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RESUMO

SILVEIRA, Rosiane Concei¢do dos Santos Siqueira da. Caracterizacdo quimica do 6leo
essencial de Schinus molle L. e sua propriedade antihemostatica. Seropédica, 2019.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Instituto de Quimica, Departamento Quimica, UFRRJ.

Segundo dados da OMS, 17,7 milhdes de pessoas morrem a cada ano de distdrbios
cardiovasculares, essas doencas trazem grandes preocupacOes para a humanidade, em especial
a trombose, pois é uma das principais patologias associada a doenca cardiaca isquémica,
acidente vascular cerebral isquémico e tromboembolismo venoso. Os 0leos essenciais
possuem grande importancia em desenvolvimento de pesquisas, e ja foram notificados efeitos
sinérgicos com anticoagulantes orais, que indica uma possivel propriedade antitrombotica. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a composic¢do quimica do 6leo essencial de Schinus molle
L. e analisar sua atividade sobre a hemostase. Para a extracdo do 6leo essencial das folhas de
Schinus molle L. foi utilizada a técnica de hidrodestilacdo através do aparelho tipo Clevenger,
e o material obtido foi caracterizado por CG-DIC e CG-EM. Agéo anticoagulante foi
realizada por testes de TTPa e TP, e 0s ensaios de agregacdo plaquetaria foram realizados em
um agregdmetro seguindo o método turbidimétrico, utilizando ADP e colageno como
indutores da agregacdo. ApoOs a analise quimica do 6Oleo essencial foram identificadas 41
substancias, principalmente sesquiterpenos (88,1%), dos quais epi-a-cadinol (22,8%) e v-
cadineno (9,7%) apresentaram maior concentracdo. O 6leo essencial de Schinus molle nédo
apresentou atividade anticoagulante nas concentracdes utilizadas (40, 200 e 400 mg.ml™). A
menor concentracdo do 6leo essencial testada na agregacao plaquetaria (5 mg.ml™), utilizando
ADP como indutor, apresentou maior poder inibitério (80%) e a maior concentracdo (40
mg.ml™) inibiu 48% da ativacdo plaquetaria. Ao utilizar o colageno como indutor, o 6leo
essencial ndo apresentou atividade significativa, assim como ndo mostrou atividade nos
ensaios de coagulacdo, sugerindo que a acdo antihemostatica do 6éleo essencial se destina
especialmente via agregacdo plaguetaria, possivelmente pela inibicdo de receptores da familia
P2, os quais sdo ativados pelo ADP. Esse estudo € capaz de sugerir que o Oleo essencial de
Schinus molle pode ser uma fonte promissora de substancias ativas para terapias curativas
e/ou preventivas inovadoras, em particular contra a trombose. Este é o primeiro relato da acéo
antiplaquetaria do 6leo essencial de Schinus molle.

Palavras chaves: Aroeira; anticoagulante; Antiplaquetaria; Trombose.
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ABSTRACT

SILVEIRA, Rosiane Conceicdo dos Santos Siqueira da. Chemical characterization of
essential oil of Schinus molle L. and its antihemostatic property. Seropédica, 2019.
Dissertation (Master's Degree in Chemistry) - Chemistry Institute, Department of Chemistry,
UFRRJ.

According to WHO data, 17.7 million people die each year from cardiovascular disorders,
these diseases bring great concern to mankind, especially Thrombosis, as it is one of the major
pathologies associated with ischemic heart disease, ischemic stroke and venous
thromboembolism. Essential oils have great importance in the development of research, and
synergistic effects with oral anticoagulants have already been reported, indicating a possible
antithrombotic property. The objective was to evaluate the chemical composition of the
essential oil of Schinus molle L. and to analyze its activity in hemostasis. The essential oil was
extracted from the leaves of Schinus molle by the hydrodistillation technique using the
Clevenger apparatus, and was characterized by CG-DIC and GC-MS. The anticoagulant assay
was performed by aPTT and PT assays. The platelet aggregation assays were performed in
aggregate following the turbidimetric method, using ADP and collagen as an aggregation
inducer. After the chemical analysis of the essential oil, 41 substances were identified, mainly
sesquiterpenes (88,1%), of which epi-a-cadinol (22,8%) and y-cadinene (9,7%) presented
higher concentrations. Essential oil of Schinus molle did not present anticoagulant activity at
the concentration used (40, 200 and 400 mg.ml™). The lowest concentration of essential oil
was evaluated for platelet aggregation (5 mg.ml™), using the ADP inducer, presented higher
inhibitory power (80%) and the highest concentration (40 mg.ml™) inhibited 48% of the
aggregation platelet. When using collagen as an inducer, essential oil did not present
significant activity, suggesting that the anti hemostatic action of essential oil may be related to
the ADP inducer, possibly by the inhibition of P2 family receptors, which are activated by
ADP. This study is capable of suggesting that the essential oil of Schinus molle may be a
promising source of active substances for innovative curative and/or preventive therapies, in
particular against thrombosis. This is the first report of antiplatelet action of Schinus molle L
essential oil.

Keywords: Aroeira; anticoagulant; Antiplatelet; Thrombosis.
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1  INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas é uma pratica historica, mas com
0 surgimento de medicamentos industrializados no século XX esta pratica foi considerada
como atraso tecnologico (TOMAZZONI et al., 2006). Contudo, desde a decada de 90 a
medicina tradicional tem ressurgido em muitos paises, segundo dados da OMS, 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento necessitam da medicina tradicional para seus
cuidados bésicos de saude (BRASIL, 2006).

O ressurgimento da fitoterapia como terapia alternativa pode estar associado ao alto
custo de medicamentos alopaticos e vinculado a medicina moderna, além de ser considerada
pela populacdo como uma forma de tratamento mais saudavel e menos danosa, culturalmente
aceita e de facil acesso para a populacdo se comparado aos medicamentos convencionais.
Atualmente muitos artigos cientificos sdo encontrados na literatura comprovando seus efeitos
benéficos ou toxicos, além disso, os medicamentos fitoterapicos oferecem qualidade,
seguranca e eficacia comprovadas (OMS, 2013; UPTON et al., 2011).

Oleos essenciais ou volateis sdo definidos pela International Standard Organization
(ISO) como produtos obtidos de partes de plantas, extraidos através de destilacdo por arraste a
vapor d’4dgua, bem como produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos.
Geralmente sdo misturas complexas de substancias volateis, odoriferas e liquidas (SIMOES:;
SPITZER, 2007). Atualmente possuem grandes aplicacGes nas industrias, na aromaterapia,
além de serem comercializados na sua forma bruta ou purificados, para fornecer substancias
como limoneno, citronelal, eugenol e mentol (BIASI e DESCHAMPS, 2009; BIZZO et al.,
2009).

As aplicagdes bioldgicas de 6leos essenciais também tém sido estudadas, e ja foram
notificados, por exemplo, efeitos sinérgicos com anticoagulantes orais, que indica uma
possivel propriedade antitrombética (CAVALEIRO et al., 2007). Oleos essenciais de
eucalipto e tomilho foram capazes de inibir a atividade do herpes virus, além disso, o 6leo
essencial de Ocimum sanctum é conhecido por possuir atividade contra rea¢des inflamatorias
desde muito tempo (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; THOMAR, 2011).

Schinus molle L., conhecida como pimenta da Califérnia ou aroeira, pertence a familia
Anacardiaceae, € uma espécie nativa da América do Sul, e no Brasil ocorre desde o Rio
Grande do Sul até Minas Gerais (BACKES; NARDINO, 2002). Diversas propriedades

bioldgicas sdo relatadas para seus constituintes fixos, como: analgésico, anti-inflamatorio
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bbib0280

(TAYLOR et al., 2016), antiparasitario (GARZA et al., 2014), e para os 6leos essenciais s&o
conhecidas ac¢des anticancerigena, antioxidante (BENDAOUD et al, 2010) e antimicrobiana
(MARTINS et al, 2014). No entanto, suas propriedades antitrombdticas ainda ndo foram
investigadas.

Os disturbios cardiovasculares (DCV) sdo exemplos de doencgas que trazem grandes
preocupacles, em especial a Trombose, pois é uma das principais patologias associada a
doenca cardiaca isquémica, acidente vascular cerebral isquémico e tromboembolismo venoso
(VIANNA et al, 2012). Segundo dados da OMS, 17,7 milhdes de pessoas morrem a cada ano
de DCV (WHO, 2017).

Vaérios fatores de risco estdo relacionados com DCV, como fatores genéticos,
obesidade, distirbios do sistema de coagulacdo, estilo de vida (por exemplo, consumo
excessivo de alcool, ma alimentacdo, tabagismo), entre outros (CLEMETSON, 2012;
PIETERS; MAAT, 2015). Mudancas de habitos e melhoria na qualidade de vida pode iniciar
0 processo de prevencdo dessas enfermidades, no entanto, a terapia antitrombotica é
considerada a "pedra angular” na prevencéo e tratamento de DCV (XIANG et al., 2008).

Ja existem medicamentos para prevenir e tratar estes tipos de patologia, com
mecanismos de a¢do bem elucidados, e s&o rotineiramente utilizados devido suas atividades
comprovadas. No entanto, estes medicamentos ndo estdo isentos de efeitos indesejaveis, a
aspirina, por exemplo, pode provocar erosGes gastricas, hemorragias e em altas doses
provocam danos renais (BALLABENI et al, 2004).

Um agente antiplaquetéario é considerado ideal quando ele possibilita o bloqueio de
mecanismos trombogénicos dependentes de plaquetas em DCV especificamente, de forma
que ndo interfira nas fungdes normais das plaquetas necessarias na hemostasia. Outro fator
importante é a auséncia de efeitos adversos. Nenhuns dos farmacos disponiveis no mercado
conseguem atender todos esses critérios, mas varias estratégias antiplaquetarias sao estudadas
para atingir o mais proximo possivel do agente antiplaquetario ideal (XIANG et al., 2008).

Diante disso, pesquisadores tem se interessado em investigar e desenvolver novas
formas de tratamento antiplaquetario/antitromboético, principalmente quando se trata de
produtos de origem natural, visto que sdo de baixos custos, facil acesso e podem apresentar
seguranca adequada para utilizacdo. A inddstria farmacéutica também tem se interessado cada

vez mais em fitoterapicos como terapia alternativa (BALLABENI et al, 2004).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Anacardiaceae

Espécies vegetais pertencentes a familia Anacardiaceae podem ser encontradas em
regides tropicais, se estendendo até algumas regides temperadas, e estdo principalmente em
habitats de baixa altitude. A familia possui aproximadamente 81 géneros e 800 espécies, e
estdo presentes em ambientes secos a umidos (PELL, 2011).

Diversas espécies desta familia possuem valor econémico, pois fornecem frutos
comestiveis, madeiras Uteis e espécies ornamentais. Os principais produtos alimentares de
Anacardiaceae sdo cajus (Anacardium), mangas (Mangifera), pimenta rosa (Schinus) e
pistache (Pistacia), no entanto, alguns téxons como Antrocaryon, Buchanania,
Choerospondias, Cyrtocarpa, Harpephyllum possuem outras partes comestiveis de alto valor
regional (PELL, 2011).

O amplo interesse nos estudos desta familia se da pela grande diversidade metabdlica
e atividades bioldgicas observadas em suas espécies, 0 que as tornam promissoras na busca de
principios bioativos. Do ponto de vista quimico, 0s géneros mais estudados nesta familia s&o
Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus,
Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea (CORREIA et al., 2006; PEEL, 2011).

Quanto as caracteristicas, geralmente sdo arbdreas, apresentando arbustos e lianas em
seu tronco. As flores geralmente sdo pequenas, pentacérmicas actinomorficas e unissexuais
(MARTINEZ-MILLAN et al., 2005). A familia Anacardiaceae também é conhecida como
dermo-agressiva, pois causam dermatite de contato devido a presenca de compostos fenolicos
e catecdlicos encontrados nas resinas da sua casca, raiz, caule e folha (LUNA, 2012). No
entanto, estas substancias possuem inimeras aplicacfes e usos populares, sendo empregadas
tradicionalmente como cicatrizantes, estomaquicos e antidiarreicos, pela presenca de taninos e
Oleos-resinas. (LORENZI, 2002.)

A familia Anacardiaceae é popularmente utilizada por suas propriedades medicinais,
podendo citar 0 uso de seus géneros em diversos tratamentos como: doengas gastrointestinais
(Anacardium, Antrocaryon, Heeria, Lannea, Ozoroa, Pseudospondias, Schinus, Sorindeia),
doencas respiratorias (Astronium), hepatite (Haematostaphis), doencas de pele e/ou feridas

(Buchanania, Lannea, Metopium, Ozoroa, Schinus, Sclerocarya, Searsia, Sorindeia,



Trichoscypha), febre (Buchanania, Comocladia), assim como varias condicdes relacionadas a
gravidez (Metopium, Ozoroa, Trichoscypha), entre outros (PELL, 2011).

2.2  Schinus molle L.

Existem mais de 30 espécies do género Shinus na Ameérica do Sul, entre elas se
destacam as espécies Schinus molle e Schinus aroeira. Essas espécies em questdo sdo
geralmente confundidas devido a alguns fatores, como o nome comum “aroeira” e algumas
caracteristicas taxonémicas que configuram uma discussdo entre taxonomistas. Linneus e
Juan de Dios Mufioz as consideraram como duas espécies diferentes, no entanto, De Candolle
considerou S. areira como uma variedade de Schinus molle L., nomeando-a Schinus molle L.
var. areia. (GUALA et al., 2016)

Schinus molle L. (também conhecida como, pimenta rosa, aroeira-salsa, anacauita ou
piriquiteira) é uma espécie nativa da América do Sul, e no Brasil, ocorre desde o Rio Grande
do Sul até Minas Gerais (Figura 1). E uma espécie comum tanto em areas campestres da
Regido Sul do RS como em bordas de matas, especialmente em &reas mais altas, e muito
utilizadas em paisagismo (BACKES; NARDINO, 2002). Ela pertence a familia
Anacardiaceae (Figura 2), do género Schinus, ordem Sapindales, classe Magnoliopsida, sub-
classe Rosidae, divisdo Spermatophyta, sub-divisdo Magnoliophytina (Angiospermae)

(disponivel em: <https://jb.utad.pt/especie/Schinus_molle> acesso em 27/05/18).

"‘!
Figura 1: Distribuicdo geogréafica da ocorréncia
confirmada da espécie Schinus molle L.
(Disponivel em
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/Ficha

PublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.do?id=
FB4398> acesso em 20/12/18).



Figura 2:JIL:oIhas e frtos Schins molle L.

Fotografia de UTAD Jardim Boténico - Isabel
Garcia-Cabral. (Disponivel em:
<https://jb.utad.pt/especie/Schinus_molle>
acesso em 11/05/2018).

Quanto as suas caracteristicas fisicas, € uma arvore de pequeno porte, com tronco
grosso, curto e ramificado a pouca altura, com casca descamante em pequenas placas de cor
cinza. Ramificacdo flexivel e pendente, forma copa arredondada, 0os ramos ao serem
quebrados exalam forte cheiro de terebintina. Folhas compostas, paripinadas ou
imparipinadas, alternas, foliolos sésseis, opostos de margem denteada, verde-claro-
acinzentados, com até 8 cm de comprimento, que também desprendem odor. Inflorescéncias
do tipo panicula, terminais ou axilares com flores unissexuais com pétalas brancas e
pequenas. Os frutos sdo pequenas drupas marrom-avermelhadas de até 6 mm de didmetro com
cheiro de pimenta (GOMES, G. et al., 2013).

Esta espécie produz diversos metabolitos secundarios como acidos fendlicos,
flavonoides, terpenos (Figura 3) (ONO et al., 2008) e 6leos essenciais ricos em espatulenol,
[-cariofileno e biciclogermacreno (Figura 4) (ATTI DOS SANTOS et al., 2007; BATISTA et
al., 2016; MUNHD et al., 2015; BELHAMEL; LUDWIG, 2008). No entanto, observa-se que
0 Oleo essencial de diferentes regiGes apresentam variedades na composi¢do quimica

(GOMES, V. et al, 2013).
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Figura 3: Estruturas quimicas das substancias majoritarias encontradas nos extratos de

Schinus molle L. (ADAMS, 2011).
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Illln

Figura 4: Estrutura quimica das substancias comuns em 6leo essencial de Schinus molle
L. (ADAMS, 2011).

