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RESUMO

MURY, Wanda Vianna. Efeitos da Euterpe oleracea Mart. (acai) na funcéo
plaquetéaria de individuos saudaveis. 2018. 83f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A Euterpe oleracea Mart. (agaizeiro) € uma planta tipica do Brasil, rica em polifendis,
gue apresenta propriedades vasodilatadoras, previne a disfuncdo endotelial e melhora o
perfil metabdlico. Porém, ndo se tem conhecimento sobre seu papel na funcéo plaquetaria.
As plaquetas séo essenciais para a manutencdo da hemostasia vascular, mas participam da
formacdo de trombos quando hiperativadas, contribuindo para a patogénese de doencas
isquémicas. Assim, o objetivo do estudo foi investigar os efeitos do extrato hidroalcodlico do
caroco do acai (ASE) na agregacdo plaquetaria e os mecanismos moleculares envolvidos.
Para tal, o sangue de 15 homens jovens e saudaveis foi coletado, centrifugado e as
plaguetas isoladas incubadas com 10, 50 ou 100 pg/mL do ASE (de acordo com cada
experimento). A agregacdo plaquetaria foi medida em plasma rico em plaquetas (PRP) e
sangue total. Para verificar as acdes do ASE sobre o inibidor plaquetario 6xido nitrico (NO),
foram avaliados a atividade e a expresséo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), os niveis
de GMPc e a agregacdo na presenca do L-NMMA, inibidor da sintese do NO.
Adicionalmente, foram quantificados os niveis de AMPc, segundo mensageiro da
prostaciclina, também inibidora plaguetaria. O efeito do ASE na fosforilagdo de enzimas
envolvidas na ativagdo plaquetéria — Akt; e proteinas quinases ativadas por mitdgenos JNK
e ERK — foi medido por Western blotting. Foi mensurado o efeito do ASE sobre a atividade
das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). O ASE inibiu a agregacdo em PRP induzida por colageno (basal, 82,7 +
5,6; ASES0, 54,0 + 7,2; ASE100, 31,4 + 4,1%; p < 0,0001), ADP (basal, 46,1 + 7,5; ASESO0,
32,1 +4,1; ASE100, 17,6 £ 2,6%; p < 0,0001) e trombina (basal, 103,4 + 4,5; ASE50, 77,2 +
8,9; ASE100, 53,4 + 7,1%; p = 0,0002), bem como em sangue total sob estimulo com
colageno (basal, 28,0 + 4,0; ASES0, 19,6 + 4,4; ASE100, 14,8 + 2,5 Q; p = 0,008). O L-
NMMA inibiu a acdo do ASE50 na agrega¢do em PRP induzida por ADP e trombina. Apesar
de néo ter modificado a atividade da NOS, nem a expresséo da eNOS (total e fosforilada), o
ASE aumentou os niveis de GMPc (basal, 0,67 + 0,19; ASE50, 1,50 + 0,39; ASE100, 1,64 +
0,49 pmol/10® céls; p = 0,020). Similarmente, houve aumento nos niveis de AMPc (basal, 9,8
+ 1,8; ASE50, 13,9 + 2,3; ASE100, 15,3 + 2,6 pmol/10°® céls; p = 0,009). A fosforilacdo das
enzimas Akt, JNK e ERK ndo foi alterada. A atividade das enzimas antioxidantes SOD
(basal, 0,042 + 0,004; ASE100, 0,033 £ 0,003 U/mg ptn, p = 0,009) e CAT (basal, 0,08
0,03; ASE100, 0,05 £ 0,02 U/mg ptn, p = 0,049), mas ndo da GPx (basal, 1,5 + 0,6;
ASE100, 1,4 + 0,6 U/mg ptn; p = 0,312), mostrou-se diminuida. Diante desses resultados, é
possivel que o ASE apresente potencial para ser utilizado na profilaxia e no tratamento de
doencas associadas a hiperagregabilidade plaquetaria, apesar dos mecanismos subjacentes
a esse processo precisarem ser completamente esclarecidos.

Palavras-chave: Euterpe. Agregacao plaquetaria. Oxido nitrico. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

MURY, Wanda Vianna. Effects of Euterpe oleracea Mart. (acai) on platelet
function from healthy individuals. 2018. 83f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Euterpe oleracea Mart. (acaizeiro) is a plant typical from Brazil, rich in polyphenols,
which has vasodilator properties, prevents endothelial dysfunction and improves metabolic
profile. However, its role on platelet function is not known. Platelets are essential for the
maintenance of vascular hemostasis, but that may also participate in thrombus formation
when hyperactivated, contributing to the pathogenesis of ischemic diseases. Thus, the
objective of this study was to investigate the effects of acai stone hydroalcoholic extract
(ASE) on platelet aggregation and the molecular mechanisms involved. To accomplish this,
blood from 15 healthy young men was collected, centrifuged and the isolated platelets
incubated with 10, 50 or 100 ug / mL ASE (according to each experiment). Platelet
aggregation was measured in platelet-rich plasma (PRP) and whole blood. In order to assess
the effects of ASE on the platelet inhibitor nitric oxide (NO), we measured the activity and
expression of the enzyme nitric oxide synthase (NOS), cGMP levels and aggregation in the
presence of L-NMMA, a NOS inhibitor. Additionally, cAMP levels were quantified, the second
messenger of platelet inhibitor prostacyclin. The effect of ASE on the phosphorylation of
enzymes involved in platelet activation - Akt; and mitogen-activated protein kinases JNK and
ERK - was measured by Western blotting. The effect of ASE on the activity of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX)
was measured. ASE inhibited collagen-induced PRP aggregation (baseline, 82.7 + 5.6,
ASES50, 54.0 + 7.2, ASE100, 31.4 £ 4.1%, p <0.0001), ADP (baseline, 46.1 £ 7.5, ASESO0,
32.1 + 4.1, ASE100, 17.6 + 2.6%, p <0.0001) and thrombin (baseline, 103.4 + 4.5 , ASE 50,
77.2 £ 8.9, ASE100, 53.4 + 7.1%, p = 0.0002), as well as in whole blood under stimulation
with collagen (baseline, 28.0 + 4.0, ASE50, 19.6 + 4.4, ASE100, 14.8 £ 2.5 Q, p = 0.008). L-
NMMA inhibited the action of ASE50 on PRP aggregation induced by ADP and thrombin.
ASE did not affect the activity of NOS, nor the expression of eNOS (total and
phosphorylated), but it did increase cGMP levels (baseline, 0.67 + 0.19, ASE50, 1.50 + 0.39,
ASE100 , 1.64 + 0.49 pmol / 10® cells, p = 0.020). Similarly, there was an increase in CAMP
levels (baseline, 9.8 + 1.8, ASE50, 13.9 + 2.3, ASE100, 15.3 + 2.6 pmol / 10° cells, p =
0.009). Phosphorylation of Akt, JINK and ERK enzymes was not altered. The activity of the
antioxidant enzymes SOD (baseline, 0.042 + 0.004, ASE100, 0.033 + 0.003 U / mg ptn, p =
0.009) and CAT (baseline, 0.08 + 0.03, ASE100, 0.05 + 0.02 U / mg ptn, p = 0.049) but not
GPx (baseline, 1.5 + 0.6, ASE100, 1.4 + 0.6 U / mg ptn, p = 0.312) was shown to be
decreased. In view of these results, it is possible that ASE has the potential to be used in the
prophylaxis and treatment of diseases associated with platelet hyperaggregability, although
the mechanisms underlying this process need to be fully clarified.

Keywords: Euterpe. Platelet aggregation. Nitric oxide. Oxidative stress.
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INTRODUCAO

Os flavonoides, encontrados em frutas, vegetais e cereais integrais, S8o um
grupo de compostos polifendlicos conhecidos por possuirem efeitos protetores
contra diversas doencas, especialmente as cardiovasculares (STOCLET et al.,
2004). Revisbes sistematicas demonstraram que 0 seu consumo esta associado a
reducdo da mortalidade global e por doenca cardiovascular (DCV) (GROSSO et al.,
2017; KIM; JE, 2017; LIU et al., 2017). Varios mecanismos estao envolvidos na
cardioprotecdo promovida pelos flavonoides, tais como melhoras no perfil lipidico e
nas funcdes vascular e endotelial, modulacdo do processo inflamatério e inibicdo da
funcdo plaquetaria (FRANKEL et al., 1993; STOCLET et al., 2004).

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos derivados dos megacariocitos,
com papel essencial para a manutencdo da hemostasia vascular, mas que também
podem contribuir para a formacéo de trombos quando hiperativadas (MICHELSON,
2003). A sua hiperativacdo é normalmente decorrente de uma quebra no equilibrio
delicado entre a sintese e liberacdo de moléculas pr6- e antiagregantes
(RAJENDRAN; CHIRKOV, 2008). Essas moléculas podem ser sintetizadas pela
propria plaqueta ou por células adjacentes, como as células endoteliais e outros
elementos figurados do sangue . Dentre as moléculas com acéo antiagregante, duas
sdo essenciais a esse processo: 0 Oxido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGly)
(RADOMSKI et al., 1987). Em individuos com DCV, como hipertensdo arterial
sistémica, ou com fatores de risco para DCV, p.ex. obesidade, as plaquetas se
encontram em um estado de hiperativacdo associado a uma producado reduzida de
NO (MOSS et al., 2010; LEITE et al., 2016). Essa hiperatividade plaquetaria pode
contribuir para a formacdo de trombos, que possuem um papel fundamental na
patogénese de doencas isquémicas, incluindo infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral e doenca vascular periférica (GUYTON et al., 2006; JAGROOP et
al., 2007; RAJENDRAN; CHIRKOV, 2008).

Nas plaguetas, o NO é produzido a partir do aminoacido L-arginina pela acao
das enzimas oOxido nitrico sintases (NOS) e inibe a adeséo, a ativacdo e a
agregacdo. O segundo mensageiro nesses processos, 0 monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), é formado pela acdo da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs),

que converte guanosina trifosfato (GTP) em GMPc. Este promove a ativacado de



18

proteinas quinases G (PKG) e, consequentemente, a fosforilacdo da fosfoproteina
estimulada por vasodilatadores (VASP) (MONCADA et al., 1991).

A acéo inibitéria da PGIl, também é mediada pela fosforilacdo das VASP, mas
via proteinas quinases A (PKA). Para tanto, ha interacdo PGl,-receptor prostanoide
acoplado a proteina G estimuladora, que ativa a enzima adenilato ciclase com
subsequente aumento dos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
ativacdo da PKA (GAMBARYAN et al., 2010). A fosforilagdo da VASP, tanto pela
PKA quanto pela PKG, leva a reducéo da sua capacidade de ligacéo as proteinas do
citoesqueleto, impedindo a ativacdo plaquetaria (MONCADA et al., 1991; BUTT et
al., 1994).

Por outro lado, a ativacdo plaquetaria ocorre quando da lesdo endotelial,
ruptura da placa de ateroma ou exposicAdo a agonistas e se caracteriza por
alteracbes na forma da plaqueta e liberacdo de agentes pro-agregantes e
vasoativos, incluindo ADP, serotonina e tromboxano A, (TxA;) (GUYTON et al.,
2006; SEMPLE et al., 2011). A ligacdo dos agonistas aos seus receptores ativa
cascatas bioguimicas no citosol. A principal via de ativacdo plaquetaria envolve a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). Essa enzima fosforila o fosfatidilinositol bifosfato
(PIP2), formando o fosfatidilinositol trifosfato (IP3), levando a ativacdo da proteina
quinase B (PKB ou Akt), com consequente secrecdo dos granulos e formacéo de
trombos (LI et al., 2010; SEMPLE et al., 2011). A interacdo agonista plaquetario-
receptor também ativa a fosfolipase C (PLC), com subsequente formacao de IP3 e
diacilglicerol (DAG). Tanto o IP3 quanto o DAG participam do aumento dos niveis
intraplaquetarios de calcio (Ca'™), que é essencial para ativacdo adicional da
plagueta (p.ex.: via aumento da sintese de TxA; e do conteudo de tirosina
fosforilada) e agregacéo plaquetéaria (LI et al., 2010). As proteinas quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK) — p.ex.: quinase regulada por sinal extracelular (ERK),
quinase c-Jun N-terminal (JNK) e p38 — também s&o estimuladas pelos agonistas
plaguetarios e estdo envolvidas no processo de ativagcdo plaquetéria, via aumento da
secrecédo do conteudo de granulos (LI et al., 2010).

