have yet



to be performed in order to verify its performance in vivo, both in animal models and in
humans.

Still, it is noteworthy that two plants mentioned above, garlic and chamomile,
showed platelet inhibition after long term use/administration 6% 68. 69, | ijkewise, after 90
days of oral administration of the encapsulated powder of the leaves of C. xanthocarpa
in hypercholesterolemic individuals, Viecili et al. 32 observed important effects in the
inflammatory process, oxidative stress, endothelial dysfunction and lipid modulation of
these individuals. These observations reveal the importance of extending treatment
with C. xanthocarpa in a future study, so that we can verify whether, under these
conditions, its phytochemicals, which are also found in the aforementioned herbs, will
be able to maintain platelet inhibition; thus helping to elucidate its metabolic pathways.

Another important point to emphasize in this study is the results observed for
the evaluation of NOx levels. NO is generated endogenously by nitric oxide synthase
(eNOS) using L-arginine as a substrate by converting nitrites and nitrates derived from
food, and its bioactivity can be restored by antioxidants 7°. In the study by Viecili et al.
(2014) 33, treatment with the plant for 90 days improved NOx levels, likely for having
improved oxidative levels that were elevated in hypercholesterolemic individuals. In
the present study, however, the subjects evaluated were healthy, as they did not have
risk factors and engaged in physical exercise, and thus probably had less oxidative
stress and, consequently, greater NO bioavailability. Accordingly, it is believed that the
increased blood flow during exercise or shear-stress activates eNOS, increasing the
levels of NO L. Indeed, at the end of treatment with C. xanthocarpa for five days, it
was noticed that the plant had no effect on the NOx production pathway. One

hypothesis is that flavonoids, which are present in C. xanthocarpa, would be capable



of modulating, in a short time, the presence of blood nitrites and oxidative stress with
a resulting increase in NO bioavailability, but this hypothesis was not confirmed.
Perhaps this hypothesis could be confirmed in individuals with RFs for having high

levels of inflammatory and atherothrombotic biomarkers 41.

The reports that platelet aggregation induced by ADP results from reduced
synthesis of NO with consequent increased release of TXA2, leading to platelet
aggregation with negative correlation between NO and TXA2 (r = -0.986, P <0.001),
indicate that they are highly but negatively correlated 7> 73, Associated with the fact
that the treatment used by Viecili et al. (2014) 3 was for 90 days, while this lasted only
five days, our suggestions that either the effect of C. xanthocarpa is dose/time-
dependent for the synthesis of NO or the fact that its action is not through the ADP

pathway are reinforced.

It is noted that there are several pertinent findings regarding the influence of
phytochemicals on platelet function. It is also known that platelet function is important
for the success of hemostatic processes ‘. In this scenario, there is growing interest
from researchers and clinicians in developing more effective antithrombotic drugs that
bring fewer adverse effects.

In this context, the antiplatelet profile of medicinal plants is already a recurring
subject of studies, as demonstrated in the literature 27 7 75 76,77, 78, 79 and C.
xanthocarpa is also the subject of studies regarding its effect on platelet activity.

In the study by Klafke et al. (2012) 34, the plant showed no cytotoxicity in
platelets, and in the study by Viecili et al. (2014) 33, no changes in liver and kidney
functions were seen, demonstrating a lack of toxicity. These results described above

may explain, at least in part, the effect of this plant as antiplatelet agent. However,



these same results point to the need for further clarification as to other platelet
activation pathways of C. xanthocarpa. Thus, it is suggested that further studies be
performed, both in vitro and in vivo, in order to clarify the different mechanisms of action
on platelets.

Thus, the exact mechanisms of C. xanthocarpa on the inhibition of platelet
aggregation are still not fully understood and the molecular mechanisms of the plant
on platelets needs to be better investigated. This plant is a strong candidate to be
considered as a new antiplatelet therapy alternative, and may in the future be utilized
in drug and nutraceutical supplement development.