Estudos recentes revelaram que os extratos de Schinus molle L. possuem efeitos anti-
tumorais e a atividade citotoxica contra uma linha celular de carcinoma hepatocelular
humano, além disso, 0 seu Oleo essencial apresentou citotoxidade em vérias linhagens
celulares, sendo mais efetivo em carcinomas de mama e linhas celulares leucémicas
(GARCIA et al., 2017).

Diversas propriedades bioldgicas sdo relatadas para seus constituintes fixos como:
analgeésico, anti-inflamatorio (TAYLOR et al., 2016), antiparasitario (MOLINA-GARZA et
al., 2014), e para os Gleos essenciais sdo conhecidas acdes anticancerigenas, antioxidantes
(BENDAOUD et al., 2010), antimicrobianas (MARTINS et al., 2014), citotoxico (DIAZ et
al., 2008) e inseticida contra Haematobia irritans L. (LOPEZ et al., 2014). Além disso, o 6leo
essencial é utilizado como adjuvante em produtos alimenticios, devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, ou como antiparasitario no gado e na apicultura (GUALA et
al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0120
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0120

2.3 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais, conhecidos também por esséncias, 6leos volateis ou 6leos etéreos,
sdo definidos pela “International Standart Organization” (ISO) como produtos obtidos da
destilacdo por arraste a vapor d’agua de partes de plantas, bem como produtos obtidos por
expressdo dos pericarpos de frutos citricos (SIMOES; SPITZER, 2007). Sdo descritos como
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas,
instaveis na presenca de luz, calor, umidade e metais. Suas principais caracteristicas sdo o
cheiro e o sabor (FERNANDES; FAVERO, 2014).

Os Oleos essenciais sdo solUveis em solventes organicos, e as substancias que o
compdem podem ser obtidas por todos os 6rgdos da planta, ou seja, 6rgdos reprodutivos,
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca, além de serem
produzidas e secretadas por células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares (BAKKALI, 2008).

O dleo essencial é composto principalmente de derivados terpenoides (formado por
isoprenos), ou fenilpropanoides (compostos com estrutura aromatica), muito embora, seja
comum encontrar outras classes de substancias e fungbes organicas como, alcanos, alcenos,
ésteres, éteres, aldeidos, alcoois, acidos, cetonas, 0xidos, peroxidos, entre outras (BAKKALL,
2008; ATTI DOS SANTOS et al., 2007).

Os derivados fenilpropanoides sdo obtidos pela rota biossintética conhecida como via
do acido chiquimico, sdo unidades basicas compostas por um anel benzénico com uma cadeia

lateral de trés carbonos, as quais formam os acidos cindmico e p-cumarico (Figura 5).
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R = OH: acido p-cumarico
Fenilpropanoide

Figura 5: Biossintese dos fenilpropanoides (SIMOES, 2007).

Ja os terpenoides ou terpenos geralmente sdo as substancias dominantes no 6leo
essencial e sdo obtidos pela via do acido meval6nico ou pela rota do fosfato de metileritritol

(MEP), os esqueletos carbonados dos terpenoides s&o formados pela condensacéo de unidades

S

Isopreno

de isoprenos (C5) (Figura 6).

N AN

Monoterpeno

X A N

Sesquiterpeno

Figura 6: Estrutura quimica de uma unidade
isoprénica, de um monoterpeno e sesquiterpeno
(SIMOES, 2007).

As unidades de isoprenos sdo ativadas como esteres dimetilalil difosfato (DMAPP) e
isopentenil difosfato (IPP), que s&o unidas geralmente na forma cabega-cauda e sé&o
representadas por (C5),. Os terpenoides sdo classificados como hemiserpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Figura 7). Os monoterpenos e sesquiterpenos sao as
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substancias mais frequentemente encontradas em o0leos essenciais (Figura 6) (DEWICK,
2009).

Acido mevalénico Fosfato de metilentritol (MEP)

N s

- :
= OPP OPP Hemiterpenos (Cs)
Dimetilalil dif osfato [sopentenil difosfato

(DMAPP) (Cs) (IPP) (C5)

Cio

- Monoterpenos (Cyp)

Cys - Sesquiterpenos (Cys)
PP
Ix \i
—|—— Cxn - Daterpenos (Cyp)
PP w
Cas - Sesterterpenos (Cas)
2%
Y
Cso o Triterpenos (Cyp)
Y Esterdides (Cyg.3p)
Cao - Tetraterpenos (Cyp)

Figura 7: Classificacdo dos terpenos de acordo com o nimero de unidades
Isoprénicas (Adaptado de DEWICK, 2009).

A biossintese de isoprenos pela via do acido mevalénico ocorre no citoplasma, ela
acontece por uma série de etapas que unem trés moléculas de acetil-CoA formando o acido
mevaldnico, que sofre pirofosforilagdo, descarboxilacdo e desidratacdo para sintese da
unidade basica de formacgédo dos terpenos, o isopentenil difosfato (IPP), uma molécula de
cinco carbonos que fica em equilibrio quimico com seu isémero dimetilalil difosfato
(DMAPP). Esses produtos sdo as unidades com cinco carbonos que se unem para formar

moléculas terpénicas maiores (DEWICK, 2009).



Quando a biossintese de isoprenos tem origem em cloroplastos e outros plastideos, ela
ocorre a partir de um conjunto de reag6es denominadas rota do metileritritol fosfato (MEP), e
seus precursores podem ser intermediarios comuns a via das pentoses fosfato plastidial. Nesta
via, 0 gliceraldeido-3-fosfato (GA-3P) se combina com um piruvato formando um
intermediério que é convertido em IPP e DMAPP (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As proximas etapas da biossintese de terpenos se d& pela reacdo entre uma molécula
de IPP e uma de DMAPP, que da origem a uma molécula de geranil difosfato (GPP), este
intermediario possui 10 carbonos e a partir dele sdo formados os monoterpenos. O GPP
também pode se ligar a outra molécula de IPP, dando origem a uma substancia com 15
carbonos que é precursora da maioria dos sesquiterpenos, chamado de farnesil difosfato
(FPP). Adicionando mais uma molécula de IPP ao FPP gera-se a substancia geranilgeranil
difosfato (GGPP), precursor dos diterpenos (C20). Uma vez que uma molécula de FPP e
GGPP se dimerizam, formam-se triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Fig. 8) (DEWICK,
2009).
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Figura 8: Rotas biossintéticas para as substancias mono e sesquiterpénicas. Via do mevalonato
no citosol e MEP no plastideo para sintese da unidade isoprénica. Monoterpenos sendo
sintetizados em plastideos e sesquiterpenos no citosol. Vias de processamento de terpenos
envolvendo reacdo redox no reticulo endoplasmatico, mitocondrias e citosol. PEP,
fosfoenolpiruvato; PYR, piruvato; GA-3P, gliceraldeido trifosfato; MEP, Metileritritol fosfato;
IPP, isopentenil difosfato; DMAPP, pirofosfato de dimetilalila; GPP, pirofosfato de geranila;
FPP, pirofosfatos de farnesila (Adaptado de CAVALCANTI et al. 2015).

No entanto, a composic¢do quimica dos 6leos essenciais de uma mesma espécie vegetal

esta sujeita a variagdes quantitativas e qualitativas por forca de efeitos bidticos e abioticos, ou
seja, por acdo das condicBes edafoclimaticas, genéticas (que ird definir o quimio6tipo) ou

ecologicas, assim como, por consequéncia dos processos associados ao manejo da cultura, do

método de extracio e de sua conservacdo (SANGWAN et al., 2001; SIMOES, 2007).

A investigacdo do perfil quimico do 6leo essencial envolve a Cromatografia gasosa

acoplada com a espectrometria de massas (CG-EM). Este sistema de analise é vantajoso visto

que a cromatografia gasosa apresenta alta seletividade e eficiéncia de separacdo de
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substancias do 6leo essencial, fornece ainda o tempo de retengdo das diferentes substancias da
amostra, e que acoplada com a espectrometria de massas torna-se possivel obter informacdes
estruturais, massa molar e aumento adicional da seletividade através dos espectros de massa,
proporcionando uma caracterizacdo quimica com maior confiabilidade (DUDAREVA,;
PICHERSKY; GERSHENZON, 2004).

Os oOleos essenciais apresentam uma grande variedade de funcbes, por exemplo,
podem atuar na protecdo da planta contra predadores naturais, como os herbivoros, reduzindo
seu apetite por tais plantas, além de atuarem na atracdo de polinizadores, funcdo muito
importante porque dentre todas as espécies de plantas que florescem 66% dependem da
polinizagdo por insetos para sua reproducdo e manutencdo (LUCAS-BARBOSA et al., 2011).
Sua atuacdo na protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura também ¢é relevante,
pois contribui para a termotolerancia da planta ao estresse abiotico e, também, na remocéo de
espécies reativas de oxigénio (GLINWOOD et al., 2011).

Algumas substancias presentes nos 6leos essenciais possuem atividade alelopética
sobre a germinacdo de sementes e no crescimento de plantulas. Zahed et al. (2010) relataram
que o Oleo essencial de Schinus molle L. inibiram fortemente a germinacdo e elongacdo da
radicula de Triticum aestivum L.

Além da grande importancia para a planta, os 0Oleos essenciais possuem grande
utilidade em diferentes setores industriais. Oleos essenciais ou alguns de seus componentes
sdo utilizados para a fabricacdo de cosméticos, perfumes, alimentos, medicamentos e produtos
para a higiene doméstica e pessoal. Sdo usados também em massagens como misturas com

6leos vegetais, mais frequentemente em aromaterapia (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

2.4 Hemostasia

A hemostasia pode ser definida como o processo dindmico finamente regulado de
manutencdo do equilibrio entre a hemorragia e a trombose, para garantir que o sangue circule
pelo sistema de maneira fluida. Diante de uma situacdo que interfira neste equilibrio, uma
série de reacOes fisiologicas ocorre para inibir o extravasamento sanguineo ou a formacéo de
um trombo, o que mantém as condigdes fisiologicas que preservam a vida. A compreensdo do
sistema hemostatico inclui o reconhecimento do complexo mecanismo controlado pelo

endotélio vascular, plaguetas, via de coagulacéo e fibrinolise (IRULEGUI et al., 2016).
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Este processo acontece em trés etapas: primaria, secundaria e fibrindlise. A hemostasia
priméria ocorre através da adesdo, ativacdo e agregacdo plaquetaria, a qual € responsavel pela
producdo de um tampdo, conhecido como "codgulo branco”, e nesta etapa ocorre o
estancamento do sangramento, este € um processo complexo, pois envolvem receptores e vias
de sinalizagdes multiplas e complementares. Em seguida, da-se inicio a hemostasia
secundaria, a qual é responsavel por evitar que o sangramento volte a ocorrer. Neste caso, 0S
fatores da cascata de coagulacdo sanguinea culminam na formacdo da rede de fibrina, o

conhecido "coagulo vermelho" (Figura 9).

Plaquetas se aderem ao local da lesdo vascular

Neutrofilo

Plaquetas
Células Q
endcl)teliais 0 Q Q Q
(@ | ® G o
[Membrana
Basal

T = Colageno e
%‘ — inas da MEC
= proteinas

Célula muscular lisa

Agregacio e ativacdo plaquetdria Formacdo do tampdo hemostitico
Cascata de
Tromboxano A2 at1vaqao~e
coagulagdo
Trombina Fibrina

Figura 9: Funcgdes plaquetarias na hemostasia. O processo se inicia com uma lesdo vascular que
expOeo coldgeno e proteinas da membrana basal, permitindo a adeséo das plaquetas ao substrato. As
plaquetas aderentes entdo agregam e liberam mediadores de ativacdo plaquetaria, como o ADP e o
tromboxano A,. Ap0s a ativacdo, as plaquetas produzem trombina, que catalisa o inicio da cascata de
coagulacdo que, eventualmente, gera uma deposi¢cdo de fibrina em forma de malha. Esta estrutura
contrai-se para formar um tampdo hemostatico que impede o vazamento de sangue. MEC, matriz
extracelular (Adaptado de SEMPLE et al., 2011).
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As plaquetas sdo produzidas na medula 6ssea por fragmentagdo do citoplasma dos
megacaridcitos estimulada pela trombopoietina, que embora anucleadas, apresentam elevadas
atividades bioguimicas a partir dos seus componentes estruturais metabolicos e sinalizadores.
Quando nao ativas, elas apresentam formato de discos achatados e circulam no sangue por,
em média, 10 dias nas proximidades das paredes vasculares, porém, o endotélio saudavel é
tromborresistente devido uma barreira natural a trombose. Suas fun¢Ges compreendem
adesdo, agregacdo, secrecdo e atividade pro-coagulantes (RAUCH; PARIS, 2018;
HOFFBRAND; MOSS, 2018).

O endotélio produz e secreta mediadores inibitdrios da ativacdo plaquetéria,
coagulacdo e fibrindlise, como a prostaglandina I, (prostaciclina), 6xido nitrico (ambos
antiagregantes plaquetarios e vasodilatadores), ectonucleotidases (inibidores do ADP),
trombomodulina (receptor de trombina, reduz a capacidade de clivar fibrinogénio), t-PA
(ativador de plasminogénio tecidual, ativa o sistema fibrinolitico) e inibidor da via extrinseca
da coagulacao (retroalimentacdo negativa da coagulacdo) (LORENZI, 2006).

Em contrapartida, o subendotélio é rico em moléculas adesivas, como o colageno,
fator Von Willebrand, fator ativador de plaquetas (PAF, agregacdo plaquetaria), fator tecidual
(desencadeia mecanismo de coagulagdo), PAI-1 (inibicdo do sistema fibrinolitico), receptores
de trombina (secrecdo do fator de Von Willebrand) e endotelina (ET-1, potente

vasoconstritor) que s&o espontaneamente trombogénicos (LORENZI, 2006).

2.4.1 Hemostasia primaria

A hemostasia priméaria comeca por uma lesdo no endotélio vascular, que permite a
exposicdo da matriz subendotelial, principalmente do colageno, e neste momento,
glicoproteinas (GP) da membrana plaquetaria (la/lla e VI) fazem a adesdo inicial das
plaquetas na lesdo, ligando-se ao colageno, no intuito de conter a hemorragia. Porém, esta
ligagdo das plaquetas ao colageno inicial ndo € muito forte, e por isso é necessario agéo do
fator de Von Willebrand (RAUCH; PARIS, 2018).

O fator de Von Willebrand (VWF) é produzido pelas células endoteliais, pelas
plaquetas (armazenados na forma de granulos alfa), e também é encontrado na sua
forma livre pelo plasma, a forma livre pode atuar como carreador do fator VIl da coagulacédo
sanguinea, aumentando seu tempo de meia vida. Para contribuir com a hemostasia primaria,

na presenca de altas forcas de cisalhamento o VWF adota uma conformacdo que permite a
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formacdo de uma ponte que liga o colageno ao receptor do fator de Von Willebrand que existe
na membrana plaquetéria, a chamada GP Ib (Figura 10). Dessa forma, ocorre a adeséo
definitiva das plaquetas ao local da lesdo (CLEMETSON, 2012).

Plaqueta 2
GPIlb _ GPllla m
— Agregagéo plaquetéria
Plaqueta 1
Membrana
plaquetéria -
- o
F e Agregagio — Adeséo
........... plaqueta-parede
Fator —————— QN ™= 0 e i
von Willebrand A" .........................
........ e
Microfibrilas —— ...
subbacioloNels - Endotélio vascular

Colageno

Figura 10: Adesao de plaquetas a parede vascular e as demais plaquetas
(agregacao). A ligagdo de glicoproteina (GP) Ib ao fator von Willebrand (VWF)
causa adesdo plaquetaria ao subendotélio. Expde, também, os sitios de ligagéo
GPIlIb/llla. Isso leva a ligagdo de plaquetas ao VWF e, consequentemente, a
adesdo ao subendotélio. As plaquetas também se aderem umas as outras —
agregacdo plaquetaria. GPIb e IIb/Illa estdo envolvidas via VWF; ja o
fibrinogénio esta diretamente envolvido via receptores proprios em GPIIb/Illa
(HOFFBRAND; MOSS, 2018).