Diversos estudos demonstram que os flavonoides podem inibir a agregacéo
plaquetéria induzida por diferentes agonistas (TZENG et al., 1991; CHOI et al., 2015;
LUZAK et al., 2017). Os mecanismos envolvidos incluem a estimulacédo da via do

NO, a inibicdo da mobilizacdo de Ca'", a fosforilagdo de proteinas, a diminuicdo da
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sintese de TxA; e a atividade antioxidante (PIGNATELLI et al., 2000; GUERRERO et
al., 2005; GUO et al., 2005; PIGNATELLI et al., 2006).

A Euterpe oleracea Mart., também conhecida pelo nome popular acgaizeiro, é
uma das plantas ricas em flavonoides. Ela € amplamente encontrada na regido
amazobnica e a polpa do seu fruto, o acai, € comumente consumida no Brasil na
forma de suco, sorvete e doces (NASCIMENTO, 2008). Andlises quimicas do acai
mostraram que tanto a polpa quanto o caro¢o sdo ricos em polifendis, sendo o
contetdo mais expressivo no caroco (RODRIGUES et al., 2006; DE MOURA et al.,
2012).

Estudos demonstraram que o extrato hidroalcodlico do carogo do acai (ASE)
possui efeitos anti-hipertensivos, previne a disfuncdo endotelial, melhora os perfis
lipidico e metabdlico e ainda apresenta propriedades vasodilatadoras (ROCHA et al.,
2007; DE SOUZA et al., 2012). No entanto, as a¢Bes do acai sobre as plaquetas
ainda permanecem desconhecidas.

Considerando os efeitos dos flavonoides sobre as plaguetas, o papel desses
fragmentos celulares na DCV e as acdes cardioprotetoras do ASE, pode-se
hipotetizar que parte dos beneficios cardiovasculares do ASE seja atribuida a
inibicdo plaquetaria. Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do
ASE na agregacdo plaquetéaria de individuos saudaveis e as possiveis vias

envolvidas.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Plaquetas: estrutura e fungao

1.1.1 Estrutura plaquetaria

As plagquetas sao corpusculos anucleados, com a forma de disco, medindo
cerca de 2 a 4 um de didametro, derivados de células gigantes da medula 6ssea, 0s
megacariocitos. Em condi¢cfes normais, existem de 150 mil a 450 mil plaquetas por
microlitro (milimetro cubico) de sangue. Aproximadamente, 100 bilh6es de plaquetas
sdo produzidas por dia e estas apresentam meia-vida de 7 a 10 dias na circulacéo
(ITALIANO JR, 2008; SEMPLE et al., 2011).

Geralmente, a superficie da membrana plasmatica plaquetéria é lisa, exceto
por invaginacdes periddicas, que determinam as entradas do sistema canalicular.
Este sistema forma um complexo de membrana que permeia o citoplasma da
plaqueta, permitindo a liberacdo de proteinas e demais moléculas quando da
ativacdo plaquetaria (ITALIANO JR, 2008; SEMPLE et al.,, 2011). Os principais
receptores presentes na superficie das plaquetas sdo o receptor de glicoproteina
para o fator von Willebrand (FvW), denominado complexo glicoproteico Ib (GPIb); e
receptores para fibrinogénio, chamados de complexo glicoproteico lIb/llla (GPIIb/llla)
ou integrina allbB3 (GRESELE et al., 2007).

Os componentes presentes no interior da plaqueta sdo: (a) organelas, (b)
granulos e (c) sistemas de membrana especializados (Figura 1).

(@) Organelas — ha pequeno numero de mitocondrias; lisossomos, com
enzimas de degradacdo; e peroxissomos, que contém a enzima antioxidante
catalase (ITALIANO JR, 2008). Apesar de ndo possuirem nucleo, estudos mostram
que as plaquetas sédo capazes de gerar suas proprias proteinas durante a
hemostasia ou o processo inflamatério, pois contém uma quantidade substancial de
MRNA dos megacariocitos e possuem toda maquinaria necessaria para 0 processo
de traducéo (WICKI et al., 1989; ROWLEY et al., 2012).



21

(b) Granulos — subdividem-se em dois tipos, a e densos, e estao localizados
proximo a membrana do sistema canicular aberto, quando as plaquetas estdo em
repouso. Os granulos a sdo os mais abundantes e contém proteinas fundamentais
para adesado plaquetaria durante o reparo vascular, como FvW, plasminogénio,
fibronectina e P-selectina. J& os granulos densos contém serotonina, catecolaminas,
adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP) e célcio, que promovem o
recrutamento de outras plaquetas para o tampdo em crescimento via interacao
ligante-receptor especifico (SEMPLE et al., 2011).

(c) Sistemas de membrana especializados — acredita-se que tenha funcéao
semelhante a do sistema reticular endoplasmaético liso de outras células e, portanto,
sirva como o sistema predominante de armazenamento de calcio nas plaquetas. A
liberacdo de calcio desse sistema leva a ativacao plaquetaria (PARISE et al., 2001).
Por ser o local no qual se encontra a enzima cicloxigenase, a sintese de

prostaglandinas e TxA, ocorre nestes sistemas (PARISE et al., 2001).

Figura 1- Estrutura plaquetaria

Sistema canicular aberto

Granulo @ 7t Sistema Tubular Denso

I, 2/ /‘
GaioDne. - D) i | Filamentos Actinicos
Estoque de glicogénio Q) % Miosina

Mitocondria

Microtubulos

Fonte: Disponivel em:https://www.ufrgs.br/lacvet/site/wpcontent/uploads/2016/07/metabol_
plaguetasRoberta.pdf/ Acesso em: 09 Jul. 2018.
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1.1.2 Funcao plaguetéaria

As funcdes primarias das plaguetas séo prevenir a perda sanguinea e manter a
integridade vascular, através da formacédo do trombo hemostéatico (FERRONI et al.,
2012). Em condicbes fisiologicas, as plaquetas fluem continuamente pelos vasos,
sem aderir ou agregar porque a camada de células endoteliais que reveste 0s vasos
sanguineos possui um fenétipo anticoagulante, pela producéo de PGIl, e NO, ambos
inibidores da ativacdo plaquetaria (RADOMSKI et al.,, 1987). No entanto, na
presenca de injuria ou trauma vascular, ocorre exposicdo de proteinas
subendoteliais — p.ex.. FVW e colageno — e, subsequentemete, a adeséo
plaguetaria, a fim de promover a cicatrizacdo tecidual (FERRONI et al., 2012).
Depois de alguns minutos, forma-se um tamp&o hemostatico plaquetario que oclui a
lesédo e detém a perda de sangue. A formacao desse tampéao ocorre a partir de trés
fases (FERRONI et al., 2012):

12) Adesao: evento resultante da ligacdo das plaquetas aos componentes da
matriz extracelular e celular da parede vascular danificada. A interacdo do receptor
plaguetario GPIb ao FVW desempenha importante papel na adeséao inicial por
possibilitar a adesdo de outras plaquetas circulantes a superficie vascular, enquanto
a adesao firme é promovida por integrinas plaquetarias e receptor de colageno
glicoproteina VI (GPVI) (ANDREWS; BERNDT, 2004; YIP et al., 2005).

2%) Ativacdo: a adesdo plaquetéria induz uma rapida transducédo de sinal,
provocando aumento de Ca™ intraplaquetario. Como consequéncia, a plaqueta
modifica sua forma, que passa de discoide a irregular, devido a emissdo de
pseuddpodos, que facilitam a agregacéo e atracao de outras plaquetas (FERRONI et
al., 2012).

3%) Agregacao: processo através do qual as plaguetas se agrupam e se ligam
as superficies de outras plaguetas. A interacdo entre as plaquetas é o resultado da
ligacdo do fibrinogénio a glicoproteina llb/llla. O fibrinogénio se encontra soltvel no
plasma e a glicoproteina llb/llla esta presente na membrana fosfolipidica da
plaqueta. A glicoproteina lib/llla apenas se liga ao fibrinogénio apos a plaqueta
sofrer a alteracdo em forma com a extensdo de pseuddpodes. Essa reacdo de
agregacao plaquetaria é autocatalitica, ativando outras plaquetas para que ocorra a
formacao do tampao hemostético primario (Figura 2) (FERRONI et al., 2012).
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Figura 2 — Adeséo, ativacao e agregac¢ao plaquetéaria
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Fonte: Adaptado de SANTHAKUMAR, A.B et al. (2014).

A ativacao plaquetaria in vivo normalmente resulta do contato com mais de um
agonista. A leséo inicial do endotélio expde o colageno, mas também produzira
trombina. Da mesma forma, dano a tecidos e eritrécitos ira liberar ADP, assim como
plaquetas ativadas irdo sintetizar e liberar TxA,. Também € importante lembrar que
0s agonistas estimulam diferentes vias com eficiéncia também distinta (ITALIANO
JR, 2008; FERRONI et al., 2012).

A trombina é o agonista plaquetario mais potente, pois induz a liberacdo de
ADP e TxA, para promover maxima ativacdo plaquetaria mesmo quando usada em
baixissimas concentracfes in vitro (COUGHLIN, 2000). A ativacdo plaquetaria
induzida por trombina € mediada pela interacdo com receptores da familia de
receptores ativado por protease (PAR) acoplados a proteina G. As plaguetas
humanas apresentam PAR-1 e -4, que coletivamente sdo acoplados a vias efetoras
mediadas por proteina Gy e Gi3. A ativacdo de Gi3 esta relacionada com
reorganizacdo do citoesqueleto e alteracbes de forma da plaqueta, enquanto Gq
participa da eficiente hidrélise de PIP2 pela fosfolipase C, com aumento citosdlico de
calcio (KAHN et al., 1999; COUGHLIN, 2000).

O agonista ADP, por sua vez, atua nos receptores P2X;, P2Y; e P2Yy,
(GACHET, 2005; ITALIANO JR, 2008). O receptor P2X; € um canal de cations
dependente de ATP, que permite o influxo de céalcio na plaqueta (LEON et al., 1997).

No entanto, a sua ativagdo nao € suficiente para promover completa agregacao
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plaguetaria, mas induz a alteragdo morfoldgica da plaqueta e participa da agregacéo
plaquetaria induzida por estresse de cisalhamento e por colageno (ROLF et al.,
2001). Os demais receptores, P2Y; e P2Y1,, sdo receptores acoplados a proteinas
Gy e G, respectivamente O receptor P2Y; promove ativagdo da fosfolipase C e
consequente mobilizacdo de célcio intracelular, que resulta em rearranjo do
citoesqueleto e induz agregacéo plaquetéria fraca e transitoria; porém, fundamental
para o inicio da agregacao plaquetaria induzida por ADP . Ja o receptor P2Y, &
responsavel por completar a agregacéo plaquetaria induzida por ADP e também por
outros agentes, tais como a serotonina, TxA,, trombina e colageno. Deste modo, o
receptor P2Y;, possui o papel de amplificar os sinais intracelulares que ocorrem
durante a agregacao plaquetaria via PI3K (GACHET, 2005; ITALIANO JR, 2008).

O colageno é a maior molécula subendotelial capaz de servir como substrato
para adesdo de plaquetas, bem como provocar ativagdo plaguetaria. O colageno
induz ativacdo plaquetaria principalmente pela ligacdo aos receptores GPVI e
integrina allbB3, que levam a ativacdo de tirosinas quinases, formacdo de TxA;,
aumento da concentracdo de Ca' e mudanca no citoesqueleto. (YIP et al., 2005;
ITALIANO JR, 2008).

O quadro 1 apresenta uma descricdo sucinta dos agonistas mencionados e

suas vias efetoras.