This study has evidenced that C. xanthocarpa has an antiplatelet effect at the
dose of 1000 mg for 5 days and at the dose of 500 mg with a combination of low doses

of ASA (50 mg) in healthy individuals.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As alteracbes cardiovasculares, com destaque na génese de patologias
tromboembdlicas associadas a disfungdo plaquetéria, sdo uma das principais causas
de morte em todo o mundo, elevando o fardo econdémico social. O papel dos
compostos quimicos isolados a partir de plantas na administracdo profilatica e
terapéutica de doencas cardiovasculares tem se mostrado promissor. Desde entéo, o
mundo tem modificado seu interesse na pesquisa de ervas medicinais, evidenciando
uma gama de papel multifacetado desses fitoquimicos para saude cardiaca. Esses
experimentos com plantas visam torna-las uma pratica concreta e aplicavel no campo
publico-profissional e conferir-lhes espaco no meio académico e na atuacdo em
saude, em ambito multiprofissional, a despeito da dominéancia do modelo biomédico
na construcdo da ciéncia, na formacao e na pratica desses profissionais.

Diante deste estudo, podemos aprofundar os conhecimentos da acao da planta
Campomanesia Xanthocarpa, um fitoterapico que tem apresentado beneficios na sua
administracdo quando compradas as drogas de uso corrente no controle de fatores
de risco para DCVs. No particular alteracdo da agregacdo plaquetéaria, objeto do
presente trabalho, ficou clara sua acdo ocasionando inibicdo da mesma, quando
induzida pelo AA, bem como seu efeito sinérgico ao AAS, quando induzido pelo
agonista ADP. Contudo o mecanismo exato do p6 da C. xanthocarpa sobre a inibicdo

da agregacdo plaquetaria ainda € incerto e a compreensdo dos mecanismos
moleculares da planta sobre as plaquetas necessitam ser melhores investigados.

Desta forma, essa nova planta, em forma de pé ou de extrato, tem se
apresentado como grande candidata a ser considerada uma nova alternativa
terapéutica na prevencao de fatores de risco que desencadeiam DCVs, podendo,
futuramente, ser explorados por ambos as industrias de nutracéuticos e farmacéuticos
como indicios promissores para a concepcdo de medicamentos e suplementos
nutracéuticos.

N&o como territério exclusivo, mas como agédo compartilhada e interdisciplinar
no cuidado a saude, refletir sobre as implicacdes éticas e legais do emprego de
plantas medicinais no cuidado da saude se faz necessario, uma vez que ha
necessidade de configuracdo e delimitagdo desse recurso como instrumento legitimo
de extensdo da préatica do cuidado realizada pelos profissionais da saude. Os
resultados deste estudo, em conjunto com os da literatura cientifica, além de renderem
0 manuscrito em anexo também apontam para a necessidade de se avancgar nos
estudos sobre os constituintes etno-farmacolédgicos de plantas, para que se possa
aumentar aplicabilidade da prescricado de ervas medicinais e, assim, legitima-las como
recurso terapéutico em nossa pratica multiprofissional.



6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A busca de composto fitoterapicos € um procedimento complexo que implica
gue se tenha em consideracao diversos fatores como as caracteristicas fitoquimicas
das plantas e seus constituintes etno-farmacoldgicos, sua possivel interagdo com
farmacos adjuvantes as terapéuticas atuais nas mais diversas patologias, bem como,
considerar a situag&o clinica dos pacientes. E por esta razdo que se sugere no futuro
a realizacao de estudo, randomizado e controlado, em que:

- As concentracdes plasmaticas de fitoterapicos a testar fossem mensuraveis;

- A amostra fosse constituida pelo grupo experimental e o grupo de controle,
representativa da populacao.