Contudo, as plagquetas rolam sobre o tecido exposto tornando-se ativadas, onde as
proteinas do citoesqueleto organizam-se em microfilamentos fornecendo a forca contréatil que
promove a formacdo dos pseuddpodes (que indica a ativacdo e facilita a agregacao a outras
plaquetas), ocasionando o inicio das reagdes de mudanga de forma, secre¢do de granulos e
ativagdo da GP IIb/llla (Figura 11). Com a ativagdo da GP IIb/Illa, esta glicoproteina passa a
expressar regides com capacidade de se ligar a moléculas de adesdao como o fibrinogénio e o

fator von Willebrand (LORENZI, 2006).
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Figura 11: Formagdo de tampdo hemostatico: rolagem e ativagdo das plaquetas,
adesdo plaquetaria, agregacdo plaquetaria e formag¢do da malha de fibrina
(LORENZI, 2006).

Apds esse processo de adesdo, agonistas plaquetarios (trombina, ADP, colageno, fator
de ativacdo plaguetaria e adrenalina) promovem a ativacdo e agregacdo de mais plaquetas no
local (Figura 12). Uma vez ativadas, ocorre a degranulagéo das plaquetas, com liberacdo dos
granulos densos, ricos em calcio, adenosina trifosfato (ATP), difosfato de adenosina (ADP),
serotonina e histamina, e os granulos alfas, ricos em fatores de coagulacdo, VWF, fatores de
crescimento derivados das plaquetas (PDGF), B-tromboglobulina, fibrinogénio e outras
proteinas, além de fosfolipidio plaquetéario, que tem grande importancia para a hemostasia
secundaria (RAUCH; PARIS, 2018; HOFFBRAND; MOSS, 2018).
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Figura 12: Adesédo e agregacao plaquetaria. A GPla/lla e a GPIb sdo receptores da plaqueta,
que se ligam ao colageno e ao fator de von Willebrand (WVF), causando a adesdo plaquetéria ao
subendotélio de um vaso sanguineo lesado. Os PAR1 e PAR4 sdo receptores ativados por
protease, que responde a trombina (lla); P2Y,; e P2Y,, sdo receptores para ADP, quando
estimulados por agonistas, esses receptores ativam a proteina de ligagdo do fibrinogénio
GPIIb/llla e a cicloxigenase-1 (COX-1), promovendo a agregacdo e secre¢do plaquetarias. O
tromboxano A, (TxA,) é o principal produto da COX-1 envolvido na ativagdo plaquetaria. A
prostaglandina I, (PGl,) sintetizada pelas células endoteliais, inibe a ativacdo das plaguetas
(BRUNTON et al., 2012).

Essas substancias que foram liberadas atuam em receptores plaquetarios e promovem
a ativacao de novas plaquetas, promovendo aumento da concentracao de célcio intracelular. O
calcio elevado gera a ativacdo da sintese de tromboxano A; e liberacdo de novos granulos
ricos em Trombina, ADP, e outros mediadores quimicos. Além disso, o tromboxano A,
trombina e ADP ativam o receptor GPIIb/Illa. O PDGF encontrado nos granulos a das
plaquetas estimula a multiplicacdo das células musculares lisas dos vasos, o que acelera a
cicatrizagdo da lesdo vascular. (HOFFBRAND; MOSS, 2018)

O mecanismo de ativacdo plaquetaria promovida pelo tromboxano A, e trombina
podem ser explicados pelas suas atuagcdes em receptores especificos de membrana plaquetaria
acoplados a proteina Gg, que promovem a ativacdo da fosfolipase C, e esta converte o
fosfolipideo de membrana fosfatidil inositol bifosfato nos produtos diacilglicerol e inusitol
trifosfato (Figura 13). O diacilglicerol promove a ativagdo de uma proteina quinase C (PKC),
e o inusitol trifosfato (IP3) promove a liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico para o
citoplasma. A PKC ativada e o aumento de célcio citoplasmatico sdo responsaveis pela

ativacdo da fosfolipase A, (PLAy), que por sua vez, ativa o receptor GPIIb/l1la, e este receptor
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ativado liga-se ao fibrinogénio, possibilitando que as plaquetas se liguem umas as outras,
formando o tampéo plaquetério (KICKLER, 2006).

T Acido araquidénico

"] Geragéo do Ciclooxigenase
tromboxano b
Ao pelas
plaguetas ativadas f

TxA, @\

S - |4
Ativagdo da 5 'APLC hidrolisa o
fosfqllpase = PLC PIP2, produzindo
. mediada pela proteina G| / IP 2‘;’ DAG
- S 3
Farav LN - —
i ) u’mf)
TXAR — y o e =
2 L !1';\ i — I@
qu 1) GTP L oy .
o= () (6)
(2 ] ene | PKC "] Ativacdo da
| Ativagdo do .’TF_’_:D \ | proteinocinase C
receptor de /\-
tromboxano Ay o _\
) Ca2* @
(- — Y| Ativacéo da
7] Aumento da (PLA;) | fosfolipase Az
concentragao w
citosdlica de calcio /
B ;
| Ativagdo da | G‘Q,;&' .
GPllb-llla U )
- (91
"| Ligacéo do

fibrinogénio a GPIIb-llla

® |
) o Fibrinogénio
(0)

| Agregagao plaquetéria.'

Figura 13: Ativacdo da agregacdo plaquetaria mediada pelo indutor

tromboxano A,, que atua em um receptor de membrana acoplado a proteina

Gq, que induz uma cascata de sinalizacdo intracelular promovendo a ativacao

da GP lIb/Illa, que forma uma ligacdo com o fibrinogénio, o qual intermeia a

ligacdo entre plaquetas (GOLAN et al., 2009).

A PLA; também promove a hidrolise de fosfolipideos de membrana, como
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, realizando a liberacdo de acido araquiddnico, o qual é
substrato para as enzimas cicloxigenases (COX;, COX; e peroxidase), que desencadeiam a
sintese de prostaglandina G, (PGG,) e prostaglandina H, (PGH,). Esses produtos sofrem acao
da enzima tromboxano sintetase, promovendo sintese de mais TXA, (KICKLER, 2006). Os
produtos COX-1 (PGG,;, PGH, e TXA;) sdo potentes vasoconstritores e ativadores
plaquetarios. Trés dos receptores encontrados nas membranas das plaquetas sdo a
glicoproteina (GPIb), o receptor ativado por protease 1 (PAR1) e o receptor ativado por
protease 4 (PAR4), os quais foram descritos como receptores de trombina (CHAVES; MELO;

CORREA, 2018).
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Além de fazer parte dos grénulos plaquetarios, o ADP também é secretado pelos
eritrécitos e células endoteliais, e constitui um importante mediador da ativacdo e
amplificacdo da agregacdo plaquetéria. Ele é capaz de interagir com receptores da familia P2,
encontrados nas membranas plaquetarias, essa familia possui dois subtipos: P2X (ligados a
canais ionicos e ativados pelo ATP) e P2Y (acoplados a proteina G e ativados pelo ADP)
(FALCAO et al., 2013).

Os receptores conhecidos como P2Y, que sdo receptores acoplados a proteina Gq, e
atuam semelhantemente ao mecanismo de acdo desencadeado pela trombina e tromboxano
A, promovendo um répido influxo de célcio intracelular e consequentemente, ativacdo de
receptores GPIIb/111a e sintese de TXA, (Figura 14). Este receptor tem um importante papel
no inicio da ativacdo plaquetaria induzida pelo ADP, porém, faz-se necessario a ativacdo de
outros receptores para uma estabilizacdo efetiva do trombo plaquetario (FALCAO et al.,

2013).
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Figura 14: Ativacdo da agregacdo plaquetaria via ADP e trombina. O ADP atua em
receptores P2Y,; o qual é acoplado a proteina Gg, promovendo a ativagdo de uma
fosfolipase C de membrana, a qual ativa uma cascata de sinalizacdo que promove 0
aumento de calcio intracelular e ativacéo de receptores GPIIb/Illa e sintese de TXA,. A
trombina possui mecanismo semelhante, pois atua em receptores de trombina acoplados
a proteina Gq que desencadeiam a ativagdo da fosfolipase C. O ADP também atua em
receptores P2Y acoplados a proteina Gi, que uma vez ativados, atuam inibindo a enzima
adenilciclase, reduzindo a sintese de cAMP e com isso, a sua atividade inibitoria sobre
as plaquetas (GOLAN et al., 2009).

O receptor de ADP P2Y, é acoplado a proteina Gi, e uma vez ativado, a proteina G
inibe a enzima adenilato ciclase, sem a acdo dessa enzima ndo ocorre a conversao de ATP em

AMPc, e consequentemente, ocorre a reducdo da ativacdo da proteina quinase A, com isso
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ocorre a reducdo da inibicdo plaquetaria desencadeada por essa proteina. Além disso,
0 P2Y, estimula a atividade da fosfatidil inositol-3 quinase (P1-3K), que é importante para
sustentar a agregacdo, também ativa a enzima GTPase Raplb através de um mecanismo
dependente de PI-3K, além de ocasionar a desfosforilacdo da fosfoproteina vasodilatadora
(VASP). Essas mdltiplas vias desencadeadas pelo P2Y, explicam porque esse receptor
desempenha um papel tdo central na hemostase e na trombose (GACHET, 2005).

A ativacdo dos dois receptores P2 é importante para a agregacdo induzida pelo ADP,
pois a inibicdo seletiva de um dos receptores resulta em uma acentuada reducao da agregacao
plaquetaria (FALCAO et al., 2013).

2.4.2 Hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria é o proximo passo para o restabelecimento do equilibrio
(Figura 15). Essa etapa, também conhecida como cascata de coagulacdo sanguinea, se baseia
na ativacdo de fatores de coagulacéo (glicoproteinas produzidas, em sua maioria, no figado)
com o objetivo de formar uma rede de fibrina. Esse processo pode ser iniciado pelas vias
intrinseca e extrinseca, ambas as vias permitem que a cascata de coagulacdo se inicie, mas as

duas formam uma via comum apos certo momento (IRULEGUI et al., 2016).
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Figura 15: A exposicdo do fator tecidual (FT) por leséo tecidual ou por citocinas inflamatérias induz a
expressdao de FT na superficie celular. O complexo FT/FVlla ativa o FX, que converte os FIl em
trombina. Na via de ativacdo intrinseca, superficies negativamente carregadas (como fosfolipidios e
polifosfatos de plaquetas ativadas) ativam FXII, iniciando uma cascata que leva a ativacdo de FX e
geragdo de trombina. A trombina desencadeia a formagdo de codgulos sanguineos, fornece
amplificacdo por feedback ou inibi¢do do processo de ativacdo da coagulacéo e envolve a sinalizagdo
dependente do receptor. A localizagdo da cascata de coagulacdo nas superficies celulares garante uma
restricdo espacial na geracdo de trombina. A amplificacdo por retroalimentacdo é fornecida por uma
ativacdo dos cofatores ndo-cataliticos FV e FVIII, ativacdo plaquetéria e ativacdo de FXI mediada por
trombina. O excesso de ativacdo da coagulacdo € evitado através de varios mecanismos
anticoagulantes, incluindo inibi¢do do complexo TF/ FVIla /FXa pelo inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), inibicdo de varios fatores de coagulacdo pela antitrombina (AT) e inativagdo proteolitica de
FVa e FVllla pela proteina C ativada (aPC). Como o aPC é gerado pelo complexo Flla /
trombomodulina em células endoteliais ndo perturbadas, a geracdo local de Flla ap6s lesdo endotelial
ou vascular desencadeia a formacdo de aPC de maneira espacial e temporalmente limitada. A
trombina, a aPC e outras proteases da coagulacdo interagem com 0s receptores ativados pela protease,
iniciando sinalizacdo celular que regula a inflamacédo e remodelacéao tecidual. a, ativado; F, fator; PC,
proteina C (Adaptado de: CHAVES; MELO; CORREA, 2018).

A coagulacdo é iniciada in vivo pela via extrinseca, ela acontece a partir do contato do
sangue com o fator tecidual, que € uma proteina de membrana das células subendoteliais 0

qual fica exposto apos a lesdo. O fator tecidual converte o fator VII em Vlla, e o fator Vlla
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transforma o fator X em Xa, mediante a presenca de calcio e do fosfolipidio plaquetério. O
fator Xa, na auséncia de seu cofator, transforma pequenas quantidades de protrombina em
trombina, mas isso ¢ insuficiente para iniciar uma significativa polimerizacao de fibrina, ha
necessidade de amplificagdo. A partir da formacéo do fator Xa, ocorre o encontro entre a via
extrinseca e a via intrinseca (MERCER; CHAMBERS, 2013; HOFFBRAND; MOSS, 2018).

A via intrinseca se desenvolve pelo contato do sangue com superficies de carga
negativa, como o colageno. A partir disso o cininogénio de Alto Peso Molecular (CAPM) é
liberado. Ele é responsavel pela conversdo da pré-calicreina em calicreina, e ambos pela
ativacdo do fator XlI, formando o Xlla, em seguida, o Xlla permite a conversdo do fator XI
em Xla. O Xla, por sua vez, transforma o IX em 1Xa, que ativa o fator X, dando origem
ao Xa. Essa ultima reacdo ocorre mediante a presenca de calcio, do fosfolipidio
plaquetario (liberado pelas plaquetas na hemostasia priméaria) e o fator VIlla. Nesse ponto
(formacéo do fator Xa) se inicia a via comum (AFONSO et al., 2016).

Na via comum, o fator Xa, juntamente com célcio, o fosfolipidio plagquetarioe o
fator Va, promovem a conversdo da protrombina (fator Il) em trombina (fator Ila). A
trombina é uma enzima chave para este processo, entre suas funcdes, destacam-se a ativacdo
plaquetaria, mecanismos de retroalimentacdo de amplificacdo da coagulacéo, e transformacéo
do fibrinogénio (proteina soltvel) em mondmeros de fibrina (proteina insoltvel) (LORENZI,
2006).

A fibrina forma um polimero ligando-se entre si de modo ndo covalente, e se deposita
sobre as plaquetas, formando uma malha fechada, fazendo com que o tampdo plaquetario seja
mais eficiente. Além disso, a trombina promove a ativacdo dos fatores V e VIII
em Vae Vllla. A rede de fibrina, é ainda estabilizada pelo fator Xllla. Dessa forma, um
coagulo bem formado resulta na restauracdo da integridade do vaso e evita 0 ressangramento
da lesdo (BRUNTON et. al, 2012).

O tamanho do trombo deve ser regulado para interromper a hemorragia de forma que
ndo ocorra uma obstrugédo do fluxo sanguineo através do vaso, para isso existe uma regulacédo
natural do crescimento do trombo. Ao passo que o trombo aumenta de tamanho, o
cisalhamento sobre a sua superficie cresce, portanto, a forca a ser superada pela adeséo
plaquetaria aumenta, além disso, as plaquetas no exterior sdo progressivamente menos
ativadas alem de reduzir a forca que se aderem ao trombo, até que se forma um equilibrio
(CLEMETSON, 2012).

22



2.5 Controle da Hemostasia

O sistema hemostatico deve ser sempre balanceado, e para manter a
hemostasia existem 0s agentes anticoagulantes, antiplaquetarios e os fibrinoliticos. Os agentes
antiplaquetarios sao classificados como inibidores da hemostase primaria e os anticoagulantes
como inibidores da hemostase secundaria. O préprio endotélio vascular possui a capacidade
de sintese e liberagdo dessas substancias, assim como as plaquetas.