Quadro 1 - Agonistas plaquetarios: Receptores e efetores bioquimicos

Agonistas Receptores Efetores bioquimicos
Trombina PAR-1 e -4 Proteina Gqg — PLC — IP3 — 1 Ca++
P2X; Canal de cation dependente de ATP — 1 Ca++
ADP P2Y, Proteina Gq —» PLC — IP3 — 1 Ca++
P2Y,, Proteina Gi2 — PI3K — Akt — Secrecao de granulos
’ GPVI PLC — IP3 — 1 Ca++
Colageno ) ~
Integrina allb3 PI3K — Akt — Secrecédo de granulos

Fonte: A autora, 2018.

Apobs a ligagcdo desses agonistas aos seus receptores acoplados a proteina G
intracelular, ocorrera ativacao de fosfolipases. A principal via de ativacéo plaquetéaria
envolve a PI3K, que, quando ativa, fosforila o PIP2 para formar IP3. Este induz a

ativacdo da Akt, levando a secrecao de granulos e formacgédo de trombos (GACHET,
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2005; LI et al., 2010). Em conjunto com a PI3K, a enzima PLC hidrolisa o PIP2 da
membrana plaguetéria em 2 componentes, o IP3 e o DAG. O IP3 ativa os receptores
do sistema tubular denso, permitindo a liberacdo de calcio para o citosol. Este
aumento de calcio intraplaquetario € responsavel por maior liberacdo do contetudo
dos granulos e ligacdo a calmodulina e, consequentemente, rearranjar o
citoesqueleto da plaqueta para a formacao dos pseuddpodes. O DAG ativa a PKC
que, assim como o IP3, induz a liberacdo dos componentes dos granulos
intracelulares e ativa o complexo allbp3. A integrina allbB3 expbe seu sitio de
ligacdo, passando de um estado de baixa atividade (plaqueta em repouso), para o
estado de alta afinidade (plaqueta ativada). Neste estado, a integrina allbpB3 interage
fortemente com o fibrinogénio soluvel no plasma, mediando o processo de
agregacéao e a formacao do tampéo plaquetario (GACHET, 2005; YIP et al., 2005; LI
et al., 2010).

A ligacdo dos agonistas aos seus receptores também promove ativacdo da
cascata das MAPK. As MAPK constituem uma familia de proteinas serina/treonina
guinases que abrangem grande numero de proteinas, tais como ERK, JNK e p38
(FLEVARIS et al., 2009). Adam et al. (2010) demonstraram que ratos “Knockout”
para JNK 1 apresentaram prejuizo na formacdo de trombos “in vivo” e “in vitro” e
que esta enzima desempenha um papel indireto na ativacdo da integrina allbf33
(ADAM et al., 2010). Outros estudos verificaram que a ERK também é essencial
para a ativacao do receptor de fibrinogénio, além de contribuir para a secrecédo e a
agregacdo plaquetaria induzida por colageno (GARCIA et al.,, 2005). A p38 é
fundamental para agregacdo induzida por coldgeno ou trombina. Entre os
numerosos alvos desta enzima, o mais relevante nas plaquetas parece ser a
fosfolipase A, (PLA), que catalisa a liberacdo de acido araquidbnico (AA) da
membrana fosfolipidica para produzir TxA; (SAKLATVALA et al., 1996). O TxA; age
na propria plagueta ou em plaquetas adjacentes, estimulando a fosfolipase C,
através de um mecanismo de retroalimentacdo positivo (ITALIANO JR, 2008).

A figura 3 apresenta um esquema resumido das principais vias de sinalizagao

envolvidas na ativacéo plaquetaria.
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Figura 3 — Vias de sinalizacéo envolvidas na ativacdo plaquetaria
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Fonte: A autora, 2018.

Legenda: —, estimulo; -->, produtos formados a partir do PIP2 por acdo de PLC; AA, &cido
araquidénico; Akt, proteina quinase B; COX-1, cicloxigenase-1; DAG, diacilglicerol; ERK,
quinase regulada por sinal extracelular; IP3Kk, fosfatidilinositol trifosfato; JNK, quinase c-Jun
N-terminal; MAPK, Proteinas quinases ativadas por mitégenos; PI3K, fosfatidilinositol-3-
quinase; PIP2, fosfatidilinositol bifosfato; PKC, proteina quinase C; PLA2, fosfolipase A2;
PLC, fosfolipase C; TxA,, tromboxano A,.

Como as plaquetas possuem a habilidade de serem rapidamente ativadas,
sdo necessarios mecanismos fisiologicos reguladores para evitar a agregacéo
indiscriminada. A PGI, e o NO sao dois destes reguladores, ambos liberados pelo
endotélio vascular (RADOMSKI et al., 1987). Além disso, o NO também pode ser
produzido pela propria plaqueta, como descrito a seguir (MONCADA et al., 1991).

O NO é um gas inorganico de meia-vida curta (menos de 30 segundos em
sistemas biologicos de mamiferos) e esta envolvido em importantes processos
fisiologicos, incluindo neurotransmisséo, vasodilatacdo, atividade citotoxica do
sistema imune, inibicdo da adesdo e agregacao plaquetarias (MONCADA et al.,
1988; MONCADA et al., 1991; MONCADA; HIGGS, 2006). Nos mamiferos, o NO é
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sintetizado a partir do aminoacido catidénico L-arginina pela familia de enzimas NOS.
As plaguetas expressam as isoformas endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS)
(MONCADA,; HIGGS, 1993). Inicialmente, acreditava-se que apenas o NO produzido
pelo endotélio modulasse a funcdo das plaquetas. No entanto, Freedman e
colaboradores demonstraram que o NO produzido pela propria plaqueta era capaz
de regular sua funcéo e inibir de forma marcante o recrutamento de plaquetas na
formacéo do trombo (FREEDMAN et al., 1999).

Uma vez que o NO é produzido, seus efeitos sdo mediados diretamente por
segundos mensageiros, sendo a via da ativagcado da enzima GCs a mais estudada.
Essa enzima converte GTP em GMPc, que promove o relaxamento da musculatura
lisa vascular e a inibicdo da adeséo e agregacao plaquetarias. O GMPc se liga a
proteinas-alvo, como proteinas quinases dependentes de PKG e canais ibnicos
regulados por GMPc, o que leva a reducdo da concentracdo intracelular de Ca™,
com consequente relaxamento do musculo liso (IGNARRO, 2002; MONCADA,;
HIGGS, 2006). A ativacdo das PKG também resulta em: inibicdo de eventos
relacionados com a ativacdo plaquetéria, tais como elevacéao intracelular de calcio,
ativacdo de integrinas, reorganizacdo do citoesqueleto, secrecdo de granulos;
reducdo da liberacdo de P-selectina, que é necessaria a adesdo plaquetaria; e
inibicdo da ligacdo do fibrinogénio ao receptor llb/llla durante a agregacao
plaquetéria, pela reducdo do numero total destes receptores na superficie da
membrana da plaqueta (LI et al., 2003).

Da mesma forma, a funcéo plaquetaria também pode ser inibida por AMPc,
induzido por PGl,. A PGl,, sintetizada no endotélio, ativa diretamente receptores
prostanoides acoplados a proteina G presentes na membrana da plaqueta, ativando
a adenilato ciclase, aumentando o segundo mensageiro AMPc, cujos efeitos séo
principalmente mediados por PKA (GAMBARYAN et al., 2010).

Tanto as PKA quanto as PKG tém como substrato a proteina de adeséao focal
VASP. A PKA fosforila a VASP principalmente no residuo de serina 157, enquanto a
PKG fosforila o residuo de serina 239 (HORSTRUP et al., 1994; SMOLENSKI et al.,
1998). A VASP no estado fosforilado mostra uma reducéo na capacidade de se ligar
a proteinas do citoesqueleto, o que compromete a reorganizacdo estrutural das
plaguetas e, consequentemente, impede a ativacdo plaquetaria (MASSBERG et al.,
2004).
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Embora sejam essenciais para a manutencdo da hemostasia vascular e no
processo de cicatrizacdo, as plaquetas quando hiperativadas estdo envolvidas na
trombogénese, um importante fator para o desenvolvimento da placa aterosclerética
(MICHELSON, 2003; RAJENDRAN; CHIRKOV, 2008). Esta, por sua vez, pode
bloguear o suprimento sanguineo do coragdo ou do cérebro e desencadear infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (GUYTON et al., 2006), que séo
responsaveis por 80% das mortes por DCV, a principal causa de morte no mundo
(OMS, 2017). Assim, 0 uso de agentes antiplaquetarios — p. ex.: inibidores da
cicloxigenase (ex. acido acetilsalicilico), inibidores da fosfodiesterase (ex.
dipiridamol), antagonistas do receptor de ADP (ex. clopidrogrel, prasugrel) e
antagonistas da glicoproteina llb/llla (ex. abciximabe) — estdo entre as medidas de
prevencdo secundaria de DCV em pacientes com doenca estabelecida (BRUNTON
et al., 2012; OMS, 2017).

1.2 Modulacéo da funcao plaquetéria pelos flavonoides

Os flavonoides sdo um grande grupo de compostos secundarios das plantas,
gue conferem pigmentos e odores a frutas e vegetais (presentes principalmente nas
sementes, casca e flores) (FELDMANN, 2001), com importante papel no
crescimento e desenvolvimento porque protegem o vegetal contra o estresse biotico
e abidtico (DIXON; HARRISON, 1990). Em humanos, o consumo de flavonoides esta
associado a reducédo da mortalidade total e por DCV (GROSSO et al., 2017; KIM;
JE, 2017; LIU et al., 2017).

A descoberta dos flavonoides ocorreu em 1930 por Albert Szent-Gyorgyi,
durante seus estudos sobre metabolismo celular e vitamina C. Tais estudos
motivaram o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1937 (SZENT-GYORGY]I,
1933). Posteriormente, os flavonoides foram descritos como compostos polifendlicos
com dois anéis de benzeno (A e B) ligados através de um anel de pirona (C) (Figura
4) (PIETTA, 2000; HODEK et al., 2002). Mais de 8000 flavonoides ja foram
identificados em plantas e a lista esta constantemente aumentando (PIETTA, 2000).
Isso ocorre devido a modificagdo do anel aromatico, como hidroxilagdo, metilagéo,

glicosilacdo (PIETTA, 2000). As principais classes de flavonoides incluem os
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flavonodis, as flavonas, as flavanonas, flavandis, as antocianinas e as isoflavonas
(ROSS; KASUM, 2002).

Figura 4 - Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: FAGGIO et al. (2013).

Dentro dos subgrupos dos flavondis, a quercetina é o flavonoide de maior
ocorréncia nas frutas. As flavonas sdo encontradas em abundancia nas cebolas,
macas e brocolis. As flavanonas estdo presentes na maioria das frutas citricas. Os
flavandis sdo subdivididos em duas classes, monoméricos (p.ex.. catequina e
epicatequina) e poliméricos (p.ex.: proantocianidinas) e estdo em grande quantidade
nos chas verde e preto, no vinho tinto e no acai. Aléem de presentes nestes
alimentos, as antocianinas sao encontradas no morango e nas uvas. Ja as
isoflavonas, chamadas fitoestrégenos em funcdo de serem consideradas
moduladoras naturais de receptor de estrégeno, sdo encontradas em grande
guantidade na soja (ROSS; KASUM, 2002).

Além da acdo antioxidante descrita por Albert Szent Gyorgyi em 1930,
diversas atividades biolégicas s&o atribuidas aos flavonoides: antitumoral
(MIDDLETON et al.,, 2000), anti-inflamatéria (MIDDLETON et al., 2000),
antialergénica (RIVERA et al., 2006), antiplaquetaria (TZENG et al., 1991; GUO et
al., 2005), anti-hipertensiva (ROCHA et al., 2008).

Apesar de ter sido demonstrado que elevadas concentracdes de flavonoides
podem inibir a agregacdo plaguetaria provocada por ADP, trombina e colageno
(TZENG et al.,, 1991; CHOI et al.,, 2015; LUZAK et al.,, 2017), os mecanismos
envolvidos neste processo sdo complexos e dependem de cada composto. Contudo,
a maioria dos flavonoides parece inibir a agregacéo plaquetaria através da via do
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acido araquidénico, diminuindo os niveis de TxA,. Isto ocorre, principalmente,
através da inibicdo da COX-1 (CORVAZIER; MACLOUF, 1985) ou da PLA,; (NANDA
et al., 2007), ou via antagonismo no receptor de TxA, (GUERRERO et al., 2005)
(Figura 5).