Para além dos ensaios realizados a nivel clinico, faz-se necessério a ampliacao
dos conhecimentos acerca das propriedades da C. xanthocarpa no seu ambito
biomolecular, desta forma € oportuno realizar ensaios farmacocinéticos, isto é:

- Obter valores de concentracdes plasmaticas de fitoterapicos, permitindo relacionar
de forma fidedigna a concentracdo com a ocorréncia de eventos adversos. Estes
estudos sdo também muito importantes para determinar o tempo de meia vida de
eliminacao

- Compreender os mecanismos de acao intracelulares dos constituintes fitoquimicos
da C xanthocarpa, aprofundando nossa analise sobre as vias das COXs e LOXs;

- Estudar possiveis interacbes medicamentosas, uma vez que os fitoterapicos podem
interferir com diversos farmacos, tornando imperativo esse detalhamento.
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8. ANEXOS



Table 1. Subject characterizing parameters

Parameters C. xanthocarpa  ASA Synergism
Age (years) 257 299 30+11
Gender 14+05 15+05 1.2+04
VO2:ml/kg/min 58 £ 13 49+ 9 45+ 8

“n” 8 7 7

Results were presented as mean +* standard deviation

ASA- Acetylsalicylic acid

VO2- maximum capacity of the body of a person to transport and metabolize oxygen
during incremental physical exercise

No difference was observed; (1-way ANOVA followed by Nelman-Keuls)






Table 2. Platelet aggregation parameters of healthy individuals before ( baseline) and after ( 1 and 8 days) End of treatment

C. xanthocarpa AAS Synergism
Parameters

baseline 1 8 baseline 1 8 baseline 1 8

ADP- 75+13 75+8 76 £ 16 77+11 64 + 7¢ 75+ 13 85+7 75 + 52 77 +11
platelet induced
aggregation
(%) AA-induced 60 *+ 30 15 + 162 60 + 27 50+26 15+12«d 25+13 81+20 96 12+ 3
NOx (pumol/L) 86 + 23 60 + 33 - 82+ 77 53 +25 - 55 + 53 68 + 96 -

Platelet aggregation was expressed as a percentage of aggregation for arachidonic acid (AA) and adenosine diphosphate (ADP).

p <0.05 result of intra- group analysis; statistical tests used were ANOVA 1 VIA followed by Newman Keuls test .

P <0.002 a result of intra- group analysis; statistical tests were used Kruskal- Wallis followed by Mamn -Whitney .

P =0.0098 result analysis inter group 1 day after the end of treatment ; statistical tests used were ANOVA 1 VIA followed by Newman Keuls test .

P =0.0098 result analysis inter group 1 day after the end of treatment ; statistical tests used were ANOVA 1 VIA followed by Newman Keuls test .

NS when compared to other groups 1 day after the end of treatment ; The statistical test used was ANOVA 1 VIA .

No statistical difference was observed in intra analysis and inter- groups , for NOx variente before and 1 day after the end of treatment ; The statistical

test used was Kruskal- Wallis followed by Dumn's

moan o
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Efeito da Campomanesia xanthocarpa na agregacao plaquetaria:
comparacao e sinergismo com o 4cido acetilsalicilico.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Paulo Ricardo Nazario Viecili
Instituicdo/Departamento: Universidade de Cruz Alta/ Grupo Multidisciplinar de
Saude

Telefone para contato: (55) 9149-5116

Pesquisadores participantes: Prof. Dr. Jonatas Zeni Klafke

Telefones para contato: (54) 9156-1879

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a deciséo. Leia cuidadosamente o que se segue, levando em consideracéo
gue vocé possui 0 tempo que achar adequado para decidir participar da pesquisa,
podendo refletir e consultar, se necessario, seus familiares ou outras pessoas que
possam ajuda-lo(a) na tomada de decisao livre e esclarecida. Apos ser esclarecido(a)
sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé néo sera penalizado(a) de forma
alguma.