Os agentes antiplaquetarios da hemostase primaria sdo aqueles que atingem as
plaquetas, como o 6xido nitrico, Ecto-ADPase endotelial e a prostaciclina. O mecanismo de
acdo da prostaciclina para inibir as plaquetas acontece através de mecanismos dependentes de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), pois ele reduz diretamente a mobilizagdo de Ca**
além de reduzir a liberacdo dos granulos pelas plaguetas. A ecto-ADPse endotelial atua
através da inativacdo do ADP liberado na degranulacdo plaquetéria, para isso, ele converte o
ADP em adenosina monofosfato (AMP), o que limita a ativacdo e agregacdo plaquetaria
induzida por ADP (JURK; KEHREL, 2005).

O oxido nitrico tem um papel fundamental na hemostasia, e ele pode ser produzido
pelo endotélio e pelas préprias plaquetas. O mecanismo de acdo mais importante do NO
ocorre através da ativacdo da enzima ciclase de guanil soluvel (CGs) para producdo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O GMPc é capaz de reduzir concentragdes de Ca*
intracelular disponiveis para 0s mecanismos de ativacdo e agregacao plaquetério. Além disso,
0 GMPc reduz o numero total de receptores GPIlIb/llla, resultando em condicbes
desfavoraveis para a agregacdo de plaquetaria. Ele também interfere na adesdo plaquetaria, ao
regular a expressdo de moléculas de adesdo na superficie das plaquetas e células endoteliais,
como a P-selectina (JIN; LOSCALZO, 2010).

Ja os agentes anticoagulantes da hemostase secundaria inibem ou destroem fatores
envolvidos na cascata de coagulacdo. A via extrinseca da coagulacdo é regulada pelo Inibidor
de fator tecidual (TFPI), que inativa o0 complexo TF-FVIla-FXa. J& a via intrinseca pode ser
regulada através de mecanismos envolvendo a trombina. Ela € controlada por uma variedade
de anticoagulantes, incluindo antitrombina, além de outras proteinases de coagulacdo na
presenca de heparina, cofator de heparina Il e protease nexina-1 (MERCER; CHAMBERS,
2013).

Além disso, a trombina pode se ligar a trombomodulina no endotélio, onde sera

convertida de um pro-coagulante em anticoagulante, a qual ativa a proteina C (PC) ligada ao
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receptor da proteina C da célula endotelial (EPCR). A proteina C ativada (APC), em conjunto
com a proteina S, inativa os fatores Va e Vllla e, portanto, suprime a geracao adicional de
trombina (HOFFBRAND; MOSS, 2018).

Outros fatores podem modular a cascata de coagulacdo, por exemplo, a o2-
Macroglobulina e al-antitripsina inibem a trombina e os fatores 1Xa, Xa e Xla. O inibidor da
proteinase dependente de proteina Z inibe o FXa na presenca de proteina Z, fosfolipidios pro-
coagulantes e calcio (MERCER; CHAMBERS, 2013).

A fibrinolise é caracterizada pela degradacao da rede de fibrina de maneira controlada,
ela é a fase final da hemostasia. Para isso, o ativador tecidual da pré-enzima plasminogénio,
transforma o plasminogénio em plasmina, que é a responsavel pela degradacdo dos codgulos
formados, através da degradacdo de fibrina. E necessario que este processo se inicie no
momento certo e com a intensidade acurada, para garantir a integridade de todo o processo de
restabelecimento da hemostasia (BRUNTON et. al, 2012; IRULEGUI et al., 2016).

2.6 Trombose

A hemostase funciona em um equilibrio entre mecanismos de coagulacéo e fibrindlise,
e uma vez que esse equilibrio é afetado, seja por fatores genéticos ou adquiridos, leva a
complicacdes trombdticas e hemorragicas. Portanto, a trombose é a versdo patologica da
hemostase, e é definida pela formacdo de um trombo (codgulo de sangue) que pode causar o
entupimento de vasos e artérias, o que desencadeia a formacdo da trombose venosa e a
trombose arterial, respectivamente (CLEMETSON, 2012).

Um dos fatores que induzem a formacdo de um trombo esta relacionado com a
fibrindlise, pois ela € responsavel pela dissolucdo de trombos sanguineos formados em
resposta a lesdo tecidual, e uma vez que apresente alguma anormalidade, como fibrin6lise
disfuncional ou a hipofibrinolise, ocorre a diminuicdo da depuracdo dos trombos sanguineos,
0 que leva a um estado trombolitico (PRABHUDESAIA et al., 2017).

No entanto, os principais fatores de riscos envolvidos com a trombose foram descritos
por Virchow em 1856, a conhecida triade de Virchow, que incluem estase sanguinea,
hipercoagulabilidade e lesdo endotelial. A hipercoagulabilidade inclui fatores congénitos
(fator VV de Leiden, hiper-homocisteinemia, mutacdo 20210A do gene da protrombina,

antitrombina 111, e as deficiéncias das proteinas C e S) e fatores adquiridos (os anticorpos
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antifosfolipidios, neoplasias, gestacdo, puerpério, cirurgias, traumas e 0 uso dos
anticoncepcionais séo os mais frequentes) (GODOY, 2009).

A trombose arterial (Figura 16a) é, principalmente, associada com um aumento da
reatividade plaquetaria e dano no endotélio, ela é caracterizada pela formacdo de trombos
dentro de artérias, que podem causar o blogueio da passagem sanguinea, o quadro clinico
isquémico e malignidade vdo depender da artéria que foi obstruida. Para o tratamento dessa
patologia estdo os agentes antiplaquetarios, como a aspirina. Algumas condigdes clinicas
incluem aterosclerose, fumo, hipertensao e diabetes (CALLAI et al., 2017; CASTRO et al.,
2006).

Por outro lado, trombose venosa profunda (Figura 16b) tem sido associada,
comumente, com estase sanguinea e hipercoagulabilidade, ela € caracterizada pela formacéo
de trombos dentro de veias profundas, com obstrucéo total ou parcial, sendo mais comumente
em membros inferiores (CALLAI et al, 2017). A sua complicacdo mais grave é a embolia
pulmonar, muitas vezes se apresenta de forma assintomatica e se resolve sem complicacoes,
geralmente quando apresentam sintomas sdo responsaveis pela morbidade e mortalidade.
Dentre os fatores de riscos estdo o0s procedimentos cirurgicos, imobilizacdo, uso de

estrogénios, trauma, gravidez, idade avancada e cancer (LOPES et al., 2014).
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Figura 16: Estimulos da trombose arterial e venosa. a) artéria. O estimulo primario da trombose
arterial é a ruptura de uma placa aterosclerdtica. I1sso envolve o rompimento do endotélio e a liberagdo
de substancias da placa no limen do vaso sanguineo. b) veia. Em contraste, na trombose venosa, o
endotélio permanece intacto, mas pode ser convertido de uma superficie com propriedades
anticoagulantes para um com propriedades prd-coagulantes. A trombose venosa pode ser
desencadeada por diversos fatores: fluxo sanguineo anormal (como auséncia de fluxo sanguineo);
propriedades alteradas do prdprio sangue (trombofilia); e alteracbes no endotélio (Adaptado de:
MACKMAN, 2008).
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2.7 Farmacos para Tratamento de Trombose

Os agentes farmacologicos utilizados no tratamento de doengas trombdticas sao
classificados como antiplaquetarios (inibem a ativacdo e/ou agregacdo plaquetaria),
anticoagulantes (que atenuam a formac&o de fibrina), e agentes fibrinoliticos (que degradam
fibrinas).

Atualmente, as principais classes de agentes antiplaquetarios incluem os inibidores de
tromboxano (aspirina, ridogrel, ramatroban), inibidores da agregacao plaquetaria induzida por
ADP (clopidogrel, ticlopidine, prasugrel), inibidores da Gplllb/lla (abciximab, eptifibatide),
antagonistas do receptor da trombina (vorapaxar), supressor da degradacdo de AMPc
intraplaquetario (cilostazol) (Figura 17) (AFONSO et al., 2016; ATTA-UR-RAHMAN,
2018). Para tratamento de doencas trombdticas, a aspirina e clopidogrel sdo os mais utilizados
isoladamente ou associados (SARDENBERG et al., 2017).
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Figura 17: Principais alvos dos agentes antiplaquetarios. A adeséo plaquetaria ao endotélio ocorre em
sitios de lesdo vascular através da ligacdo dos receptores GP as proteinas da matriz extracelular
expostas (colageno e fator von Willebrand (VWF)). A ativacdo plaquetaria ocorre via processos de
sinalizagdo intracelular e causa a producdo e liberacdo de multiplos agonistas, incluindo TXA, e ADP,
e a producdo local de trombina. Esses fatores se ligam a seus respectivos receptores acoplados a
proteina G, mediando mecanismos paracrinos e autocrinos. Além disso, eles potencializam as acGes
uns dos outros (por exemplo, a sinalizacdo P2Y;, modula a geracdo de trombina). A principal integrina
plaquetéria GP lIb/Illa medeia a etapa comum final da ativacdo plaquetéria, submetendo-se a uma
mudanca conformacional e a ligacdo do fibrinogénio e do fator von Willebrand, levando a agregacao
plaquetaria. O resultado liquido dessas interacOes é a formacdo de trombos, resultando em interagdes
plaquetas/plaquetas com fibrina. Terapias atuais e emergentes que inibem os receptores plaquetarios,
integrinas e proteinas envolvidas nesse processo, incluem inibidores de tromboxano, antagonistas do
receptor de ADP P2Y,, e inibidores de GP IIb/llla (Adaptado de: CHAVES; MELO; CORREA,
2018).
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O é&cido acetilsalicilico (AAS), comumente conhecido como aspirina (Figura 18), é
muito utilizado na clinica como farmaco inibidor plaquetario, além disso, possui outras
aplicacdes, como analgésico, redutor de febre, redutor da inflamacdo, para tratamento do
cancro, doengas cardiovasculares, Alzheimer, ataque cardiaco, acidente vascular cerebral etc.
Mas seu uso deve ser cuidadosamente monitorado devido seus efeitos colaterais nocivos,
como voémitos, dor de estbmago, nduseas, perda de audic¢do etc. Além disso, doses acima de
500 mg por dia podem promover hemorragia digestiva alta. Apesar disto, 0 AAS se mantém
como farmaco de primeira linha em baixas doses (55-325 mg/dia) (SIVAKUMAR et al.,
2017).

T

Figura 18: Estrutura quimica do 4cido
acetilsalicilico (SIVAKUMAR et al., 2017).

O mecanismo de acdo da aspirina baseia-se no bloqueio irreversivel da enzima
cicloxigenase 1 (COX-1) ap6s a acetilacdo do seu sitio ativo, com isso, a enzima fica
impedida de catalisar a oxidacdo do acido araquiddnico para sintese de TxA,. O TxA; é capaz
de se ligar ao receptor de prostaglandina acoplado a proteina Gqg, que gera uma mudanca
conformacional nas plaquetas, permitindo um aumento no recrutamento e agregacao
plaquetéaria (RYTEL; CALKA, 2016).

O clopidogrel é um pro-farmaco da classe dos compostos tienopiridinicos. Este
farmaco associado com a aspirina € mais eficaz que a aspirina isolada, na reducdo da
incidéncia de eventos cardiovasculares precoces e de longo prazo, em pacientes com sindrome
coronariana aguda submetidos a intervencdo coronariana percutanea. Porém, em alguns
estudos foi relatado que esse tratamento sO atinge 4 a 44% dos pacientes tratados. Portanto,
uma grande parcela dos pacientes tratados permanece na zona de risco, iSSO mostra a
necessidade de se desenvolver novas drogas mais potentes, além de novas combinacGes de
terapias antiplaquetarias (VLACHOJANNIS et al., 2011).

Acredita-se que a resisténcia aos efeitos antiplaguetarios do clopidogrel esteja

relacionado a metabolizagcdo hepéatica da droga, ao seu metabolito ativo e as variagdes
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genéticas no receptor de ADP, P2Y1,. Louca et al. (2014) relataram em seu estudo que a
duplicacdo da dose de clopidogrel parece ser uma opcdo razodvel para pacientes com
resisténcia, no entanto, segundo as orientaces da European Society of Cardiology (ESC)
entre outras associacOes, a pratica ndo € recomendada devido aumento do risco de hemorragia
(TENDERA et al., 2011).

O mecanismo de acdo do clopidogrel (Figura 19) se baseia na inibicéo irreversivel e
seletiva de receptores P2Y1,. Esses receptores sdo ativados naturalmente por ADP, e sdo
capazes de desencadear a ativacdo plaquetaria, uma vez inibidos pelo clopidogrel, o ADP néo

consegue se ligar ao receptor, impossibilitando a transducéo do sinal (LOUCA et al., 2014).

Figura 19: Estrutura quimica do Clopidogrel
(SHARIS; LOSCALZO, 2003).

Entre os agentes anticoagulantes, a varfarina € o mais utilizado na clinica, e por muito
tempo permaneceu como Unica opcdo terapéutica anticoagulante oral para tratamentos de
doencas tromboembdlicas (SARDENBERG et al., 2017). No entanto, o tratamento com
varfarina € limitado devido a varios fatores, como a imprevisibilidade do seu metabolismo,
além da necessidade de monitoramento laboratorial da sua atividade antitrombdtica. Diante
dessas limitacdes, gerou-se a necessidade de se desenvolver outros farmacos (AFONSO et al.,
2016). Outros antagonistas da vitamina K utilizados na clinica sdo acenocumarol e
femprocumona (ATTA-UR-RAHMAN, 2018).

A varfarina (Figura 20) € um antagonista da vitamina K, que fisiologicamente atua
como co-fator na carboxilacdo de residuos especificos de acido glutdmico para formar o acido
gama carboxiglutdmico (Gla), aminoacido presente nos fatores de coagulacdo (fatores I,
VII, IX e X). Para que ocorra a gamacarboxilacdo do &cido glutdmico, a vitamina k é
reduzida a hidroquinona pela acdo da enzima quinona redutase, e é oxidada pela acdo da
enzima carboxilase, dando origem a forma 2,3-epoxi. Esse metabdlito é convertido
novamente em sua forma ativa pela a¢do da vitamina k epoxido redutase, completando o ciclo

da vitamina k. A varfarina atua sobre a enzima epoxido redutase e sobre a quinona redutase,
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inibindo a conversdo da vitamina k 2,3-epoxi em sua forma ativa (hidroquinona), o que faz o
paciente expressar baixos niveis dos fatores Il, VII, IX e X (TELES etal., 2012).

o

o)

Figura 20: Formula estrutural da Varfarina
(BOTTON, 2010).

A heparina (Figura 21) e seus derivados também sdo anticoagulantes potentes e muito
utilizados na clinica. Trata-se de um glicosaminoglicano encontrado nos granulos secretores
dos mastacitos, comumente extraida na mucosa intestinal de suinos. Os derivados da heparina
em uso no momento incluem heparinas de baixo peso molecular (HBPMs, p. ex. enoxaparina,
daltaparina, tinzaparina), que sdo fragmentos da heparina com peso molecular entre 1-10 kDa
(cerca de 17 unidades de sacarideos), e o fondaparinux, um andlogo sintético de cinco

sacarideos de uma sequéncia natural encontrada na heparina (BRUNTON et al., 2012).
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Figura 21: Sequéncia demonstrativa de sacarideos encontrada nas
cadeias heterogéneas de heparina (CHAVES; MELO; CORREA,
2018).

O mecanismo de acdo da heparina, HBPMs e fondaparinux nédo esta relacionado a
atividade anticoagulante intrinseca, pois esses farmacos atuam como catalisadores da
atividade da antitrombina (Figura 22). A antitrombina inibe os fatores de coagulacdo ativados

envolvidos na via intrinseca e comum, e quando a heparina e seus derivados se ligam a
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antitrombina, eles induzem uma mudanca conformacional na antitrombina que torna seu sitio
ativo mais acessivel para a protease-alvo (LEME; SGUIZZATTO, 2012).
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Figura 22: Mecanismo de acdo da heparina, heparina de baixo peso molecular (HBPM) e
do pentassacarideo sintético fondaparinux. A. A heparina se liga a antitrombina por meio
da sua sequéncia de pentassacarideos que leva a mudanca conformacional na al¢a do centro
reativo da antitrombina e acelera sua interacdo com o fator Xa. Para potencializar a
inibico da trombina, a heparina deve ligar-se simultaneamente a antitrombina e a
trombina. Apenas as cadeias de heparinas compostas por, pelo menos, 18 unidades de
sacarideos sdo longas o suficiente para realizar a funcdo de ponte. B. HBPM tem
capacidade maior para potencializar a inibicdo do fator Xa do que a trombina, porque pelo
menos metade das cadeias de HBPM ¢é curta demais para unir a antitrombina a trombina.
C. O pentassacarideo acelera apenas a inibicdo do fator Xa pela antitrombina, ele é curto
demais para ligar a antitrombina (BRUNTON et. al, 2012).