Os efeitos dos flavonoides sobre as plaquetas incluem também: a inibicdo do
aumento citoplasmatico de Ca™ (GUO et al., 2005) e da secregdo de granulos (LIU
et al., 2017); aumento nos niveis de AMPc e GMPc (RUCKSTUHL et al., 1979; DI
VITO et al., 2012); diminuicdo da degradacgéo de PIP2 e da atividade de PKC (LIU et
al., 2016); e inibicdo da fosforilacdo de diversas vias, tais como PI3K/Akt e ERK 1/2,
p38 e JNK 1/2 (CHOI et al., 2015; HAO et al., 2015).

O NO é outro ponto importante da acdo dos flavonoides sobre as plaguetas.
Um estudo realizado com catequinas e quercetinas demonstrou que esses
flavonoides aumentaram a producdo de NO, acompanhado pela diminuicdo da
expressao da integrina allbp3, receptor de fibrinogénio e colageno (PIGNATELLI et
al., 2006). De forma semelhante, o tratamento com flavonoides curcuminoides
aumentou os niveis de NO em plaquetas ativadas por agonistas (MAHESWARAIAH
et al., 2015).

Conforme anteriormente mencionado, os flavonoides possuem ainda um
importante efeito sobre o estresse oxidativo, por sua capacidade de neutralizar
diretamente os radicais livres, diminuir a producdo enzimatica de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e/ou aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (BORS et
al., 1990; PIGNATELLI et al., 1998). O estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre as ERO e antioxidantes (FINKEL; HOLBROOK, 2000; WEI et al.,
2004). Esse desequilibrio pode ser decorrente de aumento da producdo de ERO,
reducdo das defesas antioxidantes, ou ambos os processos (FINKEL; HOLBROOK,
2000).
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Figura 5 — Modulacdo da funcdo plaquetaria pelos flavonoides
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Fonte: Adaptado de FAGGIO et al. (2013).

Legenda: —, estimulo nas vias de ativacdo plaquetaria; —| , bloqueio; AMPc, monofosfato ciclico de
adenosina; COX-1, cicloxigenase-1; GMPc, monofosfato ciclico de guanosina; NO, 6xido
nitrico; PLA,, fosfolipase A2; TxA,, tromboxano A,; p-VASP, fosfoproteina estimulada por
vasodilatadores.

O termo ERO refere-se ndo apenas a radicais livres — &tomos ou moléculas
altamente reativas, que contém um numero impar de elétrons na sua ultima cadeia
eletrbnica — (BALLATORI et al., 2009), mas também a moléculas com relativa
instabilidade que n&o possuem elétrons desemparelhados, sendo a maioria
derivadas do metabolismo do oxigénio e encontradas no ambiente e em todos 0s
sistemas biologicos (RIBEIRO et al., 2005).

Em condigbes fisioldgicas, durante o metabolismo aerobico, o O, tende a
receber um elétron de cada vez devido a sua configuracéo eletrbnica, formando
intermediarios altamente reativos — como o superéxido (O,*), o radical hidroxila
(OH®) e o peréxido de hidrogénio (H.O,) (KOPANI et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6 - Reducéo tetravalente do O, com formacdo das espécies reativas anion
superéxido (02*), perdxido de hidrogénio (H>0O,) e radical hidroxila (OH®)

02 EE— 02- T— H202—>OH-—’ Hzo

S S

e e e e-
Fonte: Adaptado de KOPANI et al. (2006).

As ERO incluem: O,*, que pode sofrer dismutacéo e favorecer a formacéo do
H.O,, ou reagir com o NO para formar ONOO™ (uma espécie reativa de nitrogénio,
ERN); H,O,, apesar de ndo ser um radical livre, € um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério porque participa da producédo de OH®; que, por sua vez, é
considerado o radical mais reativo em sistemas biolégicos, produzindo dano no local
onde foi produzido (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; MONCADA; HIGGS, 2006;
OLAS; WACHOWICZ, 2007).

Uma producéo adicional de ERO ocorre a partir da agcdo da NOS quando a
concentracdo de tetrahidrobiopterina (cofator) ou de L-arginina (substrato) esta
reduzida. Assim, a NOS passa a produzir O,* e ndo NO. Esse fendmeno tem sido
referido como desacoplamento de NOS (MONCADA; HIGGS, 2006; OLAS;
WACHOWICZ, 2007). O NO e O,* reagem, formando um agente mais téxico, o
ONOO’ (OLAS; WACHOWICZ, 2007).

Semelhante a neutrdfilos, células endoteliais, células do musculo liso,
fibroblastos e macrofagos, as plaquetas possuem diversas fontes enziméaticas de
producdo de ERO como cicloxigenase, xantina oxidase, citocromos, eNOS
“desacoplada” e NADPH oxidase, sendo esta Ultima a principal produtora de O,*
(PIETRAFORTE et al., 2014). Nas plaguetas, as ERO e ERN desempenham um
papel chave nos processos de adesédo e ativacdo. O colageno, ao se ligar ao seu
receptor na plagueta, estimula a ativacdo da PKC, que, por sua vez, estimula a
NADPH oxidase a produzir O,* (KROTZ et al., 2002). O aumento desta ERO parece
estimular a liberagdo de ADP, aumentando o recrutamento plaquetario. Além disso,
o O,* parece aumentar a expressdo do CD40L na membrana da plaqueta
(PIGNATELLI et al., 2004). Como mencionado anteriormente, o O,* pode reagir com
NO formando ONOO", reduzindo a biodisponibilidade de NO (OLAS; WACHOWICZ,
2007).
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Para evitar a acdo prejudicial das ERO e ERN, as plaquetas, assim como
outras células, contém mecanismos de defesa antioxidantes enziméticos e néo
enzimaticos (SEDDON et al., 2007). O termo antioxidante se refere a substancias
gque, mesmo em pequenas concentracbes quando comparadas as do substrato
oxidavel, reduzem significativamente ou inibem a oxidacdo de tal substrato
(RIBEIRO et al., 2005).

O mecanismo antioxidante enzimatico inclui as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Ja as vias ndo enzimaticas
sdo formadas pelas vitaminas A, C e E, e pela glutationa (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; MULLER; MORAWIETZ, 2009). A SOD catalisa a conversao
do 0, em H,0,, que, posteriormente, € convertido em agua pela acdo das enzimas
CAT e GPx (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BRUCKDORFER, 2005).

Embora seja bem estabelecida a a¢ao antioxidante dos flavonoides, pouco se
sabe sobre seus efeitos no estresse oxidativo em plaquetas. Um estudo demonstrou
que os flavonoides quercetina e catequinas reduzem o burst oxidativo, inibindo o
aumento do influxo de Ca'*, a ativacdo do inositol e subsequente agregacio
plaquetaria (PIGNATELLI et al.,, 2000). Em modelo animal de hipotireoidismo, o
tratamento com quercetina reverteu 0 aumento da agregacdo plaquetéria e a
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em plaquetas
(BALDISSARELLI et al., 2017). J4 Wang et al. (2015) mostraram que o flavonoide
kaempferol inibiu a fosforilacdo da subunidade p47°" da enzima NADPH oxidase,
assim como diminuiu a producdo de ERO (WANG et al., 2015). Uma reducédo da
producdo de O,* em plaguetas humanas, ndo estimuladas e estimuladas com
trombina, foi observada quando da incubacdo com fracdes fendlicas do fruto da
Hippophae rhamnoides L. Adicionalmente, houve menor dano lipidico, mensurado
pelo conteddo de substancias reativas ao acido tiobarbitrico em plaquetas, sob
estimulo ou ndo (OLAS et al., 2016).
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1.3 Papel dos flavonoides presentes no acai na DCV

A planta Euterpe oleracea Mart., popularmente conhecida como acaizeiro, é
uma Palmacea da familia Aracaceae amplamente encontrada na regido Amazénica,
principalmente nos estados do Para, Amazonas, Tocantins, Maranh&o e Amapa. Os
frutos dessa planta possuem cor violeta, forma arredondada, diametro de cerca de
13,3 mm, pesam aproximadamente 2 g, distribuidos em uma polpa violeta (+ 17%) e
uma semente bege (x 83%) (Figura 7) . A polpa do fruto do acai é comumente

consumida no Brasil na forma de suco, sorvete, doces (NASCIMENTO, 2008).

Figura 7 - Foto da palmeira Euterpe oleracea Mart. (acaizeiro)

Fonte: Disponivel em: https://www.sitiodamata.com.br/acai-precoce-brs-para-euterpe-oleracea/ Acesso
em 14 abr. 2018.

A maioria dos estudos farmacolégicos sobre a polpa do acai comecou no
inicio dos anos 2000 e se concentrou principalmente na sua composi¢cao quimica e no
seu efeito antioxidante (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004; LICHTENTHALER et al.,
2005; SCHAUSS et al., 2006; DE MOURA; RESENDE, 2016). Analises quimicas do
acai mostraram que tanto a polpa quanto a semente s&o ricas em polifendis. Na
polpa, por meio de analises cromatograficas, foi demonstrada a presenca de
guantidade significativa de flavonoides, com predominio das antocianinas do tipo
cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo. Também foram identificados o acido
protocatecuico e a epicatequina (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004; SCHAUSS et al.,
2006). Diferentemente da polpa, a andlise quimica do ASE mostrou a presenca

predominante de catequina, epicatequina e proantocianidinas poliméricas e
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oligoméricas (RODRIGUES et al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2015). Além disso,
estudos demonstraram que o caro¢o apresenta conteudo polifendlico mais expressivo
gue a polpa (ROCHA et al, 2007).

Diversos estudos demonstram os efeitos benéficos do acai no tratamento e
na prevengado de DCV. No entanto, poucos estudos foram realizados em humanos.
O primeiro deles trata-se de um estudo piloto que buscou investigar o efeito da polpa
do acai sobre os marcadores de desordem metabdlica em 10 sujeitos com
sobrepeso. Esses pacientes ingeriram 100 g dessa fruta, duas vezes ao dia, durante
um més. Apdés o tratamento foi observado uma reducdo nos niveis de glicose,
insulina, colesterol total, lipoproteinas de baixa densidade (LDL), na razdo do
colesterol total pelas lipoproteinas de alta densidade (HDL), além de reducdo nos
niveis de glicose pds-prandial (UDANI et al., 2011). Recentemente, Algurashi et al.
(2016) investigaram o efeito agudo do consumo da polpa do acai em homens com
sobrepeso. Os resultados apontaram uma melhora na funcdo vascular, avaliada pela
dilatacéo fluxo-mediada da artéria braquial, medida 2 e 6 horas depois da refeicdo, e
reducdo no estresse oxidativo, observada pela reducéo total de peréxido no plasma
(ALQURASHI et al., 2016).

Em modelo animal, diferentes estudos mostraram que ratos submetidos a
uma dieta rica em gordura, quando tratados com a polpa, 6leo ou com o ASE,
obtiveram uma reducéo nos niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL, melhora
nos niveis de HDL e niveis aterogénicos, além de apresentarem uma menor
formacdo de placa aterosclerética em suas artérias (DE SOUZA et al., 2012; FEIO et
al., 2012; FARIA E SOUZA et al., 2017a; FARIA E SOUZA et al., 2017b).