-Descricdo da pesquisa: As folhas da planta Campomanesia xanthocarpa Berg.
(Myrtaceae), popularmente conhecida como "guavirova", presente na regido Sul do
Brasil sdo usadas empiricamente, como infusdo, na medicina popular para tratar
doencas inflamatérias e hipercolesterolemia, criando assim um vasto campo de
oportunidades para estudos e investigacdes. Neste sentido, tomando a planta como
uma das linhas de investigacdo do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que a
Campomanesia Xanthocarpa possui efeito hipolipimiante oral, semelhante ao
produzido pelas estatinas. Verificou-se também que a planta possui intensa
guantidade de saponinas, que tem muitas atividades bioldgicas, entre elas, uma
possivel atividade antiplaquetaria. Entéo foi realizado um segundo estudo direcionado
a avaliar um possivel efeito na atividade plaquetéaria, no sentido de melhor entender
esse fendbmeno com a C. xanthocarpa, onde encontramos atividades antiplaquetaria,
antitrombdtica e fibrinolitica em camundongos. Assim, devido a importancia deste
novo campo de estudo que a C. Xanthocarpa vem apresentando, somado aos
resultados na inibicdo plaquetaria em modelo animal descrito acima quando
comparada com o acido acetilsalicilico (AAS), e baseado na necessidade de se
estudar a viabilidade de novos compostos terapéuticos, o presente estudo objetiva



investigar os efeitos da C. xanthocarpa na funcdo plaguetaria de humanos, para
melhor compreender o efeito dessa planta e aprofundar ainda mais os estudos e
investigagfes que alicercam essa linha de pesquisa, estimulando uma possivel
terapéutica alternativa e inovadora.

-Objetivo: com esse trabalho pretendemos esclarecer a possivel acdo antiplaquetéaria
da planta, a qual representa uma importante ferramenta alternativa para descoberta
de novos farmacos.

-Detalhamento dos procedimentos: Os individuos seréo aleatoriamente divididos em
quatro grupos: (1) grupo placebo, o qual recebera o veiculo do tratamento, (2) grupo
C. xanthocarpa, o qual recebera 500 mg de C. xanthocarpa (Klafke et al, 2010), (3)
grupo AAS, o qual recebera 100 mg de AAS (Smith et al.,, 2006), (4) grupo C.
xanthocarpa + AAS, o qual recebera 250 mg de C. xanthocarpa juntamente com 50
mg de AAS, diariamente por cinco dias.

-Forma de acompanhamento: Serdo realizadas coletas sanguineas antes do
tratamento, para fins de controle, no quinto dia de tratamento, para verificacdo da
atividade inibitéria méxima. Além disso, serdo realizadas duas coletas adicionais, no
segundo e oitavo dias apds o tratamento, para a analise da recuperacao da funcéo
plaquetaria. Salienta-se que cada coleta envolvera a retirada de 10 mL de sangue
através de puncdo venosa. Em seguida, serdo realizadas as analises para fins de
monitorizacdo da agregacao e da ativacdo plaquetaria encontradas em cada coleta
de sangue, para verificar o efeito dos tratamentos utilizados.

-Especificacdo dos riscos: Os possiveis riscos da coleta de sangue sdo a ocorréncia
de desconforto durante o procedimento e a aparicdo de um leve hematoma devido a
coleta. O tratamento da planta empregado no estudo ndo oferece riscos aos
participantes voluntarios, uma vez que foram realizadas pesquisas onde o0s
participantes fizeram o uso de capsulas contendo C. xanthocarpa durante trés meses,
sendo que esta ndo demonstrou efeitos adversos. Ja o AAS é amplamente usado pela
populacao e so oferece riscos se administrado a longo prazo (como pode ser visto nos
possiveis efeitos adversos descritos abaixo), o que ndo € o caso deste estudo. Cabe
salientar que néao foi encontrada nenhuma alteracdo consideravel com relacdo a
exames clinicos laboratoriais com o uso de AAS.

De qualquer modo, seguem os possiveis efeitos adversos do uso de AAS: Os
distarbios gastrintestinais sdo os mais comuns. Doses elevadas (que ndo séao
utilizadas em nosso estudo) causam nausea, vomito e dor gastrica em 10% a 30%
dos pacientes. A fim de diminuir a irritacdo gastrica do acido acetilsalicilico, é
aconselhavel ingeri-lo junto com alimento ou um copo cheio d’agua ou leite. Pode
causar hemorragias ocultas em cerca de 70% dos pacientes. Em casos excepcionais
pode ocorrer anemia. Aumenta a incidéncia da Ulcera péptica em pacientes com artrite
reumatoide, devido ao uso por periodo prolongado. Pode ativar a Ulcera e precipitar
hemorragia macica, risco este que aumenta quando tomado concomitantemente com
alcool. Insuficiéncia renal, mais comum em pacientes que sofrem de doenca renal.
Tratamento prolongado pode causar salicilismo, cujos sintomas sao zumbido nos
ouvidos, cefaleia, vertigem e confuséo. Diversos defeitos para o feto, pois atravessa
rapidamente a barreira placentaria. Retardamento do trabalho de parto quando usado