Essa alteracdo conformacional gerada na antitrombina acelera a taxa de inibicdo do
fator Xa em pelo menos duas ordens de magnitude, mas ndo tem efeito sobre a taxa de

inibicdo da trombina. Para potencializar a inibi¢do da trombina, apenas a heparina serve como
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modelo catalitico, pois possui 18 unidades ou mais de monossacarideos e com iSso possui
comprimento suficiente para unir a trombina e a antitrombina (BRUNTON et al., 2012).

As plaquetas sintetizam e liberam em seus granulos o uma proteina catiénica chamada
fator plaquetario 4, capaz de impedir que a heparina se ligue a antitrombina, o que pode
limitar a sua atividade proxima dos trombos ricos em plaquetas. No entanto, HBPMs e
fondaparinux possuem menor afinidade por esse fator plaquetario, sendo mais eficientes em
trombos em um grau maior que a heparina. A heparina, HBPMs e fondaparinux podem ser
utilizados no tratamento inicial da trombose venosa e da embolia pulmonar gracas ao seu
efeito rdpido, geralmente sdo utilizados em tratamento concomitante a um antagonista de
vitamina K (por ex.: varfarina) que possuem efeito tardio. HBPMs e fondaparinux ndo
necessitam de monitoramento laboratorial (BRUNTON et al., 2012).

A heparina ndo fracionada pode gerar trombocitopenia induzida pela heparina (TIH),
caracterizada pela formacéao de anticorpos anti-heparina/fator plaquetério, plaquetopenia, com
efeito pré-trombotico, podendo evoluir para sangramento, trombose, embolias e até ao 6bito,
portanto, a heparina deverd ser imediatamente suspensa quando ha suspeita de HIT
(ROBERTS; CHANEY, 2018).

Novos farmacos sdo produzidos constantemente, e apesar dos desenvolvimentos
atuais, a busca pelo farmaco ideal é assidua. Hoje j& foram desenvolvidos os novos
anticoagulantes orais (NACO), que tem grande vantagem por ndo exigirem monitoramento da
sua atividade, como por exemplo, rivaroxiban (Xarelto®), o dabigatran (Pradaxa®), Apixaban
(Inibidores reversiveis do fator Xa), e edoxaban (inibidor reversivel do fator 1la) que ja foram
aprovados para seu uso clinico. Estes medicamentos tém maiores vantagens devido a sua
farmacocinética, com tempos de vida plasmaticos mais curtos, que permitem uma suspensao
segura, num tempo mais curto previamente a cirurgia, e 0 seu metabolismo previsivel
dispensando a monitorizacdo da sua acdo. As desvantagens sdo que ainda nao existe um

antidoto disponivel, além do elevado pregco no mercado (Figura 23) (AFONSO et al., 2016).
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Figura 23: Mecanismo de acdo dos principais agentes anticoagulantes. Com a exposi¢do do fator
tecidual, os zimogeénicos (fatores inativos) sdo convertidos em fatores ativados, permitindo a formagéo
de mondémeros de trombina e fibrina. Todas as cascatas sdo mostradas em setas pretas. Alguns dos
mecanismos inibitorios sdo apresentados em caixas tracejadas (inibidores diretos e indiretos do fator
Xa e inibidores diretos da trombina). F, fator. (Adaptado de: CHAVES; MELO; CORREA, 2018).

2.8 Produtos Naturais e Trombose

Muitas substancias medicamentosas usadas no tratamento de doencas cardiovasculares
que séo aprovadas e altamente prescritas foram originadas de plantas ou ervas, estima-se que
50% dos medicamentos aprovados nos ultimos 35 anos séo de origens naturais (CHAVES;
MELO; CORREA, 2018).

A aspirina, uma droga de origem vegetal sintetizada a partir do precursor salicina, o
qual é originalmente derivado da casca e folhas de salgueiro (Salix spp.), apresenta uma
potente atividade sobre as plaquetas (MONTINARI et al., 2018). No entanto, um intenso
efeito antiplaquetario pode gerar riscos graves de hemorragias para o paciente, e diante disso,
buscam-se terapias e substancias quimicas que promovam efeitos antiplaquetarios atenuados
(XIANG et al., 2008).

Entre as plantas medicinais utilizadas popularmente para tratar doencas
cardiovasculares incluem-se: ginseng, acafrdo da terra, alho, arroz vermelho fermentado,
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Ginkgo biloba, tanshinona e ginsenoside (LI et al., 2015). Tsai et al. (2017) relataram que o
uso da fitoterapia chinesa como terapia adjunta pode melhorar a sobrevida global de pacientes
com diabetes tipo 2 e que sofreram AVC.

O extrato de Ginkgo biloba é um medicamento fitoterapico conhecido popularmente e
muito utilizado em varios paises, como Alemanha, EUA e paises asiaticos. Essa espécie
vegetal apresenta diversos efeitos benéficos a saude ja conhecidos, como anti-inflamatdrio,
antiasmatico, antitumorais, e tem sido indicado em casos de doencas cerebrais e arteriais
periféricas. Seus extratos apresentam atividade antiplaquetaria induzida por ADP e colageno
in vitro e in vivo através do aumento de CAMP e inibi¢cdo da sintese de tromboxano A, (CHO;
SHON; NAM, 2007). Uma das suas principais substancias quimicas, os ginkgolideos,
apresenta efeitos inibitorios sobre a agregacdo plaquetaria atraves de vias dependentes de
AMPc e GMPc (CHO et al., 2007). Ginkgolide B também ja foi estudado e observou-se
antagonismo potente sobre o fator ativador de plaquetas (XIA; FANG, 2007).

A romd (Punica granatum L.) também tem sido alvo de estudos devido suas potentes
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas e principalmente devido sua
capacidade de reduzir a agregacao plaquetaria induzida por acido colageno e araquidonico,
funcdo esta atribuida a presenca de taninos hidrolisaveis elagitaninos e &cido eléagico, além de
outros compostos, como por exemplo, antocianinas e flavonoides (WANG et al., 2018).

Existem diversas classes de substancias quimicas produzidas pelo metabolismo
vegetal que podem ser responsaveis pelos seus efeitos antitrombdticos, dentre elas, destacam-
se 0s polissacarideos, peptideos, compostos fenolicos, saponinas, flavonoides, terpenos,
cumarinas e taninos (CHAVES; MELO; CORREA, 2018).

A curcumina, diferucoilmetano, € um componente polifendlico da Curcuma longa,
conhecida popularmente como acafrdo da terra, e tem sido muito utilizada em produtos
complementares e na medicina alternativa, pois além de possuir muitas acGes terapéuticas,
dentre elas, efeitos protetores antitrombdticos e cardiovasculares, ela € considerada uma
substancia segura, porque doses orais altas como 8g/dia administrada a humanos néo resulta
em efeitos colaterais evidentes. Sabe-se que ela inibe a agregacdo plaquetéria induzida pelo
acido araquiddnico, adrenalina e colageno (KEIHANIAN et al., 2017).

Outra substancia polifendlica com propriedade antitrombotica comprovada é o
resveratrol, um polifenol ndo flavonoide pertencente ao grupo estilbeno, que pode ser
encontrado em muitos alimentos e bebidas a base de plantas, incluindo vinho tinto, uvas, uma

variedade de frutas e amendoim. Existem varios mecanismos propostos para explicar o efeito
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antiplaquetario do resveratrol, entre eles, a inibicdo da agregacdo plaquetéria induzida pela
epinefrina e pelo colédgeno de pacientes resistentes a aspirina € de grande importancia, pois
sugere que o resveratrol pode ser um antiplaquetario de segunda linha nesses pacientes
resistentes a aspirina (ZORDOKY et al., 2015).

Os flavonoides sdo caracterizados por um grande grupo de polifendis encontrados
amplamente em frutas e vegetais. J4 é conhecida sua capacidade de reduzir a atividade
plaquetaria atenuando a ativacdo do receptor GPIIb/llla induzido por agonistas, a mobilizacao
da exocitose de granulos livres de Ca*? intracelular, bem como a ativacdo de diferentes
moléculas de sinalizagdo, tais como proteinas quinases ou fosfolipases ativadas por mitdgenos
(LOPES et al., 2018). No estudo de Zhang et al. (2017), foi observado que amostras de
prépolis  apresentaram  acdo  antiplaquetaria de  forma  eficaz, na  qual
os flavonoides contribuiram evidentemente para esta atividade farmacoldgica.

Os Oleos essenciais extraidos de algumas espécies vegetais também ja foram
notificados com efeitos antitrombéticos. Tognolini et al. (2006) analisaram 6leos essenciais
extraidos de diferentes espécies vegetais, e notaram fortes atividades antitrombdticas dos
oOleos extraidos de O. quixos, F. vulgaris e A. dracunculus frente ao ADP, acido araquiddnico
e agonista do tromboxano A,. Esses autores associaram as atividades encontradas com a
composic¢do quimica dos dleos essenciais ricos em substancias fenilpropandides.

Curdione, uma das principais substancias sesquiterpénicas encontradas no 6leo
essencial de Rhizoma Curcumae demonstrou possuir maltiplas propriedades bioativas, dentre
elas, apresentou atividade antiplaquetaria frente ao PAF, ADP, acido araquidénico e trombina.
Foi observado por Xia et al. (2012) um aumento nos niveis de CAMP plaquetéario, atenuacéao
da mobilizacdo de Ca?* intracelular em plaquetas ativadas por PAF e efeitos antitrombéticos
induzidos por vasodilatacao.

Diante disso, observa-se que os produtos naturais podem fornecer uma abordagem
preventiva Util para a salde, assim como podem ser usados como alternativas ou
complementos para tratamentos farmacologicos atuais de doencas tromboticas, desde que
tenham sido submetidos a estudos cientificos que garantam orientacGes adequadas quanto ao

efeito sobre a hemostasia, e seus efeitos toxicoldgicos (tabela 1).
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Tabela 1: Substancias quimicas encontradas em espécies vegetais e seus mecanismos de acdo

propostos.
Substancia Origem vegetal Mecanismo de acao proposto Bibliografia
quimica
Ginkgolideos Ginkgo biloba. Antiplaquetario por vias CHO, SHON
dependentes de AMPc e GMPc. e NAM, 2007.
Elagitaninos, Punica granatum L. Reducdo da agregacdo plaquetaria WANG et al.,
acido  elagico, induzida por coldgeno e é&cido 2018.
antocianinas e araquidonico.
flavonoides
Curcumina Curcuma longa. Inibe a agregacdo plaquetaria KEIHANIAN
induzida pelo &cido araquiddnico etal., 2017.
(AA), adrenalina e colageno.
Resveratrol Vinho tinto, uvas, Inibicdo da agregacdo plaquetdria ZORDOKY et
frutas e amendoim.  induzida pela epinefrina e pelo al., 2015.
colageno.
Flavonoides Propolis, frutas e Atenua ativacdo do receptor LOPES et. al,
vegetais. GPIIb/Illa induzido por agonistas, 2018.

Fenilpropandides

Curdione

0. quixos, F.
vulgaris e
A. dracunculus

Rhizoma Curcumae

a mobilizacdo da exocitose de
granulos livres de Ca*? intracelular,
a ativacao de diferentes moléculas
de sinalizac&o, tais como proteinas
quinases ou fosfolipases ativadas
por mitdgenos.

Atividade antitrombotica frente ao
ADP, acido araquidbnico e
agonista do tromboxano A,
Aumento nos niveis de CAMP
plaquetério, atenuacao da
mobilizacdo de Ca®* intracelular
em plaquetas ativadas por PAF e
efeitos antitromboticos induzidos

por vasodilatacao.

Tognolini et
al., 2006.

Xia et al,
2012.
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Portanto, esse trabalho teve como objetivo geral caracterizar quimicamente o dleo
essencial de Schinus molle L. e avaliar sua atividade sobre o processo de hemostase. Nesse
contexto, os objetivos especificos baseiam-se em: Extracdo do 6leo essencial da espécie
Schinus molle L. a partir das folhas secas, utilizando o processo de hidrodestilagéo;
Determinacdo da composi¢do quimica (qualitativa e quantitativa) do o6leo essencial e
caracterizagdo das substancias quimicas majoritarias por Cromatografia Gasosa acoplada ao
Detector de Chamas e Massas; Avaliacdo da atividade anticoagulante in vitro do o6leo
essencial de Schinus molle L., nos ensaios de Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de
Protrombina Parcialmente ativado (TTPa); Avaliacdo da atividade antiplaquetaria in vitro do
6leo essencial de Schinus molle L., utilizando ADP e colageno como indutores da agregacao

plaquetaria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo do Material

Folhas de Schinus molle L. foram coletadas na regido de Seropédica - RJ (22°42'56"S
43°43'01"W), classificada e depositada no Herbario da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro - exsicata RBR 35791. Em seguida foram secas em estufas com circulagdo e
renovacdo de ar, em temperatura controlada de 45°C durante 72 horas, seguidas de

pulverizacdo manual e armazenadas ao abrigo de luz e umidade até 0 momento da extracéo.
3.2 Extracio e caracterizacdo quimica do Oleo Essencial

A extragdo do oleo essencial foi realizada no Laboratério de Plantas Aromaticas e
Medicinais, no Departamento de Fitotecnia da UFRRJ. Oleo essencial de Schinus molle L. foi
extraido das folhas secas e trituradas ap6s 3 horas de hidrodestilacdo utilizando o aparelho de
Clevenger. Em seguida, a umidade do 6leo essencial foi eliminada com sulfato de sddio
anidro (Na;S0O,), e armazenado no refrigerador em frasco de vidro ambar, vedado e ao abrigo
da luz.

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial foi realizada na central analitica do
Instituto de Quimica da UFRRJ. Um Cromatografo Gasoso 5890 Séries 11 (Agilent, USA),
equipado com um detector de ionizacdo de chama e injetor no modo “split” (1:20) foi
utilizado para separar e detectar 0s constituintes dos 6leos essenciais das plantas aromaticas.
As substancias foram separadas em uma coluna capilar de silicas fundida (Fact Four VF-5ms,
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent J&W). O hélio foi utilizado como gas carreador com
fluxo de 1 mL min™. A programacdo da temperatura do forno foi de 60°C por 2 min. com
incremento de 5°C min™ até 110°C, seguido por incremento de 3°C min™ até 150°C e,
finalmente, seguido por incremento de 15°C min™ até 290°C, mantidos por 15 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente.

Um Cromatografo Gasosos acoplado ao espectrdmetro de massa QP-2010 Plus
(Shimadzu, JPN) foi utilizado para separar e analisar as substancias presentes nos 6leos
essenciais das plantas aromaticas. O fluxo de hélio, a coluna capilar e a programagdo de

temperatura para a analise por CG-EM foram as mesmas descritas para a analise por CG-DIC.
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As temperaturas do injetor e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente. O espectro
de massa foi obtido em um detector quadrupolo operando a 70 eV, com intervalo de massa
entre 40 e 400 m/z e a razdo de 0,5 scan s™.

A identificacdo dos constituintes do Oleo essencial foi realizada com base na
comparagdo dos indices de retencdo calculados (Van Den Dool and Kratz, 1963) e dos
espectros de massa obtidos com aqueles descritos na literatura (Adams, 2007) e no banco de
dados do equipamento (Biblioteca NIST 2008).

3.3 Ensaios Bioldgicos

Todos os ensaios bioldgicos foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ, e aprovados pelo nimero
CAAE: 60160716.3.0000.5257. Os ensaios foram realizados em colabora¢do com o grupo do
laboratdrio de Hemostasia e Trombose, que pertence ao Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas (DACT) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sob a orientacdo e
coordenacdo da professora Flavia Serra Frattani Ferreira. Os ensaios também foram
acompanhados pela aluna de mestrado Alessandra Lyra Guedes.