O efeito anti-hipertensivo do ASE foi observado pela primeira vez no trabalho
de Rocha et al. (2008). Nesse estudo foi relatado que o tratamento com o ASE
reduziu a pressdo arterial em diferentes modelos experimentais de hipertenséo,
sugerindo ainda que isso tenha ocorrido devido as ac¢bOes antioxidantes e
vasodilatadoras do acai (ROCHA et al., 2008). Essa mesma autora, no ano anterior
ja havia mostrado o efeito vasodilatador dependente do endotélio do ASE, sugerindo
a participagdo da via NO/GMPc nas ac¢les cardioprotetoras do acai (ROCHA et al.,
2007). Em 2012, da Costa et al. mostraram que esse composto também preveniu a
disfuncdo endotelial e reduziu os niveis de renina em ratos com hipertensdo
renovascular (DA COSTA et al., 2012). Essa diminuicdo nos niveis de renina

também foi observada por Bem et al. (2014) em ratos submetidos a restricdo
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proteica e tratados com ASE. A renina é um componente chave do sistema renina-
angiotensina que tem como principal funcdo a regulacdo da pressao arterial. Esse
mesmo estudo também constatou que esse tratamento protegeu 0s animais contra a
hipertensdo na idade avancada, estresse oxidativo, alteracdes funcionais e
estruturais renais (BEM et al., 2014). Em 2015, Morsy et al. mostraram que 0 extrato
do acai, de forma dose-dependente, foi capaz de atenuar a leséo renal induzida por
isquemia/reperfuséo (EL MORSY et al., 2015).

Além da hipertensdo, o ASE também se mostrou benéfico em um modelo
experimental de infarto agudo do miocardio. Em um modelo de ligadura da artéria
coronéria descendente anterior esquerda, o ASE preveniu a intolerancia ao esforco,
hipertrofia cardiaca e fibrose ventricular esquerda, caracteristicas do infarto
(ZAPATA-SUDO et al., 2014).

A atividade farmacoldgica antioxidante do acai também foi observada em
diversos estudos e pode ser devido a eliminacdo direta de radicais livres
(“scavenging”), diminuicdo da atividade de enzimas enddgenas produtoras de ERO
e/ou aumento da atividade de enzimas antioxidantes (DE MOURA; RESENDE,
2016). Em 2012, da Costa et al. mostraram o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD, catalase e GPx, e da expressao da SOD, em ratos hipertensos
tratados com ASE, além de reducdo no dano oxidativo estimado pela da
peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas (DA COSTA et al., 2012). Oliveira
et al. (2010) constataram que o ASE preveniu o aumento de malondealdeido e dano
proteico em ratos submetidos a uma dieta rica em gordura (DE OLIVEIRA et al.,
2010). A reducdo do estresse oxidativo também foi observada em ratos adultos
submetidos a restricdo proteica materna durante a gravidez (BEM et al., 2014).

Considerando os importantes efeitos dos flavonoides sobre a funcéo
plaguetaria e o potencial do acai na prevencao e no tratamento de DCV, pode-se
hipotetizar que os beneficios do ASE podem estar relacionados com a modulagéo da
funcdo plaquetaria. No entanto, até o momento, a acdo do agai sobre a funcgéo

plaquetéaria nao foi investigada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos in vitro do ASE sobre a funcéo plaquetéria de individuos

saudaveis, bem como 0s mecanismos moleculares envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

S&o objetivos especificos deste trabalho determinar os efeitos do ASE sobre:

a) a agregacao plaquetaria induzida por colageno, ADP e trombina;

b) a atividade da enzima éxido nitrico sintase;

C) a expressao das enzimas Oxido nitrico sintases endotelial, ERK, JNK e Akt;

d) os niveis intraplaquetarios de GMPc e AMPc;

e) a atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selec¢éo dos individuos

Participaram do estudo 15 homens jovens aparentemente saudaveis entre 20
e 40 anos de idade. Foram considerados critérios de exclusdo: qualquer doenca de
diagndstico conhecido, tabagismo, dislipidemia, sobrepeso ou obesidade, uso de
medicamentos antiplaquetéarios e/ou anti-inflamatérios nas duas semanas anteriores
a coleta de sangue e transfuséo recente de sangue e/ou derivados. A participacao
no estudo foi voluntaria e somente se deu apds o consentimento por escrito dos
participantes (Anexo A). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ (CAAE 69677817.0.0000.5259) (Anexo
B).

3.2 Coleta de sangue e avaliacao laboratorial

Apoés jejum de 12 horas, o sangue foi coletado por venopuncdo em tubos
contendo o anticoagulante apropriado para cada um dos experimentos (EDTA para o
hemograma e ACD ou citrato de sddio 3,8% para os experimentos com plaquetas)
ou sem anticoagulante e com ativador de coagulo para obtencdo de soro para
analises bioquimicas de rotina.

Os dados clinicos dos participantes do estudo foram obtidos utilizando-se a
ficha de dados apresentada no Apéndice. As avaliacbes bioquimicas e
hematologicas foram realizadas no Laboratério Central do Hospital Universitario
Pedro Ernesto (HUPE).
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3.3 Preparo do ASE

O ASE foi gentilmente cedido pelo Professor Dr. Roberto Soares de Moura,
gue obteve os frutos da planta Euterpe oleracea Mart. pela Universidade Federal do
Para. Apés a lavagem, aproximadamente 200 g do caroco do acai foram separados
da casca, triturados, embebidos em 400 mL de agua destilada e fervidos por cinco
minutos. ApoOs o resfriamento, foi adicionado 400 mL de etanol. O extrato
hidroalcodlico foi guardado em geladeira durante 10 dias e agitado periodicamente
por 2 a 4 h. Depois desse periodo, o extrato foi filtrado em papel de filtro tipo xarope
e, posteriormente, em papel de filtro tipo Whatman nimero 1. O etanol foi evaporado
a baixa pressao na temperatura de 50° a 60°C. O residuo foi liofilizado e mantido a -
20°C até o uso. Finalizado o preparo, o contetdo de polifendis foi medido por Folin
Ciocalteau e seu potencial vasodilator verificado através da reatividade vascular.
Essas medidas foram utilizadas como controle de qualidade e viabilidade do extrato
para a posterior utilizacdo (ROCHA et al., 2007).

Foram preparadas solucdes estoque de ASE nas concentracdes de 1000,
5000, 10000 pg/mL utilizando agua destilada como diluente. As solucbes ficaram

armazenadas no freezer -20°C até o momento do uso.

3.4 Agregacao plaquetaria

3.4.1 Agregacédo plaguetaria em plasma rico em plaguetas

O sangue coletado, anticoagulado com citrato de sodio a 3,8%, foi
centrifugado (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Alemanha) a 200 g por 15 minutos em
temperatura ambiente, para obtengcédo do plasma rico em plaqueta (PRP). O plasma
pobre em plaquetas (PPP) foi obtido por centrifugacdo de 800 g por 10 minutos
(Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Alemanha). A concentracdo plaquetaria do PRP foi
ajustada com o PPP para uma contagem constante de 1,5 x 10%/mL. A agregacao

plaquetéaria foi induzida por diferentes agonistas, conforme a seguir, na auséncia e
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na presenca de ASE e monitorada por 8 minutos em um agregdbmetro optico de 4
canais (Chrono-Log, EUA):
a) Colageno (4 ug/mL; Chrono-Log, EUA) — o PRP foi pré-incubado com
10, 50 e 100 pg/mL de ASE por 15 minutos.
b) ADP (10 uM; Chrono-Log, EUA) — o PRP foi pré-incubado com 10, 50 e
100 ug/mL de ASE por 15 minutos.
c) Trombina (0,4 U /mL; Cayman Chemical, EUA) — o PRP foi pré-
incubado com 50 e 100 pg/mL de ASE por 15 minutos.

Para investigar se o NO estaria envolvido nas acdes do ASE sobre a
agregacdo plaquetaria, esta foi realizada na presenca de N°®-monometil-L-arginina
(L-NMMA; Sigma, EUA) (0,1 mM) uma vez que compete com a L-arginina pelo
transportador e pela enzima NOS. O L-NMMA foi adicionado ao plasma rico em
plagquetas 20 minutos antes da incubacdo com ASE.

Os testes foram realizados a 37°C, numa velocidade de rotagdo de 900 rpm.

A agregacao maxima foi expressa em percentual.

3.4.2 Agregacao plaquetaria em sangue total

O sangue coletado anticoagulado com citrato de sddio a 3,8% foi diluido em
solucdo salina (0,9%, 1:1) e pré-incubado por 15 minutos com ASE (50 e 100
ug/mL), além da condicdo basal. Similarmente a agregacdo em PRP, o L-NMMA (0,1
mM) também foi adicionado a cada uma dessas condi¢bes. Posteriormente, a
agregacdo foi induzida por colageno (4 pg/mL) e monitorada por 8 minutos
(Agregdbmetro 560CA, Chrono-log, EUA). Os testes foram realizados a 37°C numa

velocidade de rotacdo de 1200 rpm. A agregacdo maxima foi expressa em ohms.
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3.5 Isolamento e preparo da suspenséao de plaguetas

O preparo da suspensédo de plaguetas descrito a seguir foi realizado para os
experimentos da atividade da NOS, GMPc, AMPc, Western blotting e ensaios
antioxidantes.

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncéo e transferidas para
tubos de polipropileno, onde o sangue foi misturado com anticoagulante ACD (73,7
mM &cido citrico, 85,9 mM citrato de sodio e 111 mM glicose). Todas as etapas de
isolamento e preparo das plaguetas foram realizadas em temperatura ambiente. A
primeira centrifugagdo das amostras foi realizada durante 15 minutos a 200 g
(Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Alemanha), para obtencdo do PRP. Em seguida, o
PRP foi transferido para tubos de polipropileno e centrifugado a 900 g (Centrifuge
5804 R, Eppendorf, Alemanha) por 10 minutos. O sobrenadante foi, entéo,
descartado e as plaquetas ressuspensas em solucédo Krebs (mM) (119 NacCl, 4,6 KCI
, 1,5 CaCl,, 1,2 NaH,POy4, 1,2 MgCl,, 15 NaHCOg3 e 11 glicose, pH 7,4) .

3.6 Mensuracdo da atividade da 6xido nitrico sintase plaquetaria

As plaquetas ressuspensas em solucéo Krebs (500 uL) foram pré-incubadas
com 50 ug/mL ou 100 ug/mL de ASE por 15 minutos para posterior mensuracéo da
atividade da NOS. A atividade desta enzima foi avaliada pela conversdo de L-[*H]-
arginina em L-[*H]-citrulina. A L-[*H]-arginina (0,01 M) foi adicionada & suspens&o de
plaguetas, seguida de incubacéo por 45 minutos a 37°C. A reacéo foi interrompida
por rapida centrifugacdo (20800 g, 1 minuto) (Centrifuge 5417 C, Eppendorf AG,
Alemanha) e posterior lavagem com solucdo de Krebs. As plaquetas foram lisadas
com Triton X-100 e transferidas para uma coluna contendo a resina Dowex. A L-[>H]-
citrulina foi removida para tubos de cintilagdo, o liquido cintilante adicionado e a
radioatividade contada (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Counter Inc.,
California, EUA) .
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3.7 Mensuracdo intraplaguetéaria de GMPc e AMPc

A suspensdo de plaquetas (500 ulL) foi pré-incubada por 15 minutos na
auséncia (condicdo basal) e na presenca de ASE (50 e 100 ug/mL). Em seguida,
200 uM de IBMX (inibidor de fosfodiesterase) foi adicionado a amostra e, apds 30
minutos, a reacao foi interrompida ao adicionarmos 500 L de acido perclérico (3M).
A solucdo foi submetida ao banho de ultrassom (MaxiClean 1400, Unique, S&o
Paulo, Brasil) por 15 minutos e mergulhada no nitrogénio liquido (para a lise de
plaguetas). Em sequéncia, a amostra foi centrifugada (Centrifuge 5804 R,
Eppendorf, Alemanha) a 20800 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e estocado a -80°C (Thermo Scientific Forma 900 series, EUA),
até a leitura por um ensaio enzimatico utilizando o método ELISA (Kit Cayman -
Michigan, EUA) .