no fim da gestacdo. Sindrome de Reye, doenca rara, mas grave, em criangas que
sofrem de influenza viral ou varicela. Por esta razdo, o uso em criancas abaixo de 12
anos deve ser orientado pelo médico.

- Medidas de urgéncia e acompanhamento do episodio, no caso de alguma
intercorréncia: Em caso de uma intercorréncia, procure imediatamente o médico
responsavel pela pesquisa (contatos disponibilizados abaixo) ou um Centro de
Intoxicacbes, mesmo na auséncia de sinais e sintomas. Recomendam-se medidas
usuais para reduzir a absorcdo do principio ativo, acelerar a excre¢cdo e monitorar o
balanco hidrico e eletrolitico, normalizar a temperatura e a atividade respiratoria.

-Especificacdes dos beneficios: O pesquisador assegura aos participantes da
pesquisa as condicbes de acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e
orientacdo, bem como acesso aos seus resultados e exames. Somente no final do
estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio. As observacdes populares
sobre o0 uso da Campomanesia xanthocarpa e a eficacia desta planta medicinal
contribuirdo de forma relevante para a divulgacdo de suas virtudes terapéuticas,
apesar de nao ter seus mecanismos bioquimicos ainda bem esclarecidos, sendo
objeto de pesquisa de nosso grupo. Grande parte da populacdo ainda nao tem acesso
ao atendimento primario em saude e por isso nao realiza o tratamento medicamentoso
adequado a terapia antiagregante plaquetaria, o que é de suma importancia tendo em
vista 0 aumento do risco cardiovascular que este fato representa. Para esta maioria
da populacgédo, a fitoterapia pode funcionar como uma alternativa a manutencédo da
saude. Apesar de terem sido realizados alguns estudos pré-clinicos na area, diversos
aspectos importantes referentes ao uso etnofarmacologico da Campomanesia
xanthocarpa necessitam ser melhor investigados, como sua atividade antiplaquetaria,
previamente demonstrada in vitro e em modelo animal (Klafke et al., 2012),
justificando assim nosso estudo. Dessa maneira, espera-se contribuir cientifica e
tecnologicamente nesse ambito através da criacdo de linhas e condutas de utilizacdo
desta planta, comparando seus efeitos com o AAS, estimulando uma possivel
terapéutica alternativa e inovadora, que trara beneficios a toda populacgéo.

-Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

-Comité de Etica em Pesquisa: O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um 6rg&o
colegiado interdisciplinar e independente, com “munus publico” de carater consultivo,
deliberativo e educativo. Foi criado para defender os interesses dos sujeitos de
pesquisa em sua integralidade e dignidade, além de contribuir no desenvolvimento de
pesquisa dentro de um padrao ético. O CEP tem como objetivos regular, analisar e
fiscalizar a realizagéo de todos os projetos de pesquisa envolvendo seres humanos,
seguindo as propostas de diretrizes éticas.

-Garantia de sigilo/ “informacao confidencial”: Se vocé concordar em participar do
estudo, assegura-se que seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo. A menos
que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe do
estudo e o Comité de Etica terdo acesso a suas informacbes para verificar as
informacgdes do estudo. O pesquisador compromete-se formalmente através deste



documento preservar o anonimato dos participantes do estudo quando houver a
divulgacao dos resultados do projeto. Além disso, qualquer dado que possa identifica-
lo serd omitido na divulgacdo dos resultados da pesquisa e o material armazenado
em local seguro. Os dados serdo anonimizados antes de serem encaminhados pela
equipe de pesquisa do participante do estudo para qualquer outra instancia utilizando
senhas especificas que identifiquem o participante apenas pelo pesquisador principal,
sendo que esta etapa inclui a ndo utilizacdo de iniciais, nUmeros de registros em
instituicdes ou outras formas de cadastros.