3.3.1 Atividade anticoagulante

Para testar a atividade anticoagulante do 6leo essencial foram realizados ensaios de
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) e Tempo de Protrombina (TP). O tempo de
coagulacdo do plasma foi medido (em segundos) utilizando o microcoaguldmetro
AMELUNG, modelo KC4A, Alemanha, o qual é equipado com um sistema de agitacdo e
aquecimento e indica o tempo decorrido desde o inicio da reacdo de coagulacdo até a
formacéo do coagulo. O plasma pobre em plaquetas (PPP) humano utilizado foi adquirido da
BioRad e ressuspenso com agua destilada. O reagente de TTPa utilizado foi Cefalina Ativada
e foi comprada da Diamed (Rio de Janeiro, Brasil), para o TP, o reagente utilizado foi a
tromboplastina tecidual célcica, que foi obtida da Biolab (Rio de Janeiro, Brasil). O controle
foi a heparina de alto peso molecular.

Os ensaios iniciaram com a incubacdo de 50pl de PPP a 37°C por 60 segundos no
microcoagulometro, e apds esse tempo, a amostra (6leo essencial puro) ou o controle (tampéo

tris-NaCl: TBS) foi adicionado. Foram testadas as concentragcdes (da amostra) de 40, 200 e
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400 mg.ml™ no ensaio de TTPa, e 50, 250 e 500mg.ml™ para o ensaio de TP (cada
concentracdo foi analisada em duplicata). O reagente de TTPa (50ul) ou de TP (100ul) foi
adicionado 60 segundos depois da amostra ou controle. Para o TTPa, a reacdo foi iniciada
com 100ul de cloreto de calcio 25 mM apo6s 180 segundos, para o TP, a reacdo foi iniciada

apos a adicdo do reagente de TP (tromboplastina).
3.3.2 Atividade antiplaquetaria

Os ensaios de agregacao plaquetaria foram realizados em um agregbmetro Chronolog
(Havertown, PA) seguindo o método turbidimétrico de Born & Cross (1963) (Figura 24). As
concentracdes da amostra (6leo essencial puro) analisadas foram de 5, 10, 20, 30 e 40 mg/ml,

cada concentracdo foi analisada em triplicata, e o controle positivo utilizado foi a aspirina.
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Figura 24: Ensaios de agregacdo plaquetéaria no agregbmetro (A) e seu registro
experimental (B). A: plaquetas normais (acima), deficientes ou tratadas com
antagonistas plaquetérios (abaixo) sdo testadas com agonistas, como o ADP e
coldgeno utilizados neste estudo. B: registro experimental de um ensaio no
agregbmetro utilizando plaquetas normais, mostrando o inicio do experimento
(1), ap6s a adicdo do agonista, quando ocorre a mudanca de forma da plaqueta
(shapechange) com posterior secrecdo dos granulos (2) e, finalmente, a
agregacdo plaquetaria (3) (CASTRO et al., 2006).

O sangue humano foi obtido de doadores voluntérios apds consentimento informado, o
qual foi coletado em tubos BD®Vacutainer com citrato de sédio a 3,2%. O sangue foi
centrifugado em 1200 rpm por 12 minutos, o sobrenadante foi armazenado e utilizado como

Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Parte do PRP foi centrifugado novamente a 2000 rpm por
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10 minutos, e o sobrenadante foi armazenado e utilizado como Plasma Pobre em Plaquetas
(PPP). Para esta andlise, utilizamos como indutores da agregacdo plaquetéria os agonistas:
difosfato de adenosina (ADP) e colageno.

O PRP (350 pl) foi incubado a 37°C por 1 minuto, e em seguida foi adicionado o
indutor ADP (5,02 mg.ml™) ou o colageno (5,7x10° mg.ml™), para induzir a agregacéo
plaquetdria méxima e gerar um grupo controle positivo. A amostra a ser analisada foi
adicionada 1 minuto ap6s a incubacgédo do PRP, e 1 minuto antes do indutor. A agregacéo foi
registrada como a mudanca percentual na transmissdo de luz: o valor de referéncia foi

definido usando o PRP, e a transmissdao maxima usando o PPP.

3.3.3 Analises estatisticas

Para realizar as andlises estatisticas foi utilizado o software Graphpad Prism for
Windows version 6.01. Os resultados obtidos foram expressos em média + SD e as analises
estatisticas foram obtidas através da determinacdo da variancia unidirecional (ANOVA),
comparando as concentracbes com o controle pelo teste de Dunnet, com mudangas
consideradas significativas quando p-valor menor ou igual a 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo Quimica

A extracdo do Oleo essencial apresentou rendimento de 2,44% (m/m). As substancias
encontradas no 6leo essencial das folhas de Schinus molle L. estdo representadas na tabela 2
dispostas na ordem de eluicdo na coluna cromatografica, suas estruturas quimicas encontram-
se na figura 25 e o perfil cromatografico observa-se na figura 26. Foram obtidas 45

substancias, e quatro destas ndo foram identificadas.
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Tabela 2: Caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.
apos 3h de extracdo por hidrodestilacao.

OEC  Substancia IRL? IRL" Area %
1 a-Pineno 934 932 0,78
2 S-Pineno 978 974 1,62
3 a-Canfolenal 1128 1122 0,34
4 Nopinona 1139 1135 0,10
5 Trans-pinocarveol 1141 1135 1,74
6 Cis-verbenol 1143 1137 0,09
7 Trans-verbenol 1147 1140 1,16
8 NI 1151 - 0,07
9 Pinocarvone 1165 1160 0,85
10 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1169 1166 0,36
11 Terpinen-4-ol 1179 1174 0,10
12 a-terpineol 1193 1186 0,08
13 Mirtenal 1199 1195 2,80
14 Verbenona 1212 1204 0,53
15 Trans-carveol 1222 1215 0,17
16 a-Copaeno 1380 1374 0,26
17 S-Elemeno 1396 1389 0,34
18 a-gurjuneno 1414 1409 0,33
19 p-cariofileno 1425 1417 4,44
20 Aromadendrene 1444 1439 0,13
21 Cis-muurola-3,5-dieno 1451 1448 0,19
22 a-humuleno 1459 1452 0,73
23 9-epi-p-cariofileno 1467 1464 5,50
24 Germacreno D 1481 1484 0,25
25 y-amorfeno 1487 1495 2,86
26 Biciclogermacreno 1502 1500 5,67
27 a-Muuroleno 1505 1500 1,64
28 y-cadineno 1520 1513 9,66
29 o-cadineno 1529 1522 5,23
30 a-cadineno 1543 1537 0,84
31 NI 1575 - 0,67
32 Espatulenol 1581 1577 7,62
33 Oxido de cariofileno 1586 1582 5,45
34 Globulol 1594 1590 2,80
35 Ledol 1611 1602 1,80
36 Epoxido de humuleno 11 1616 1608 0,66
37 1,10-di-epi-Cubenol 1622 1618 5,19
38 1-epi-cubenol 1635 1627 0,67
39 Epi-a-cadinol 1650 1638 22,85
40 a-Cadinol 1662 1652 2,20
41 Cadeleno 1682 1675 0,27
42 NI 1695 - 0,10
43 Shyobunol 1700 1688 0,44
44 Acetato de cariofileno 1717 1701 0,08
45 NI 1752 - 0,30
Hidrocarbonetos monoterpénicos 2,40
Monoterpenos oxigenados 8,32
Monoterpenos totais 10,72
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 38,07
Sesquiterpenos oxigenados 50,03
Sesquiterpenos totais 88,10
Total identificado 98,82

® Indice de retenco linear obtido através da equacdo de van den Dool e Kratz (1963).
® indice de Retencéo Linear encontrado na literatura (Adams, 2007).

OEC= Ordem de eluicdo na coluna cromatografica

NI = Composto ndo identificado.
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Figura 26: Cromatograma (CG-DIC) do 6leo essencial de S. molle obtido das folhas secas por
hidrodestilacdo. Os numeros na ordem de eluicdo estdo listados na tabela 2 com os respectivos
nomes de cada substancia quimica.

As subténcias epi-a-cadinol e y-cadineno sdo majoritarias no 6éleo essencial, com

22,85% e 9,66%, respectivamente, e suas estruturas quimicas podem ser observadas na figura

25. O espectro de massas da substancia epi-a-cadinol esta representado na Figura 27, seu ion

molecular apresenta 222 m/z e o pico base 161 m/z, j& o espectro de massas da subsancia vy-

cadineno pode ser visto na Figura 28, sendo o ion molecular 204 m/z e o pico base 105 m/z.

No perfil quimico deste Oleo destacaram-se também as substancias espatulenol (7,62%),
biciclogermacreno (5,67%), o6-cadineno (5,23%), 9-epi-g-cariofileno (5,50%), Oxido de
cariofileno (5,45%), 1,10-di-epi-Cubenol (5,19%) e S-cariofileno (4,44%).
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Figura 27: Espectro de massas obtido da substancia epi-a-cadinol.
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Figura 28: Espectro de massas obtido da substancia y-cadineno.

Em geral, O6leos essenciais apresentam maior predominancia de substancias
monoterpénicas, seguidas de sesquiterpénicas (THORMAR, 2011), no entanto, observa-se em
alguns estudos que o 6leo essencial de Schinus molle L. pode apresentar variacbes na sua
composicdo quimica. Neste estudo, foram observados 88,1% de substancias sesquiterpénicas,
sendo 50,03% oxigenadas (Figura 29). Munhd et al. (2015) também alcancaram estes
resultados nos estudos com Schinus molle L. de diferentes regides do Rio Grande do Sul, por
outro lado, Martins et al. (2014) analisaram o dleo essencial de Schinus molle L. nativas do
sudeste de Portugal e observaram predominéncia de hidrocarbonetos monoterpénicos, assim

como os resultados obtidos por Diaz et al. (2008).

Conteudo Terpénico

3%
® Hidrocarbonetos monoterpenos

B Monoterpenos oxigenados
50%

399% Sesquiterpenos

Sesquiterpenos oxigenados

Fig. 29: Conteudo terpénico encontrado no perfil quimico do dleo essencial das folhas
de S. molle.

Essa diferenca pode ser uma caracteristica dessa espécie, devido a diferentes
quimiotipos existentes. Além disso, Cavalcante et al. (2015) relataram que a prevaléncia de

monoterpenos permanecem nas duas primeiras horas de extracdo do 6leo essencial, ja
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substancias sesquiterpénicas aparecem a partir da segunda hora, e isso pode ser explicado
devido as diferencas do peso molecular e polaridade de cada substancia, os quais influenciam
no tempo de sua extracdo, além da volatilidade no decorrer do procedimento. Isso pode
explicar o perfil quimico encontrado neste estudo, pois o tempo de extracdo foi em torno de
3h.

Cavalcante et al. (2015) analisaram o 6leo essencial das folhas de Schinus molle L. da
regido de Volta Redonda - RJ. ApoOs quatro horas de hidrodestilacdo as substancias
majoritarias encontradas foram os sesquiterpenos cubenol, éxido de cariofileno e espatulenol.
Neste estudo, o 6xido de cariofileno e o espatulenol também foram encontrados com maiores
concentracdes, ja o cubenol ndo foi obtido. Outras substancias comuns em ambas as analises
foram y-cadineno, globulol, ledol, 1,10-di-epi-cubenol, e alfa-cadinol.

O 6leo essencial de Schinus molle L. analisado por Batista et al. (2016), também da
regido de Volta Redonda (RJ), apresentou alguma semelhanca com este estudo. Esses autores
encontraram 35 substancias, sendo espatulenol e cubenol majoritérias, e destes, apenas 0
espatulenol aparece neste estudo. Ambas as andlises apresentaram substancias como
biciclogermacreno, g-cariofileno e 1,10-di-epi-Cubenol. Batista et al. (2016) ndo detectaram
as substancias 9-epi-g-cariofileno e dxido de cariofileno, as quais estdo em destaque em
nossos resultados.

Atti dos Santos et al. (2007) fizeram a caracterizacdo quimica do 6leo essencial das
folhas de Schinus molle L. de diferentes locais do Rio Grande do Sul, e encontraram como
substancias majoritarias 0s monoterpenos o-Pineno, B-Pineno, mirceno e limoneno, e
sesquiterpenos biciclogermacreno, a-cadinol, espatulenol, 8-cadineno, B-cariofileno. Com
excessdo dos monoterpenos mirceno e limoneno, todas essas substancias foram detectadas
neste estudo, e os monoterpenos a-Pineno, B-Pineno se apresentaram em quantidades muito
baixas. O tempo de extracdo utilizado neste estudo foi de 1h, o que explica a alta porcentagem
de monoterpenos.

Os resultados publicados por Munhd et al. (2015) indicaram 19 componentes no 6leo
essencial de Schinus molle L. do Rio Grande do Sul, sendo caracterizados principalmente pelo
biciclogermacreno, B-cariofileno, espatulenol, globulol, germacreno-D, éxido de cariofileno e
terpinen-4-ol. Fazendo uma comparacdo com este estudo, apenas o globulol, germacreno-D e
terpinen-4-ol ndo aparecem como majoritarios, no entanto, todas as substancias foram

encontradas em ambos.
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O oleo essencial das folhas de Schinus molle L. da regido do Cerrado brasileiro foram
analisadas por Simionatto et al. (2011), coletadas no Mato Grosso do Sul, a extracdo do 6leo
percorreu por quatro horas. Esses autores encontraram 18 substancias, sendo as substancias
sesquiterpénicas majoritarias, entre elas estdo: Epi-a-cadinol, 6xido de cariofileno, v-
cadineno, espatulenol e 1,10-di-epi-cubenol. Todas essas substancias foram encontradas em
nossa analise.

Em outro estudo, Martins et al. (2014) relataram vinte e dois componentes no 6leo
essencial de Schinus molle L. nativa do sudeste de Portugal, e 0s componentes que se
destacaram foram a-felandreno, limoneno, B-mirceno, B-felandreno e elemol. Este trabalho
apresentou um perfil quimico com substancias diferentes da nossa analise, mesmo em
periodos de extracdo por hidrodestilacdo iguais em ambos os estudos.

Na provincia de Taif, KSA, folhas de Schinus molle L. foram hidrodestiladas por 1,5h
e 0 Oleo essencial obtido foi identificado por Abdel-Hameed e Bazaid (2017), eles
encontraram 50 substancias quimicas, destacando-se 0s sesquiterpenos 6-cadineno, vy-
gurjuneno, D-longifoleno, B-cariofileno, guaiol, B-cadinol e a-cadinol. Apenas as substancias
d-cadineno e B-cariofileno assemelham-se aos majoritarios de nossa analise, ¢ a-cadinol
aparece em concentragao inferior.

Belhamel e Ludwig (2008) encontraram 38 substancias quimicas no 6leo essencial de
folhas de Schinus molle L. nativas da Argélia, pais africano, das quais o-felandreno, f-
felandreno foram as substancias majoritarias, e ambas ndo foram encontradas em nosso
estudo. No entanto, também destacadaram-se, assim como em nossa analise, as substancias
biciclogermacreno, 1,10-di-epi- cubenol e 6-cadineno.

Diaz et al. (2008) obtiveram 42 substancias quimicas no 06leo essencial de folhas de
Schinus molle L. cultivadas na Costa Rica, a hidrodestilacdo percorreu por duas horas. As
substancias majoritarias foram os monoterpenos a-pineno e B-pineno, mas, também se
destacaram as substancias y-cadineno, epi-a-cadinol e B-cariofileno. Observa-se grande
semelhanca com a nossa analise.

Portanto, em comparacdo com outros estudos, esta analise apresentou algumas
diferengas na composicdo quimica do 6leo essencial, seja qualitativa ou quantitativamente. A
substancia sesquiterpénica espatulenol foi observada em todos os estudos brasileiros aqui
relatados, e ndo constou nos estudos estrangeiros. A substancia B-cariofileno também foi uma

substancia em destaque, pois esteve presente em seis das dez analises.
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Essa variacdo quimica na composi¢do do 6leo essencial de Schinus molle L. retrata a
interferéncia das condigdes intrinsecas e extrinsecas sobre a planta, pois sua origem
geografica pode promover diferentes condi¢cdes ambientais, como disponibilidade de luz, agua
e nutrientes (LIMA et al., 2003), assim como podem haver diferencas intra-especificas,
incluindo fatores genéticos, que também sugerem a presenca de diferentes quimiotipos da
planta (GOMES, V. et al., 2013).