3.8 Extracdo de proteinas e western blotting

Foram avaliadas a expressdo das enzimas eNOS, Oxido nitrico sintase
endotelial fosforilada (p-eNOS) , ERK, quinase regulada por sinal extracelular
fosforilada (p-ERK), quinase c-Jun N-terminal fosforilada (p-JNK), Akt, proteina
quinase B fosforilada (p-Akt). A suspensédo de plaguetas foi previamente incubada
com ASE nas concentragbes de 50 ou 100 pg/mL durante 15 minutos. Em seguida,
adicionaram-se 10 pL do coquetel de inibidores de protease (p8340-Sigma) e 10 uL
do coquetel de inibidores de fosfatase (p0044-Sigma), 200uL de tampéao de extracao
de proteinas, e 50 uL de EDTA (100mM). As amostras foram rapidamente
congeladas com nitrogénio liquido e, apés o descongelamento, foram colocadas em
banho de ultrassom (MaxiClean 1400, Unique, Sdo Paulo, Brasil) por 15 minutos. A
remocgéao de debris celulares foi realizada depois de centrifugacao (Centrifuge 5417
C, Eppendorf AG, Alemanha) a 20800 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
armazenado no freezer -80°C (Thermo Scientific Forma 900 series, EUA) até a sua

utilizacao.
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Os ensaios de western blotting foram realizados com 20 ug de proteina dos
lisados de plaguetas suspensos em tampdo NUPAGE LDS, ap6s desnaturagcdo das
proteinas por incubacéo a 70°C (Tchne Dri-Block CB-3D, Sigma Chemical, St. Louis,
EUA) por 10 minutos.

As proteinas foram fracionadas por eletroforese (200 V, 200 mA, 60 min) em
gel Stain Free™ 10% ou 12% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), utilizando-se tamp&o
de corrida [concentrado 5 x (250 mM MOPS, 250 mM Tris; 5 mM EDTA, 17,3 SDS)],
e transferidas (15 V, 328 mA, 45 min) para membranas de PVDF (Invitrogen,
Califérnia, EUA) em tampao de transferéncia (48 mM Tris, 39 mM Glicina, 1,3 mM
SDS).

Foram utilizados anticorpos eNOS (610297, BD Biosciences, Califérnia, EUA),
p-eNOS (S1177, Cell signaling technology, Massachusetts, EUA), p-JNK (SC-6254,
Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA), Akt (SC-8312, Santa Cruz
Biotechnology, Califérnia, EUA) e p-Akt (SC-33437, Santa Cruz Biotechnology,
Califérnia, EUA) na concentracdo 1:1000, ja as proteinas ERK (SC-135900, Santa
Cruz Biotechnology) e p-ERK (SC-16982, Santa Cruz Biotechnology, California,
EUA) na concentracdo 1:500. O gel ativado por exposicéo a ultravioleta no aparelho
Bio-Rad ChemiDoc MP imager foi utilizado como controle de quantidade de proteina
nas amostras. O Full-Range Rainbow™ Molecular Weight Marker (GE Healthcare,
EUA) foi usado como padréo de peso molecular. O procedimento empregado para
deteccdo das bandas foi a incubacdo com ECL (Bio-Rad, Clarity Max, California,
EUA). As intensidades das bandas foram normalizadas para a intensidade das
bandas do gel por analise densitométrica.

A quantificagéo das imagens foi realizada com o programa Adobe Photoshop
(Adobe Photoshop CS5.1Extended Edition).

3.9 Ensaios antioxidantes

As plaquetas ressuspensas em solucdo Krebs, como ja descrito anteriormente,
foram pré-incubadas com 100 ug/mL de ASE por 15 minutos para posterior

mensuragao da atividade de enzimas antioxidante.
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3.9.1 Mensuracao da atividade da superoxido dismutase

A atividade da SOD foi estimada por um ensaio que determina a habilidade da
enzima de inibir a auto-oxidacao do pirogalol. O principio desse método é baseado
na competicdo entre a auto-oxidacdo do pirogalol pelo O,* e o processo de
“dismutagdo” do O,* em H,0, pela SOD (MARKLUND; MARKLUND, 1974). Uma
vez que nao se pode determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade,
utiliza-se uma unidade relativa. Define-se uma unidade de SOD como a quantidade
de enzima necesséria para causar 50% de inibicdo na auto-oxidacdo do pirogalol.
Para tal, foi feita uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de SOD.

Previamente ao experimento, o volume da amostra foi calculado para conter
200 ug de proteina. Em uma cubeta estrangulada foi adicionado 970 pL Tampéo
Tris-HCI (0,05 M de Tris-HCI + 1 mM de EDTA) e 10 pL de Pirogalol. A oxidacao do
pirogalol forma um produto colorido detectado espectrofotometricamente, através de
uma analise cinética com duracdo de 5 minutos e intervalos de 20 segundos, nhuma
absorbancia de 325 nm. (Genesys™10SUV-Vis Spectrophotometer, EUA).

3.9.2 Mensuracdo da atividade da enzima catalase

A catalase € uma hemeproteina que catalisa a degradacdo do H,O,. Foram
utilizados 200 uL da suspensido de plaquetas em cubetas de quartzo. Em cada
cubeta, foram adicionados 1800 pyL de tamp&o com perdxido de hidrogénio (25 mL
de PBS para 40 pL de H;0;). A leitura foi realizada nos tempos de 0, 30 e 60
segundos, numa absorbancia de 240 nm (Genesys™10SUV-Vis Spectrophotometer,
EUA) (AEBI, 1984).
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3.9.3 Mensuracdo da atividade da enzima glutationa peroxidase

Foram adicionados a uma cubeta 200 pL da suspensédo de plaqueta e 1800
uL de tampéo fosfato (PBS) que contem glutationa reduzida (GSH), glutationa
redutase (GR) e azida sédica (20 mL de tampé&o para 4mL de GSH + 4mL GR + 1mL
de azida so6dica). A amostra foi incubada nesse tampéao por 10 minutos. Apos adicdo
de 200 puL de peréxido de hidrogénio, foi realizada leitura por 5 minutos.

A determinacdo da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de
decaimento da NADPH, determina por espectrofotdmetro, no comprimento de onda
de 340 nm (Genesys™10SUV-Vis Spectrophotometer, EUA) (FLOHE; GUNZLER,
1984).

3.10 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdao da média (EPM).
Para comparacao das diferentes concentragdes do ASE, foi utilizado o teste ANOVA
de uma entrada com medidas repetidas. Em caso de F significativo, foi realizado um
pos -teste de Holm Sidak. Quando apenas uma concentracdo do ASE foi testada, o
teste-t pareado foi aplicado. As premissas para ambos os testes foram testadas
antes da utilizacdo dos mesmos. A significancia estatistica foi considerada quando p
< 0,05. Os célculos estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad
Prism 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao laboratorial

Foram selecionados para o estudo voluntarios aparentemente saudaveis.
Dessa forma, eles apresentavam perfil lipidico, glicémico, estado nutricional e
pressao arterial dentro dos valores de referéncia. A Tabela 1 apresenta os dados
clinicos e laboratoriais desses pacientes (n=15).

Tabela 1 - Dados clinicos e laboratoriais dos voluntarios do estudo

Dados Individuos
Idade (anos) 30,3+7,9
indice de massa corporal (kg/m?) 23,629
Pressao arterial sistélica (mm Hg) 124,0+£8,4
Presséo arterial diastélica (mm Hg) 78,0+ 11,3
Hematdcrito (%) 445+ 2,2
Hemoglobina (g/dL) 152+1,0
Plaquetas (10°/mm?) 201,3+39,8
Leucécitos (10%/mm?) 5767,5 + 1200,2
Creatinina (mmol/L) 1,0+0,2
Acido arico (mg/dL) 51+1,0
Glicose (mg/dL) 80,7+1,7
Colesterol total (mg/dL) 168,1 + 13,0
Colesterol HDL (mg/dL) 62,3+4,72
Colesterol LDL (mg/dL) 915+115
Triglicerideos (mg/dL) 641+17,1

Fonte: A autora, 2018.
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4.2 Agregacdao plaquetéaria em plasmarico em plaquetas

Nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL, o ASE reduziu a porcentagem de
agregacao induzida por colageno (Grafico 1A) e ADP (Grafico 2A). A trombina, além
de estimular a agregacdo plaquetaria, também induz a formacdo do coagulo de
fibrina em plasma rico em plaqueta. O ASE nas concentra¢gdes de 50 e 100 pg/mL
reduziu a formacédo do coagulo e a agregacdo plaquetaria induzidas por trombina
(Grafico 3A). A acdo do L-NMMA diferiu de acordo com o agonista utilizado.
Quando as plaquetas foram estimuladas com colageno, o L-NMMA n&o reverteu 0s
efeitos do ASE (Gréfico 1B e 1C). No entanto, o L-NMMA eliminou a a¢do do ASE
nas concentracbes de 50 e 100 pg/mL em plaguetas ativadas com trombinas
(Grafico 3B e 3C), mas apenas na menor concentracdo em plaquetas estimuladas
com ADP (Gréfico 2B).

Gréfico 1 - Agregacdo plaquetaria em plasma rico em plaquetas, induzida por
coldgeno (n=10). (A) Diferentes concentracbes do ASE, (B) efeito do L-
NMMA sobre a agregacao com 50 pug/mL de ASE, (C) efeito do L-NMMA
sobre a agregacao com 100 pg/mL de ASE
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Legenda: ? Diferente do grupo basal, ® diferente do grupo ASE 10 pg/mL, ¢ diferente do grupo ASE 50
pg/mL (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.
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Gréfico 2 - Agregacao plaquetéaria, em plasma rico em plaquetas, induzida por ADP
(n=10). (A) Diferentes concentracbes do ASE, (B) efeito do L-NMMA
sobre a agregacao com 50 pg/mL de ASE, (C) efeito do L-NMMA sobre a
agregacdo com 100 pg/mL de ASE
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Legenda: ? Diferente do grupo basal, ® diferente do grupo ASE 10 pg/mL, ¢ diferente do grupo ASE 50
pg/mL (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.
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Gréfico 3 - Agregacao plaquetaria, em plasma rico em plaguetas, induzida por
trombina (n=8). (A) Diferentes concentracdes do ASE, (B) efeito do L-

NMMA sobre a agregacdo com 50 pg/mL de ASE, (C) efeito do L-
NMMA sobre a agregacdo com 100 pg/mL de ASE
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Legenda: ? Diferente do grupo basal, ® diferente do grupo ASE 10 pg/mL, ¢ diferente do grupo ASE 50
pg/mL (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.

4.3Agregacdao plaquetaria em sangue total

A concentracdo de 100 ug/mL de ASE reduziu a agregacdo plaquetéria
realizada em sangue total induzida por colageno. O L-NMMA nao interferiu na
agregacdo em nenhuma das concentracdes de ASE utilizadas (Grafico 4).
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Gréfico 4 - Agregacao plaquetéria em sangue total, induzida por coldgeno (n=8). (A)
diferentes concentragcbes do ASE, (B) efeito do L-NMMA sobre a
agregacdo com 50 pg/mL de ASE, (C) efeito do L-NMMA sobre a
agregacdo com 100 pg/mL de ASE
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Legenda: ® Diferente do grupo basal (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.
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4.4 Mensuracgao da atividade da 6xido nitrico sintase plaquetaria

A atividade da NOS plaquetaria, avaliada através da producgéo de L-citrulina,

ndo se mostrou alterada ap0ds a incubagdo com as diferentes doses de ASE testadas
(Gréfico 5).

Grafico 5 - Atividade da enzima Oxido nitrico sintase em plaquetas (n=10)
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Fonte: A autora, 2018.

4.5 Mensuracédo do GMPc

Houve um aumento significativo nos niveis de GMPc em plaguetas que foram

previamente incubadas com ASE nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Niveis intraplaquetarios do GMPc (n=12)
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Legenda: ® Diferente do grupo basal (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.

4.6 Mensuracédo do AMPc
Plaquetas incubadas com ASE nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL

apresentaram niveis intraplaquetarios de AMPc significativamente mais elevados,
quando comparado ao grupo controle (Grafico 7).