A qualguer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé podera
solicitar do pesquisador informacgdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0
que podera ser feito através dos meios de contato explicitados neste Termo. Como o
pesquisador principal sera responsavel por essa etapa, ele estara obrigatoriamente
comprometido em ndo fazer cOpia ou registro por escrito sobre qualquer parte da
“Informagao Confidencial” e garantir que esta esteja protegida de forma adequada
contra revelagdo, copia, registro ou uso indevido e nao autorizado. O pesquisador
sempre devolvera todos os documentos relacionados a “Informacgédo Confidencial”,
incluindo coépias; ndo disponibilizara o material biolégico a terceiros sem o
consentimento por escrito do Comité de ética em Pesquisa; ndo reclamara a qualquer
tempo posse de direito relativo ao uso de produtos ou processos derivados da
“Informagao Confidencial”.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr. (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e
sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O (a) Sr. (a) ndo tera nenhuma despesa e
também néo recebera nenhuma remuneracdo. Em relacdo a despesas, tais como
transporte e alimentacdo nos dias em que for necessaria sua presenca para consultas
ou exames, 0 grupo de pesquisa do pesquisador principal garante ao participante o
custeio decorrentes da participacdo no estudo. Para esta pesquisa, ndo se faz
necessaria a participacdo de acompanhante para coletas, pois a pesquisa se dara em
pacientes saudaveis.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade
nao sera divulgada, sendo guardada em sigilo. O pesquisador responsavel se
responsabiliza em dar acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico
do paciente e ou ao préprio paciente sempre que solicitado e/ou indicado. Para
qualquer outra informacéo, o (a) Sr. (a) podera entrar em contato com o pesquisador
no enderec¢o: Rua Domingos Verissimo, 636 - Centro - Cruz Alta - RS, pelo telefone
(55) (3322-6463), ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/UNICRUZ, no Prédio 08 - Sala 103 do Campus Universitario Dr. Ulysses
Guimardaes - Rodovia Municipal Jacob Della Méa, Km 5.6 - Parada Benito - Cruz Alta
- RS, telefone (55) 3321-1618.

Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito
Eu, , abaixo assinado, concordo em

participar do estudo “Efeito da Campomanesia xanthocarpa na agregacéao plaquetaria:
comparagao e sinergismo com o acido acetilsalicilico”, como sujeito. Fui




suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo” Efeito da Campomanesia xanthocarpa na agregacao
plaquetaria: comparagéo e sinergismo com o acido acetilsalicilico”. Eu discuti com o
Prof. Dr. Paulo Ricardo Nazario Viecili sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais séo os propoésitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo € isenta
de despesas, as quais serdo ressarcidas se houver, e que tenho garantia do acesso
a tratamento hospitalar se o estudo afetar minha integridade e salde. A assisténcia
integral e gratuita sera dada pelo tempo que for necesséario ao participante da
pesquisa, garantida pelo pesquisador em caso de danos decorrentes direta ou
indiretamente de sua participacdo no estudo. A  assisténcia integral gratuita ao
participante da pesquisa fica garantida pelo pesquisador somente em caso de danos
decorrentes de sua participacdo no estudo. As voluntarias em tratamento no estudo
gue engravidarem e vierem a abortar espontaneamente receberao toda a assisténcia
necessaria, inclusive psicolégica. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante
0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento neste Servigco. O
participante da pesquisa e o pesquisador devem rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, apondo sua assinatura na ultima pagina do
presente Termo.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacao neste
estudo.

Cruz Alta , de de 20

Pesquisador responsavel

Se voceé tiver alguma consideragéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em Pesquisa -UNICRUZ - no
Prédio 08 - Sala 103 do Campus Universitario Dr. Ulysses Guimaraes - Rodovia Municipal Jacob Della Méa, Km 5.6 - Parada Benito -
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