Apesar das variagdes na composicdo quimica, é notavel a presenca de determinadas
substancias constantes em alguns estudos, como por exemplo, biciclogermacreno, 6-cadineno,
Oxido de cariofileno, 1,10-di-epi-cubenol e y-cadineno. Todas essas substancias foram
encontradas em nossa anélise em maiores teores.

O perfil quimico do 6leo essencial também pode variar de acordo com a parte da
planta em que foi extraido, o que pode ser confirmado através da comparacao de estudos, por
exemplo, de frutos e folhas de Schinus molle L. de diferentes autores.

No estudo de Zahed et al. (2011) em quatro regides diferentes do nordeste da Tunisia,
0 conteudo de monoterpenos representou 81 a 96% do 0Oleo essencial de frutos de Schinus
molle L., sendo majoritarios o limoneno, B-fentandreno, a-fandireno, mirceno e a-pineno, e
em baixas concentragdes, 0S Sesquiterpenos B-cariofileno, germacreno-D, d-cadineno e -
muuroleno. Ja no estudo de Cavalcante et al. (2015) o 6leo essencial dos frutos de Schinus
molle L. do Rio de Janeiro, sudoeste do Brasil, apresentou 75,9% do contetdo quimico de
sesquiterpenos, e as substancias majoritarias foram: o-pineno, B-pineno, p-cariofileno,
germacreno D, &-cadineno e espatulenol. A hidrodestilacdo em ambos os estudos percorreu
por 2 horas.

Apesar da grande diferenca de porcentagens de substancias sesquiterpénicas entre o
estudo na Tunisia e Brasil, as substancias quimicas sdo quase as mesmas. A diferenca
encontrada na quantidade das substancias pode estar relacionada com o ambiente em que a
espécie foi cultivada, visto que sdo estudos de paises diferentes.

Comparando esses dois estudos com o perfil quimico encontrado no 6leo essencial das
folhas de Schinus molle L. de Seropédica, observa-se a prevaléncia apenas as substancias 6-
cadineno, B-cariofileno e espatulenol. As substancias germacreno D e a-pineno apareceram
em ambos 0s estudos como majoritarios, mas nesta analise a prevaléncia destas substancias
foi de menos de 1%. Esses dados mostram que o 0Oleo essencial de frutos e folhas de Schinus

molle L. de diferentes regides possuem uma pequena semelhanca qualitativa.
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4.2  Atividade Anticoagulante

Os resultados dos ensaios laboratoriais para testar o efeito in vitro do 6leo essencial
sobre a coagulacdo sanguinea comparados ao controle positivo (Heparina) podem ser

observados nas figuras 30 e 31.
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Figura 30: Efeito in vitro do 6leo essencial de Schinus molle L. sobre a
coagulacdo do plasma, apos a ativacdo da via intrinseca induzida pelo
reagente TTPa. N=3; * representa valor de p<0,05.
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Figura 31: Efeito in vitro do 6leo essencial de Schinus molle L. sobre a
coagulacdo do plasma, apds a ativagdo da via extrinseca induzida pelo
reagente TP. N=3; * representa valor de p<0,05.
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Tempo de Protrombina Parcialmente ativada (TTPa) é o teste laboratorial clinico mais
utilizado para monitorar a via intrinseca da cascata de coagulacdo (KAMAL et al., 2007), e na
figura 30 pode ser observado o resultado do TTPa para o Oleo essencial, o qual nédo
apresentou atividade anticoagulante significante. Observa-se que em sua maior concentracdo
(400 mg.ml™) atingiu o tempo de coagulacéo de 44s, que se comparado ao controle (29s) n&o
é um resultado estatisticamente significativo.

O tempo de protrombina (TP) é usado para avaliar as vias extrinseca (fator VII) e
comum (fatores X, V, Il e 1) e esta entre os testes de coagulagdo mais comumente solicitados
(KAMAL et al., 2007). O oleo essencial ndo apresentou qualquer atividade no ensaio de TP,
como pode ser observado na figura 31. Vale ressaltar que a heparina foi utilizada como um
controle negativo neste ensaio de TP, visto que ela também ndo prolonga o tempo de
coagulacao sanguinea na faixa de concentracdo testada.

Os resultados negativos nos testes da coagulacdo sanguinea sdo considerados
vantajosos, pois uma vez que o Oleo essencial apresente atividade frente as plaquetas, isso
pode direcionar sua atividade para este mecanismo de acdo, o que é considerado vantajoso,
visto que reduz as possibilidades de gerar efeitos colateriais. Os resultados dos testes sobre a

atividade antiplaquetéria dessa substancia estdo descritos a seguir.

4.3  Atividade Antiplaquetaria

Na figura 32 observa-se que o 6leo essencial de Schinus molle L. apresentou atividade
antiplaquetaria no ensaio de agregacdo induzida por ADP. Neste estudo foi observado que o
6leo essencial apresentou atividade inibitdria de forma concentracdo dependente, no entanto,
apresentou um comportamento inibitorio diferente do comum, pois a menor concentracao
testada deste 6leo (5 mg.ml™) demonstrou maior poder inibitério sobre as plaquetas (80%), e
a maior concentracdo testada (40 mg.ml™) inibiu 48% da ativago plaquetaria, ou seja, quanto

menor a concentracdo testada, maior foi seu potencial inibitorio sobre as plaquetas.
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Figura 32: Agregacdo plaquetéria in vitro induzida por ADP (5,02mg.ml™)
utilizando plasma rico em plaqueta humana (PRP), frente ao 6leo essencial de
Schinus molle L. N=5; * representa valor de p<0,05.

Este resultado pode ser considerado economicamente vantajoso, Visto que € necessaria
uma menor quantidade da substancia para se obter uma atividade inibitoria mais eficiente,
além disso, menores doses necessarias diminuem os riscos de efeitos colaterais. No entanto, é
necessaria a continuidade do estudo, para elucidarmos melhor o mecanismo de inibicéo.

Observa-se ainda que a dose maxima testada de aspirina (2,5 mg.ml™), que apresenta a
maior atividade inibitdria sobre as plaquetas (93,5%), encontra-se muito proxima a dose
minima testada de 6leo essencial (5 mg.ml™), e que também apresentou seu maior poder
inibitério in vitro (80%). H& um alto risco de intoxicacdo pela administracdo excessiva de
aspirina, visto que uma pequena dose desempenha uma potente acdo antiplaquetaria, em
contrapartida, se administrado doses maiores de 6leo essencial, espera-se que o efeito sobre as
plaquetas sejam reduzidos, 0 que pode proporcionar maior seguranga em seu uso.

A atividade antiplaquetaria do 6leo essencial foi diferente quando foi utilizado o
colageno como indutor. Como pode ser observado na figura 33, o dleo inibiu apenas 25,17%
da agregacdo plaquetaria (80 mg.ml™), e nas menores concentracdes testadas (5mg.ml™ e
20mg.ml™), as quais apresentaram a maior atividade antiplaquetaria quando testadas com o
indutor ADP, nesta analise apresentaram as menores porcentagem de inibicdo (4,82% e
3,69%, respectivamente). Este resultado também pode ser considerado vantajoso, pois

direciona a atividade do 0leo essencial para as vias de ativacao induzidas por ADP.
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Agregacdo plaquetaria com colageno
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Figura 33: Agregacdo plaquetaria in vitro induzida por colédgeno
(5,7x10° mg.mlI™) utilizando plasma rico em plaqueta humana
(PRP), frente ao Oleo essencial de Schinus molle L. N=5; *
representa valor de p<0,05.

A acdo antiplaquetaria de uma substancia por vias de ativacdo induzidas por ADP é
cientificamente importante, pois esse agonista apresenta um importante papel na hemostasia e
trombose. O ADP promove a ativacdo plaquetaria através de dois receptores, P2Y1 e P2Y 1.
Quando os receptores P2Y; sdo ativados, o0 ADP promove um répido influxo de célcio
citoplasmatico que desencadeia a ativacdo dos receptores GPIIb/llla e sintese de TXA,, 0 que
gera agregacdo plaquetaria. Uma vez que sua atuacdo seja nos receptores P2Y1,, multiplas
vias podem ser ativadas, um exemplo € a reducdo intracelular de AMPc desencadeada por
esse receptor, que reduz a inibicdo da atividade plaquetaria desencadeada pela proteina
quinase A (GACHET, 2005).

Em um estudo com camundongos nocautes para a proteina Muncl3-4 (proteina
responsavel pela ancoragem e fusdo dos granulos com a membrana plaquetaria para
exocitose), observou-se a auséncia de secrecdo granular de plaquetas, e ndo foi possivel
formar trombos nos modelos de trombose in vivo e in vitro, mostrando a importancia desta
etapa. Neste estudo, a co-estimulacdo com ADP exdgeno resgatou parcialmente a funcéo
plaquetaria, destacando o papel essencial do ADP na conducdo do feedback positivo para a
formagéo de trombos, e provando que ele tem um papel essencial na hemostase primaria das
plaguetas (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015).
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Para confirmar a presenca de atividade antiplaquetaria e a hipdtese de que o
mecanismo de agdo do 6leo essencial de Schinus molle L. se da por vias induzidas por ADP,
faz-se necessario testar a sua atividade com outros indutores, como por exemplo, acido
araquidénico e trombina, além de testes em modelos in vivo.

Moharam et al. (2010) fizeram uma andlise da atividade antiplaquetaria de Oleos
essenciais extraidos de cinco espécies de Goniothalus. Foi observado que o 6leo da casca de
G. velutinus foi o mais potente inibidor de acido araquiddnico e ADP, e outros
oOleos estudados apresentaram efeitos inibitorios significativos na ligacdo do receptor de PAF.
Esses autores associaram a forte atividade antagonista do PAF aos seus elevados teores de
substancias sesquiterpénicas. Este estudo sugere testar a atividade antiplaquetaria do dleo
essencial de Schinus molle L. sobre a acdo agregante de PAF, além de indicar que o0s
resultados obtidos podem estar relacionados ao elevado teor de substancias sesquiterpénicas.

Tognolini et al. (2006) também analisaram 6leos essenciais extraidos de diferentes
espécies medicinais, das quais Ocotea quixos , Foeniculum vulgaris e Artemisia dracunculus
apresentaram as maiores atividades antiagregantes plaquetéarias contra o ADP, o Acido
Araquiddnico e o andlogo do Tromboxano A, (U46619), apresentaram também capacidade de
desestabilizar a retracdo do codgulo. Para estes 0leos, os autores correlacionaram a atividade
antiplaquetaria com o contetdo de fenilpropandides que se apresentaram como substancias
majoritarias, e diante disso, eles aprofundaram suas andlises em modelos in vivo
(BALLABENI et al., 2007).

Esses autores encontraram atividade antitrombotica in vitro e in vivo ao testar o 6leo
essencial de Ocotea quixos. A fim de observar a contribuicdo para a atividade do Gleo
integral, esses autores analisaram isoladamente a atividade antitrombdtica dos
fenilpropandides trans-cinemaldeido e cinamato de metila, substancias encontradas como
majoritarias no Oleo essencial obtido. Eles concluiram que o trans-cinemaldeido pode ser
responsavel pelas atividades encontradas no 6leo bruto, além disso, observaram que o 6leo é
desprovido de toxicidade sisttmica (BALLABENI et al., 2007)

A atividade antitrombdtica do 6leo essencial de Foeniculum vulgaris também foi
investigada em modelos in vivo por Tognolini et al. (2007), eles observaram resultados
satisfatorios semelhantes aos encontrados no estudo de Ocotea quixos. Além disso, fizeram a
analise da atividade antitrombdtica da substancia anetol, a qual foi encontrada como
majoritaria neste 6leo essencial, e concluiram que a atividade encontrada no 6leo bruto pode

estar vinculada a esta substancia.
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Al-jaber et al. (2014) analisaram o 6leo obtido a partir de flores secas da espécie
Achillea biebersteinii Afan. (Asteraceae), e foi observada forte inibicdo dose-dependente da
agregacao plaquetaria causada por ADP e colageno, a eficiéncia sobre o ADP foi maior, no
entanto, ambos atingiram a inibicdo completa em maiores dosagens. Esses autores também
analisaram a acgdo antiplaquetéria de substancias quimicas majoritarias encontradas neste 6leo,
as principais foram o-terpineno e p-cimeno, e ambas apresentaram acgdo inibitdria sobre a
agregacao induzida pelo ADP, mas ndo pelo colageno, o que indica um efeito sinérgico entre
as substancias existentes no conteudo do dleo essencial.

Na literatura encontram-se ainda outros estudos sobre a atividade antiplaquetéria de
compostos existentes em o6leos essenciais. Foi investigado, por exemplo, a atividade
antitrombdtica de curdione, um dos principais compostos sesquiterpénicos do 6leo essencial
de Rhizoma curcumae, com diferentes métodos in vitro e in vivo, e foi observada uma
atividade antiplaquetéria significativa de curdione preferencialmente via inducdo da
agregacao por fator ativador de plaquetas (PAF) e trombina (XIA et al., 2012).

Em outro estudo, dois compostos sesquiterpénicos foram isolados do 6leo essencial de
Dalbergia odorifera, uma espécie medicinal chinesa, e esses compostos apresentaram
atividade antiplaquetéria in vitro (TAO; WANG, 2010). Esses estudos propdem que pode
haver uma ligacdo da atividade antiplaquetéria encontrada ao utilizar dleo essencial de
Schinus molle L. com a classe dominante de substdncias quimicas encontradas na
caracterizacdo quimica dele, visto que 88,1% das substancias encontradas no 6leo essencial de
Schinus molle L. sdo sesquiterpénicas.

Em contrapartida, Ballabeni et al. (2004) relataram que os componentes do Oleo
essencial de Lavandula hybrida estudados isoladamente ndo apresentaram efeito
antiplaquetario comparado a atividade do 6leo essencial bruto dessa espécie, portanto, esse
resultado sugere que em alguns 6leos essenciais a atividade antiplaquetaria pode ser devido a
um efeito sinérgico dos seus componentes. Diante disso, € valido fazer um estudo detalhado
da atividade antiplaquetaria dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de
Schinus molle L. para esclarecer se a atividade encontrada deve-se a substancias quimicas

especificas ou se ocorre um efeito sinérgico entre 0s componentes do 6leo essencial.
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5 CONCLUSAO

O oleo essencial extraido das folhas da espécie Schinus molle L. apresentou
majoritariamente substancias sesquiterpénicas, sendo as substancias epi-a-cadinol e vy-
cadineno majoritarias.

O 6leo essencial apresentou uma promissora atividade antihemostética in vitro, que
pode se dar exclusivamente via inibi¢cdo da agregacdo plaquetaria, pois o 6leo essencial ndo
interferiu nas vias de coagulacdo sanguinea realizadas, porém apresentou atividade inibitoria
na presenca do ADP.

No entanto, o dleo essencial ndo apresentou acdo representativa sobre a inducdo das
plaquetas pelo colageno, o que pode direcionar a atividade antiplaquetaria para mecanismos
que envolvam o ADP. Contudo, sdo necessarios estudos com outros indutores da agregacao
plaquetéria para que a via de atuacao seja proposta.

Esse estudo é capaz de sugerir que o 6leo essencial de Schinus molle L. pode ser uma
fonte promissora de substancias ativas para terapias curativas e/ou preventivas inovadoras, em
particular contra a trombose.

Portanto, estes resultados sdo muito Uteis para seguimento dos estudos com outros
indutores da agregacao plaquetaria e futuros estudos in vivo, com intuito de promover bases
cientificas para desenvolvimento de um medicamento fitoterapico que possa ser utilizado na
prevencdo ou tratamento de doencas cardiovasculares.