Gréfico 7 — Niveis intraplaquetérios do AMPc (n=12)
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Legenda: ® Diferente do grupo basal (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.
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4.7 Expressado plaquetéria das enzimas eNOS, p-eNOS, ERK, p-ERK, p-JNK,
Akt, p-Akt

As diferentes concentracdes de ASE testadas n&o alteraram a expressao
plaguetaria da enzima eNOS em sua forma total (Grafico 8A) e p-eNOS (Gréfico 8B),
nem na razéo entre elas (p-eNOS>*™"7/eNOS total) (Gragico 8C). Da mesma forma,
a enzima ERK na sua forma fosforilada (p-ERK™ 202T" 204 (Grafico 9A) e total (ERK
total) (Grafico 9B), e razdo entre elas (Grafico 9C) ndo sofreram alteragcdo quando
incubadas com ASE. A expressdo da enzima Akt em sua forma fosforilada (p-
Akt (Grafico 10A) e total (Gréafico 10B) também foi avaliada, bem como a razéo
entre elas. Nao houve diferenca significativa em nenhuma das condi¢des estudadas
(Gragico 10C). A expressdo da enzima JNK em seu estado fosforilado (p-

INKT83TY8%) também néo diferiu apés a incubagio com ASE (Gréfico 11A).
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Gréfico 8 — Expressao plaquetéria da enzima (A) eNOS total, (B) p-eNOS®*™"" (C)
p-eNOS*"*"7/eNOS total. (D) Imagens ilustrativas das expressées
enzimaticas por western blotting e gel Stain Free™ (n=6)
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Grafico 9 — Expressao plaquetaria da enzima (A) ERK total, (B) p-ERK ™" 202/Tyr 204

(C) p-ERK ™" 202y 204/F RK total. (D) Imagens ilustrativas das expressoes
enzimaticas por western blotting e gel Stain Free™ (n=6)
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Gréfico 10 — Expressdo plaquetaria da enzima (A) Akt total, (B) p-Akt>™", (C) p-
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4 8Ensaios antioxidantes

4.8.1 Mensuracao da atividade da superdxido dismutase

Plaquetas pré-incubadas com ASE (100 ug/mL) apresentaram uma menor
atividade da enzima SOD (Gréafico 12).

Grafico 12 - Atividade da enzima SOD em plaquetas (n=12)
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Legenda: ® Diferente do grupo basal (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.

4.8.2 Mensuracdo da atividade da enzima catalase

Foi possivel observar uma diminuicdo na atividade da enzima catalase

quando as plaquetas foram previamente incubadas com ASE (100 ug/mL).
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Gréfico 13 - Atividade da enzima catalase em plaquetas (n=12)
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Legenda: ® Diferente do grupo basal (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2018.

4.8.3 Mensuracdo da atividade da enzima glutationa peroxidase

A atividade da enzima GPx nao foi alterada na presenca de ASE (100 ug/mL)
(Gréfico 14).

Grafico 14 - Atividade da enzima GPx em plaquetas (n=12)
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Fonte: A autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou, pela primeira vez, a acdo do ASE em plaquetas
de individuos saudaveis, visando contribuir para uma melhor compreenséo sobre o
papel cardioprotetor dos flavonoides presentes no acai. Os principais resultados
desta tese demonstraram que o ASE promoveu inibicdo da agregacao plaquetaria,
com aumento dos nucleotideos ciclicos GMPc e AMPc.

A agregacdo plaquetaria em PRP, induzida pelos agonistas colageno,
trombina e ADP, foi inibida pelas concentracdes de 50 e 100 ug/mL de ASE, mas
apenas a maior concentracado reduziu a agregacao em sangue total (estimulada por
colageno). Ao estudar o sangue total, o efeito do ASE n&o € exclusivo sobre as
plaguetas, uma vez que o0 mesmo € composto pelos demais elementos figurados do
sangue além do plasma. Assim, concentracfes maiores de ASE podem ser
necessarias para inibir a agregacao plaquetaria em sangue total. Ha evidéncias de
efeitos de flavonoides sobre eritrocitos (BREINHOLT et al., 1999) e cultura de
mondcitos e macréfagos (MATHEUS et al., 2006), o que poderia resultar em uma
menor fracdo de compostos polifendlicos disponiveis para atuar sobre as plaquetas.
Em cultura de monécitos e macréfagos, um extrato composto por diferentes partes
do acaizeiro inibiu a producéo de NO, estimado pela concentragédo de nitrito e pela
expressao da iINOS (MATHEUS et al., 2006). As plaquetas, como mencionado na
revisdo de literatura, podem sofrer acdo do NO produzido por células adjacentes.
Como exemplo, um estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou que o NO
produzido pelos neutréfilos é capaz de inibir a agregacéo plaquetaria (ABRANTES et
al., 2015). Assim, esse efeito inibitorio sobre a producdo de NO por mondcitos pode
atenuar a inibicdo da agregacdo plaquetéria pelo ASE em sangue total. J& foi
descrita a acdo de diferentes flavonoides sobre os eritrOcitos, sendo mais um
possivel avo de agcdo do ASE (BREINHOLT et al., 1999).

Como uma das principais vias inibitérias em plaquetas é representada pela
via NO/GMPc/PKG e um estudo prévio evidenciou a participacdo do NO na acdo
vasodilatadora do ASE (ROCHA et al., 2007), foram mensurados a atividade e a
expressdo da enzima NOS, os niveis intraplaquetarios de GMPc e a agregacéo
plaguetaria na presenca do inibidor L-NMMA. A sintese do NO ocorre a partir do
aminoacido L-arginina pela acdo enzima NOS, havendo concomitante producdo



60

equimolar de L-citrulina (MONCADA; HIGGS, 1993). Como o NO € um gas de meia
vida curta (MONCADA et al., 1988) e, portanto, de dificil mensuracdo, sua
quantificacdo foi feita de maneira indireta através da producéo L-citrulina. O ASE
nao alterou a producdo de L-citrulina plaquetaria em nenhuma das concentracfes
testadas. Logo ndo houve diferenca na producdo de NO. Também néo foi
observada alteragéo na fosforilacdo da enzima eNOS, sugerindo que a mesma nao
foi ativada pelo ASE. Similarmente, da Costa et al. (2017) evidenciaram que a
expressdo da eNOS permaneceu inalterada em ratos saudaveis que receberam
tratamento cronico com ASE. No entanto, o ASE restaurou a expressdo desta
enzima nos animais hipertensos. Dessa forma, é possivel que o ASE apenas
estimule a atividade da NOS quando a mesma se encontra prejudicada.

Na agregacao plaquetaria, a presenca do analogo da L-arginina, o L-NMMA,
inibidor tanto do transporte de L-arginina quanto da atividade da enzima NOS (DE
MEIRELLES et al., 2007; MATSUURA et al., 2012) , foi capaz de eliminar apenas
parcialmente os efeitos inibitérios do ASE sobre a agregacdo plaquetaria.
Observamos uma variacdo no padrdo de resposta ao L-NMMA com os diferentes
agonista utilizados e condicdo de andlise (sangue total/PRP), o que indica o
envolvimento de outras vias nas acdes do ASE sobre as plaquetas.

Embora a producdo de NO tenha permanecido inalterada, os niveis
intraplaquetarios de GMPc apresentaram-se aumentados quando da incubacao com
ASE nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Possivelmente, o ASE aumenta a
biodisponibilidade do NO, ao reduzir as concentragdes intracelulares de O,*. J& foi
demonstrado que os flavonoides possuem a capacidade de inibir a sintese de O,*
e/ou inativa-lo (atuando como antioxidante ndo enzimatico) (FERGUSON, 2001).
Dessa forma, uma menor concentracdo O,* estaria disponivel para reagir com NO e
formar ONOO’, permitindo uma maior ativacdo da enzima GC. Assim, o ASE nao
estaria estimulando o aumento da producdo de NO e sim impedindo que ele seja
degradado, o que justificaria a diminuigdo da agregacao plaquetéaria na presenca de
ASE mesmo com a producdo de NO em concentracdes iguais a condi¢cdo basal.

Até onde temos conhecimento nenhum outro estudo com acai mensurou 0s
niveis intraplaquetarios de GMPc. Porém, estudos dosaram os niveis de GMPc em
células endoteliais estimuladas com diferentes flavonoides como procianidina C1,
glabidina, quercetina, catequina e observaram um elevacdo em seus valores,

indicando que o efeito vasodilatador mediado por esses compostos esta associado a
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via NO/GMPc (BENITO et al., 2002; BYUN et al., 2014; CHANDA et al., 2016), assim
como demonstrado com o acai (ROCHA et al., 2007).

Um importante inibidor plaquetéario produzido pelo endotélio, além do NO, é a
PGl, (RADOMSKI et al., 1987). O ASE também ocasionou aumento dos niveis de
AMPc nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Efeito semelhante foi encontrado com
o fitoestrégeno 8-prenilnaringenina, composto rico em polifendis, que foi capaz de
aumentar os niveis intraplaquetarios de AMPc e GMPc (DI VITO et al., 2012). A
elevacdo dos niveis de nucleotideos ciclicos pode ser resultante da inibicdo da sua
degradacdo pelas fosfodiesterases (PDE) e/ou do aumento da sua sintese. As
plaguetas humanas apresentam trés isoformas distintas de PDE: PDE2, PDE3 e
PDES5, sendo as PDE3 e PDES5 as principais isoformas que hidrolisam AMPc e
GMPc, respectivamente (ITO et al.,, 1996; WILSON et al., 2008). Previamente, foi
evidenciada acao inibitéria da catequina, um dos flavonoides mais abundantes no
ASE, sobre PDE 3 e 5 em homogenato de pulmdo bovino (RUCKSTUHL et al.,
1979).

As acdes inibitérias do ASE sobre as plaquetas podem ser resultantes de
suas propriedades antioxidantes, via inibicdo da sintese de ERO e/ou inativacdo das
mesmas direta ou indiretamente, através da estimulacdo da atividade de enzimas
antioxidantes. De acordo com Ferguson et al. (2001), provavelmente, a principal
atividade antioxidante atribuida aos polifendis € a sua habilidade de neutralizar
diretamente as ERO (FERGUSON, 2001). No presente estudo, foi demonstrado que
0 ASE induziu a reducao da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT.
Resultados semelhantes foram encontrados em ratos que receberam por gavagem,
durante 14 dias consecutivos, seis tipos de flavonoides. A crisina, quercetina e
genisteina foram capazes de reduzir a atividade das enzimas catalase, GPx e
glutationa redutase em hemécias. Ja a enzima SOD foi inibida apenas pela
genisteina. Ao final de seu estudo, o autor sugere que a reducdo na atividade
enzimatica tenha ocorrido devido a uma melhora no estado antioxidante desses
animais, pois a capacidade inibitéria do flavonoide foi diretamente proporcional a sua
atividade antioxidante (BREINHOLT et al., 1999). Da mesma forma, o ASE pode ter
melhorado o estado antioxidante das plaquetas, reduzindo a quantidade de O,*, o
que vai de encontro com nossos resultados em relacdo aos niveis de NO e GMPc.
Por outro lado, em modelo de hipertensao 2 rins- 1 clipe em Wistars, o tratamento

com ASE promoveu aumento da atividade destas mesmas enzimas em homogenato
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de leito arterial mesentérico, em relacdo aos animais néo tratados com ASE (DA
COSTA et al.,, 2012). Similarmente, o ASE restaurou a atividade hepatica das
enzimas antioxidantes SOD e CAT em modelo animal submetido a dieta hiperlipidica
(C57BL/6) (DE OLIVEIRA et al., 2015), bem como em homogenato de rim obtido
através de modelo animal de diabetes e de hipertensdo espontanea (DA SILVA
CRISTINO CORDEIRO et al., 2018). Cabe ressaltar que o aumento da atividade das
enzimas antioxidantes foi observado em estudos onde ja havia um contexto de dano
oxidativo estabelecido, verificado pela quantificacdo de malondialdeido e
carbonilacdo de proteinas (DA COSTA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2015).
Portanto, os flavonoides presentes nessa planta foram capazes de reverter esse
problema aumentando a atividade das enzimas antioxidantes.

Além de ativar vias inibitérias da plaqueta, o ASE pode exercer seus efeitos
através do bloqueio de vias envolvidas na estimulacdo destes fragmentos celulares.
A fosforilagdo das quinases Akt, JNK e ERK em plaquetas, que regulam muitas vias
de sinalizacéo ativadas pelos receptores de colageno e trombina (p.ex.: a secrecao
de granulos da plagueta) (SONG et al., 2014), foi avaliada em estudos com outras
fontes de flavonoides, mas ndo com ASE. Em humanos, os flavonoides encontrados
em frutas citricas tangeritina e nobiletina inibiram a agregacdo, a mobilizacdo de
calcio intracelular e a secrecdo de granulos, com aumento dos niveis de GMPc,
aumento da fosforilagdo da VASP e inibicdo da fosforilacdo da Akt (VAIYAPURI et
al., 2013; VAIYAPURI et al., 2015). O fitoestrogénio 8-prenilnaringenina também
inibiu a fosforilagdo da Akt, bem como da ERK em plaquetas humanas (DI VITO et
al., 2012). J4 a fosforilacdo da JNK, foi inibida em macrofagos peritoneais de ratos e
macréfagos RAW 264.7 pela velutina, Unica flavona presente na polpa do acai (XIE
et al., 2012). Entretanto, no presente estudo, a fosforilagdo da Akt, ERk e JNK néo
foi alterada pelo ASE. As divergéncias entre esses resultados podem ser atribuidas
aos diferentes tipos de flavonoides e células testados.

Outra importante via de atuagdo dos flavonoides é a via do AA (CORVAZIER,;
MACLOUF, 1985) ao diminuir a producdo de TxA,, por inibir a COX-1 (LANDOLFI et
al.,, 1984) e a PLA, (NANDA et al., 2007), e/ou atuando como antagonistas do
receptor de TxA, (GUERRERO et al., 2005). In vitro, foi demonstrada que o extrato
da polpa e da casca do acai inibe tanto a COX-1 quanto a COX-2, com maior
capacidade inibitéria sobre a COX-1 (SHAUSS et al., 2006). Portanto, é possivel que
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essa seja mais uma via de atuacdo do ASE necessitando ser estuda em plaquetas,

a fim de compreender melhor os mecanismos de acao desse composto.
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CONCLUSAO

Neste trabalho verificamos que o ASE apresenta uma acgédo inibitéria sobre a
agregacao plaquetaria, bem como promoveu aumento dos niveis de AMPc e GMPc.
Portanto, estes achados demonstram que o0 ASE possui propriedades
farmacoldgicas Uteis para um possivel uso terapéutico no tratamento de doencas
cardiovasculares. No entanto, para tal, um melhor entendimento dos mecanismos de

acdo do ASE sobre as plaquetas ainda se faz necesséario.
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APENDICE - Ficha para coleta de dados e anamnese

PROTOCOLO DO LABORATORIO DE TRANSPORTE DE MEMBRANA

DADOS PESSOAIS

Nome Prontuario:
Data de Nascimento / / Idade:  Sexo
Estado Civil Profisséo

Endereco

Cidade Estado Telefone
ANAMNESE

Esta em tratamento médico atualmente? () Sim () Néo
Atividade fisica? () Sim () Nao Tempo:

Esta fazendo uso de alguma medicacéo (antiinflamatdério, antibidtico)?
()Sim ()Nao
Jéa foi operado? () Sim () Nao -Qual(is)?

Fez transfusdo sanglinea recentemente?

Sofre de alguma das seguintes doencas ?

Febre Reumatica: Sim () Néo ()

Problemas Cardiacos (Cardiopatia isquémica, ICC, HAS, protese cardiaca):
Sim () Nao ()
Problemas Hepéticos: Sim () Nao ()
Problemas Renais (IRC): Sim () Nao ()

Problemas Gastricos: Sim () Néo ()

Problemas Respiratérios: Sim () Néo ()

Problemas Alérgicos: Sim () Néao ()

Problemas Articulares ou Reumatismo: Sim () Né&o ()

Problema Sanguineos: Sim () Néo ()
Diabetes: Sim () Néo ()
Tabagismo (atual/ passado- tempo, n° de cigarros/dia): Sim () Né&o ()
Peso: Kg Altura: m IMC: kg/m?

Pressao Arterial: mmHg
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Identificacdo do projeto de pesquisa

Titulo do projeto: Efeitos da Euterpe olereacea Mart. sobre a via L-arginina-NO-
GMPc em plaguetas e sobre o estresse oxidativo.

Pesquisadores participantes: Prof2. Cristiane Matsuura e Prof2. Mariana Siqueira
de Medeiros e Wanda Vianna Mury (aluna de doutorado).

Instituicdo onde sera realizado: Laboratério de Transporte de Membrana,
Departamento de Farmacologia e Psicobiologia, UERJ.

O senhor estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima
identificado. O texto abaixo contém todas as informacdes sobre 0 mesmo.

Natureza da pesquisa. O estudo tem como finalidade verificar os efeitos do extrato
do caroco do acai sobre as plaquetas (“células” do sangue).

Envolvimento na pesquisa. A sua participa¢cdo no estudo envolvera um encontro
com o0s pesquisadores para realizacdo das atividades descritas a seguir. O senhor
tem liberdade de se recusar a participar ou de retirar 0 seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade ou prejuizo. Sempre que
quiser, poderad pedir informacdes adicionais sobre a pesquisa diretamente a
pesquisadora ou ao Comité de Etica em Pesquisa.

Protocolo experimental. Os procedimentos que realizaremos irdo ocorrer em
apenas um dia, de acordo com a sua disponibilidade.

Sera realizada uma coleta de sangue apos 12 h de jejum para exames de sangue de
rotina e para ser utilizado nos experimentos que serdo realizados no laboratério
Transporte de Membrana. Em seguida sera feita a medida de seu peso e de sua
altura. Duracgéo aproximada: 30 minutos.

Riscos e desconfortos. No local de retirada do sangue, o paciente podera sentir
um desconforto ao introduzir a agulha. Aléem disso, pode haver a formacédo de um
leve hematoma (marca roxa) na regido. Os procedimentos adotados nesta pesquisa
obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme
Resolucao no. 466, do Conselho Nacional de Saude de 12 de dezembro de 2012.
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Confidencialidade. Todas as informacdes coletadas neste estudo serdo
confidenciais; porém, poderdo ser utilizadas para fins educacionais e/ou de pesquisa
sem que seu nhome seja identificado.

Informacdes adicionais. Todos os procedimentos séo inteiramente gratuitos e nao
exigirdo vinculo da sua participacdo até o término da pesquisa, ndo prevendo
também qualquer tipo de remuneracdo ou recompensa pela sua participacdo no
estudo. O paciente ndo precisara consumir 0 agai, uma vez que soO sera usado nas
plaguetas obtidas apds a coleta de sangue.

Declaro que li ou que alguém leu para mim todas as informagfes contidas
neste termo de consentimento livre e esclarecido. As informacdes presentes neste
documento foram explicadas para mim e tive a oportunidade de esclarecer minhas
davidas. Minha assinatura ou impressao digital abaixo indica que concordo em
participar do projeto descrito neste documento. Escrevi pessoalmente meu nome em
letra de forma, além de assinar e datar as duas vias deste termo de consentimento,
ou uma testemunha escreveu meu nome e dataram as duas vias deste termo de
consentimento para que depois eu fornecesse minha impressao digital. Eu guardarei
uma delas e o médico do estudo guardara a outra nos seus arquivos.

Nome do Participante Assinatura do Participante Data
(em letra de forma)

De acordo com meus conhecimentos, declaro que ofereci explicacdes
completas e detalhadas do estudo ao participante que assinou este termo de
consentimento; ele, por sua vez, teve a oportunidade de esclarecer suas duvidas
referentes ao conteddo deste termo de consentimento e a participacdo neste estudo
de pesquisa.

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador Data

(em letra de forma)

Pesquisadora responsavel: Profa. Cristiane Matsuura

Endereco: Blvd. 28 de setembro, 87, fundos, 5° andar, sala 1, Vila Isabel, Rio de
Janeiro, RJ, CEP: 20551-030

Telefone: (21) 2868-8021

E-mail: crismatsuura@yahoo.com.br
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Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto
Endereco: Blvd. 28 de setembro, 77, Vila Isabel, Rio de Janeiro, RJ - Cep 20551-030
Telefone: (21) 2868-8253; Fax: (21) 2264-0853

E-mail: cep-hupe@uerj.br
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ANEXO B — Aprovacédo do Comité de Etica

. v UERJ - HOSPITAL
Lo HI [ __ UNVERSITARIO PEDRO %"ﬁ“ﬂ“
ERNESTO/ UNIVERSIDADE DO

II'b-"ll']_n:l -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos da Euterpe oleracea Mart. sobre a via L-arginina-MO-GMPe & estresse oxidative

am plaquetas
Pesquisador: Cristiana Matsuura
Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 6957TE17.0.0000.5258
Instituigao Proponente: Instituto de Biologia Roberio Alcaniara Gomes - UER

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARC A PESQUISA DD ESTADD DO RIO DE
JANEIRD - FAPER

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 2284 247

Aprasentacio do Projeto:
Continuacio do Parecar: 2. 229 879
Objetivo da Pesquisa:
Continuacio do Parecar: 2.2289 879
Avaliagio dos Riscos @ Beneficios:
Continuagio do Parecaer: 2,228 873
Comentarios e Considerages sobre a Pasquisa:
Continuagio do Parecaer: 2 228 875
Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Foram atendidas as consideracBes do Parecer anterior. Foram avaliadas as informacdes conlidas na
Plataforma Brasil @ as mesmas se ancontram dentro das normas vigenles e sem riscos eminanies aos
participantes envolvidos de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto pode ser realizade da forma como esta apresentado. Diante do exposto @ 4 luz da

Endereco: Avenida 28 de Selembea 77 - Térmeo

Bairma: Via lsabel CEP: 20.551-030
UF: R Municiplo: RID DE JANEIRD
Telefone: [21)2888-8253 E-mail: cep hupe. intemogmail.com

Pilgpeaa 00 di 03
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Continuaio do Farecer. 2,284 247
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&Cam:irrrp

Resolucdo CNS n°4668/2012, o projeta pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Tendo em vista a legislagio vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: Comunicar toda & qualquer

alteragio do projetlo e no termo de consentimento livre e esclarecido, para andlise das mudancas; Informar
imediatamente qualquer evento adverse ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de
Efica solicita a V. 5%, que encaminhe relatérios parciais de andamento a cada 0B (seis) Meses da pesquisa

& ao término, encaminhe a esta comissdo um sumarnio dos resultados do projeto; Os dados individuais de
todas as elapas da pesguisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

drgdos compatentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva Pestagem Autor Situagdo

Infarmachies Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 29/08/2017 Aceilo

|do Prajeta ROJETO BE7154.pef 11:26:15

Outros Carta Coardenador.pdf 29/08/2017 |Cristiane Matsuura Aceito
11:25:26

Projeto Detalhada /| Projeto2_pdf 29/08/2017 |Cristiane Matsuura Aceito

Brachura 11:25:00

i [a]}

TCLE / Tarmos de | TCLEZ pef 29/08/2017 |Cristiane Matsuura Acpito

Assentimento / 11:24:46

Justificativa de

Ausdncia

Outros Declaracao_de_Ciencia_pdf 04/05/2017 |Cristiane Matsuura Aceito
10:47:55

Falha de Rosto Folhaderosta_pdf 20032017 |Cristiane Matsuura Aceito
15:28:45

Cronograma Cronograma.pdf 150272017 | Cristiane Matsuura Aceito
12:36:13

Situacao do Parecar:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mo

Enderege:  Avenida 28 de Selembro 77 - Témeo

Bairra: Vila Isabel
UE: R
Telefone: |21)2868-8253

CEP: 20851030
Municipio: R0 DE JANEIRD

: cep. hupeinfermo@gmail. com

Pigpra [ da O3
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UERJ - HOSPITAL
H r.l:n* H : UNIVERSITARIO PEDRO %ﬁfm
® tiage # ERNESTO/ UNIVERSIDADE DO

Dt g & Panssin 2 584347

RID DE JANEIRO, 19 de Setembno de 2017

Assinado por:
DENIZAR VIANNA ARALLIO
{Coordenador)

Emdoregn: Avenida 28 de Sefembro 77 - Témen

Babrro:  Vila lsabel CEF: 20.551.030

UF: RJ Municipio: RID DE JAMERRD

Telefona: (Z1)2BEB-S253 E-mall: cephupe intermcsfigmail com
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