Este € o primeiro relato da acdo antiplaquetaria do 6leo essencial da espécie Schinus
molle L.

55



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas chromatography / mass
spectrometry. Carol Stream: Allured Publishing Corporation,ed 4; 2007.

ABDEL-HAMEED, E. S.; BAZAID, S. A. Chemical Composition of Essential Oil from
Leaves of Schinus molle L. Growing in Taif, KSA. Journal of Essential Oil Bearing Plants,
Published online: 09 Mar 2017. DOI:10.1080/0972060X.2017.1294999.

AFONSO, A.; MARQUES, G.; ALVES, A.G., BARROSO, P.; GONZALEzZ, A,
RODRIGUES, H.; FERREIRA, M.J. A terapéutica antitrombdtica: atual e em
desenvolvimento. Angiol Cir Vasc.; v. 12, n°3, p.170-179, 2016.

AL-JABER, H, I. et al. Volatile Oil Composition and Antiplatelet Activity of Jordanian
Achillea biebersteinii Collected at Different Growth Stages. TEOP, v. 17, n. 4, p. 584 —
598, 2014.

ATTI DOS SANTOS, A. C. et al. Caracterizacdo quimica de populacgdes de Schinus molle
L. do Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 5, supl. 2, p. 1014-1016,Porto
Alegre, 2007.

BACKES, P.; NARDINO, M. Arvores, arbustos e algumas lianas nativas no Rio Grande
do Sul. S&o Leopoldo, Editora Unisinos. 202p, 2002.

BAKKALLI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK. D.; IDAOMAR, M. Biological effects of
essential oils— A Review. Food and Chemical Toxicology, v. 46, p. 446-475, 2008.

BALLABENI, V. et al. Novel antiplatelet and antithrombotic activities of essential oil
from Lavandula hybrida Reverchon “grosso”. Phytomedicine, v.11, ed. 7-8, 25, p. 596-
601, 2004.

BALLABENI, V. et al. Antiplatelet and antithrombotic activities of essential oil from
wild Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. (Lauraceae) calices from Amazonian Ecuador.
Pharmacological Research, v. 55, p. 23-30, 2007.

BELHAMEL, K.; LUDWIG, A. A. R. Chemical composition and antibacterial activity of
the essential oil of Schinus molle L. grown in Algeria. International Journal of Essential Qil
Therapeutics, v. 2, p. 175-177, 2008.

BENDAOUD, H. et al. Chemical Composition and Anticancer and Antioxidant Activities
of Schinus Molle L. and Schinus Terebinthifolius Raddi Berries Essential Oils. Journal of
Food Science, V. 75, N. 6, 2010.

BIASI, L. A.; DESCHAMPS, C. Plantas aromaticas: do cultivo a producdo de oleo
essencial. 1°ed. Curitiba, Layer Studio Grafico e Editora Ltda, 160pg, 2009.

B1ZZO, H.R.; HOVELL, A.M.; REZENDE, C.M. Oleos essenciais no Brasil: aspectos
gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quim. Nova, vol. 32, n° 3, p. 588-594, 20009.

56


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944711304000261#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09447113/11/7

BORN, G. V. R. & CROSS, M. J.; The aggregation of blood platelets. Journal of
Physiology, v. 168, p. 178-195, 1963.

BOTTON, R.M. Farmacogenética da varfarina: proposta de um algoritmo para a
predicdo de dose. Dissertacdo de mestrado. Porto alegre, 2010. Disponivel em <
https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/69701/000866636.pdf?sequence=1>
acessado em 01 de junho de 2018, as 14:47h

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos.
Departamento de Assisténcia Farmacéutica. Politica nacional de plantas medicinais e
fitoterapicos. Brasilia: Ministério da Saude, 2006.

BRUNTON, L. L.; CHABNER, B. A.; KNOLLMANN, B. C. As bases farmacologicas da
terapéutica de Goodman & Gilman. 12 ed., Porto Alegre: AMGH, 2012.

CALLAI, T. et al. Tabagismo e uso de anticoncepcionais orais relacionados a fendmenos
tromboembdlicos: relato de caso e revisdo de literatura. reprod clim., v. 32, n°2, p.138—
144,2017.

CASTRO, H. C. et al. Platelets: still a therapeutical target. J. Bras. Patol. Med.
Lab., v.42, n°5, 2006.

CAVALCANTI, A. S. et al. Volatiles composition and extraction kinetics from Schinus
terebinthifolius and Schinus molle leaves and fruit.v. 25, ed. 4, p. 356-362, 2015.

CAVALEIRO, C.; FIGUEIREDO, A.C.; BARROSO, J. G.; PEDRO, L.G. Potencialidades e
aplicacOes das plantas aromaticas e medicinais. Curso tedrico-préatico, edigdo da Faculdade
de Ciéncias da Universidade de Lisboa, Centro de biotecnologia Vegetal, Lisboa, Portugal.
Ed. 3, p.55-62, 2007.

CHAVES, D. S. A.; MELO, G. O.; CORREA, M. F. P. A Review of Recent Patents
Regarding Antithrombotic Drugs Derived From Natural Products. In: ATTA-UR-RAHMAN,
F. R. S. Studies in Natural Products Chemistry. v. 61. Bioactive Natural Products, cap 1,
2018.

CHO, H.J.; NAM, K. S. Inhibitory effect of ginkgolide B on platelet aggregation in a
CAMP- and cGMP-dependent manner by activated MMP-9. J Biochem Mol Biol.
V.40:678-83, 2007.

CHO, H. J.; SHON, Y. H.; NAM, K. S. Ginkgolide C inhibits platelet aggregation in
CAMP- and cGMP-dependent manner by activating MMP-9. Biol Pharm Bull. V.30:
2340-4, 2007.

CLEMETSON, K. J. Platelets and Primary Haemostasis. Thrombosis Research. v. 129, ed.
3, p. 220-224, 2012

CORREIA, S.J., DAVID, J.P, DAVID J.M. Metabdlitos secundarios de espécies
anacardiaceae. Quim. Nova, v. 29, n°, p. 1287 - 1300, 2006.

57


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0102695X/25/4
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/00493848/129/3
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/00493848/129/3

DEWICK, P, M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley & Sons
Ltd, 3 ed, cap. 5, 2009.

DIAZ, C.; QUESADA, S.; BRENES, O.; AGUILAR, G.; CICCIO, J. G. Composicio
quimica do 6leo essencial de Schinus molle e sua atividade citotdxica em linhagens
tumorais. Nat. Prod. Res. , 22, pp. 1521 — 1534, 2008.

DUDAREVA, N.; PICHERSKY, E.; GERSHENZON, J. Biochemistry of plant volatiles.
PlantPhysiol., v. 135, p. 1893-1902, 2004.

FALCAO, F. J. A. et al. P2Y 1, Platelet Receptors: Importance in Percutaneous Coronary
Intervention. Arg. Bras. Cardiol. vol. 101, n°.3, S&o Paulo, 2013.

FERNANDES, E. T.; FAVERO, S. Oleo essencial de Schinus molle L. para o controle de
Sitophilus zeamais Most. 1855 (Coleoptera: Curculionidae) em milho. Rev. Bras. de
Agroecologia. v. 9, n°1, p. 225-231, 2014.

GACHET, C. The platelet P2 receptors as molecular targets for old and new antiplatelet
drugs. Pharmacology & Therapeutics, v. 108, p. 180-192, 2005.

GARCIA, G. R. M. et al. Constituintes da resina de casca de Schinus molle. Rev. Bra. de
Farmacognosia, v. 27, ed. 1, p. 67-69, 2017.

GLINWOOD, R.; NINKOVIK, V.; PETTERSSON, J. Chemical interaction between
undamaged plants — Effects on herbivores and natural enemies. Phytochemistry, v. 72, p.
1683-1689, 2011.

GODOQY, J.M.P. Risk factors and thromboembolic events. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.,
v.31, n°3, p. 122, 2009.

GOLAN D. E. et al. Bases Fisiopatoldgica da farmacoterapia, 2 ed. Guanabara Koogan, p.
360-361, 20009.

GOLEBIEWSKA, E.M.; POOLE, A.W. Platelet secretion: From haemostasis to wound
healing and beyond. BloodReviews. v. 29, ed 3, p. 153-162,2015.

GOMES, G. C. et al. Arvores da Serra dos Tapes: Guia de Identificacido com Informagcdes
Ecoldgicas, Econémicas e Culturais. Brasilia, DF: Embrapa, 171 p., 2013.

GOMES, V. et al. Variation in the essential oils composition in Brazilian populations of
Schinus molle L. (Anacardiaceae). Biochemical Systematics and Ecology, v. 48, p. 222-227,
2013.

GUALA, M. S. et al. Rose pepper (Schinus molle L.) oil. V. Preedy (Ed.), Essential Oils in
Food Preservation, Flavor and Safety, Academic Press, Elsevier Inc., San Diego,pp. 689-695,
2016.

HOFFBRAND, A. V.; MOSS, P. A. H. Fundamentos em hematologia de Hoffbrand. 7.
ed. Porto Alegre: Artmed, 2018.

58


https://www.sciencedirect.com/science/journal/0102695X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0102695X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0102695X/27/1
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/0268960X
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/0268960X/29/3
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0305197813000215?via%3Dihub#!

IRULEGUI, G.I.; AISA, C.S.; QUINTANA, A.M.; MARTITEGUI, X.M.; GARCIA-RUIZ,
J.C. Alteracionesdel sistema hemostético. Estrategias diagnosticas de lapatologia
hemorragica. Coagulopatias congénitas. Medicine - Programa de Formacion Médica
Continuada Acreditado. v. 12, ed. 22, p. 1255-1266, 2016

International Standart Organization - ISO/TC 54- Draft Report of the 25rd plenary meeting
of ISO/TC 54 “Essential Oils” 2006. Document ISO/TC 54 - N 2405.

JIN, R. C.; LOSCALZO, J. Vascular nitric oxide: formation and function. Journal of
Blood Medicine, v. 1, p. 147-162, 2010.

JURK, K.; KEHREL, B.E. Platelets: Physiology and Biochemistry. Seminars in
Thrombosis and Hemostasis. v. 31, n°. 4, 2005.

KAMAL, AH.; TEFFERI, A.; PRUTHI, R.K. Como interpretar e buscar um tempo de
protrombina anormal, tempo de tromboplastina parcial ativado e tempo de
sangramento em adultos. Mayo Clin. Proc. , v. 82, p. 864 - 873, 2007.

KEIHANIAN, F.; SAEIDINIA, A.; BAGHERI, R.K.; JOHNSTON, T.P.; SAHEBKAR, A.
Curcumin, hemostasis, thrombosis and coagulation. Journal of Cellular Physiology, 2017.

KICKLER, T. S. Platelet biology — an overview. Journal Compilation © 2006 LMS Group -
Transfusion Alternatives in Transfusion Medicine, v. 2, p. 79-85, 2006.

LEME, L. E. G.; SGUIZZATTO, G. T. Prophylaxis of Venous Thromboembolism in
Orthopaedic Surgery. Rev Bras Ortop. 47(6), p. 685-93, 2012.

LI, L.; ZHOU, X,; LI, N.; SOL, M.; XU, Z. Herbal drugs against cardiovascular disease:
traditional medicine and modern development. Drug Discovery Today,v. 20, n°. 9, 2015.

LIMA, H. R. P.; KAPLAN, M. A. C.; CRUZ, A. V. M. Influéncia dos fatores abio6ticos na
producéo e variabilidade de terpendides em plantas. Floresta e Ambiente , V. 10, n.2, p.
71-77, 2003.

LOPES, L. C. et al. Shorter or longer anticoagulation to prevent recurrent venous
thromboembolism: systematic review and meta-analysis. BMJ Open, ed. 4, 2014.

LOPEZ, J. J. et al. Flavonoids and platelet-derived thrombotic disorders. Curr Med
Chem. 2018. DOI: 10.2174 / 0929867325666180417170218

LOPEZ, A. et al. Insecticidal activity of microencapsulated Schinus molle essential oil.
Ind. Crops Prod., 53, pp. 209-216, 2014.

LORENZI, H. Arvores Brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de plantas arboreas
do Brasil. Ed. 4, Nova Odessa, SP: Instituto Plantarum, v. 1, 2002.

LORENZI, T. F. Atlas de hematologia: clinica hematolégica ilustrada. Rio de Janeiro,
Guanabara Koogan, 2006.

59


https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/03045412
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/03045412
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/03045412/12/22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29667548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29667548
https://doi.org/10.2174/0929867325666180417170218

LOUCA, J.I.; MINA, G. S., HABIB, B.W.; SADE, S.E. The effect of doubling the dose of
clopidogrel on platelet aggregation in patients with clopidogrel resistance. The Egyptian
Heart Journal v. 66, p. 259-262, 2014.

LUCAS-BARBOSA, D.; VAN LOON, J. J. A,; DICKE, M. The effects of herbivore-
induced plant volatiles on interactions between plants and flower-visiting insects.
Phytochemistry, v. 72, p. 1647-1654, 2011.

LUNA, C. V. Distribucion e importanciamaderera de lafamilia Anacardiaceas
enelgranchaco argentino, Ra Ximhai, v. 8, n°. 3 Universidad Auténoma Indigena de México
Mochicahui, EI Fuerte, Sinaloa. p. 83-95. 2012.

MACKMAN, N. Triggers, targets and treatments for thrombosis. Nature, Vol 451: 21
February 2008.

MARTiNEZ-MILLAN, M.; CEVALLOS-FERRIZ, S.R.S. Arquitetura foliar de
Anacardiaceae, Rev. Mex. Biodiv., v.76, n°2, 2005.

MARTINS, M. R. etal. Antioxidant, antimicrobial and toxicological properties of
Schinus molle L. essential oils. Journal of Ethnopharmacology, v. 151, p. 485-492, 2014.

MERCER, P.F.; CHAMBERS, R,C. Coagulation and coagulation signalling in fibrosis.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1832, ed. 7, p.1018-1027, 2013.

MOHARAM, B. A. et al. Antiplatelet Aggregation and Platelet Activating Factor (PAF)
Receptor Antagonistic Activities of the Essential Oils of Five Goniothalamus Species.
Molecules 2010, 15, 5124-5138.

MOLINA-GARZA, Z. J. et al. Anti-Trypanosoma cruzi activity of 10 medicinal plants
used innortheast Mexico. Acta Tropica v. 136, p.14-18, 2014.

MONTINARI, M. R.; MINELLLI, S.; CATERINA, R. The first 3500 years of aspirin history
from its roots - A concise summary. Vph (2018), https://doi.org/10.1016/j.vph.2018.10.008

MUNHD, P. S. D. et al. Chemical composition of the Schinus molle L. essential oil and
their biological activities. Revista Cubana de Farmacia; 49 (1), p. 132-143, 2015.

ONO, M. et al. Sesquiterpenoids, Triterpenoids, and Flavonoids from the Fruits of
Schinus molle. Food Sci. Technol. Res., 14 (5), p. 499 — 508, 2008.

Organizacion  Mundial de la Salud (OMS), 2013, DISPONIVEL EM
<http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/95008/9789243506098 spa.pdf;jsessionid=9
4A091AE6316578813403C04F28BFAF1?sequence=1> acesso em: 10/10/2018.

PELL, S.K., MITCHELL, J.D., MILLER, A.J., LOBOVA, T.A.The families and genera of
vascular plants. Ed. K. Kubitzki, v. X. Flowering plants. Eudicots. Sapindales, Curcubitales,
Myrtales, Springer, Berlin, p. 7-50. 2011.

PIETERS, M.; MAAT, M.P.M. Diet and haemostasis - A comprehensive overview . REV.
Blood Reviews. v. 29, Ed 4, p. 231-241, 2015.

60


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439
https://doi.org/10.1016/j.vph.2018.10.008
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/0268960X
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/0268960X/29/4

PRABHUDESAIA, A.; SHETTYA, S.; GHOSHB, K.; KULKARNIA, B. Dysfunctional
fibrinolysis and cerebral venous thrombosis. Blood Cells, Molecules and Diseases, v. 65, p.
51-55, 2017.

RAUCH, A.; PARIS, C. Hemostasia primaria. EMC - Tratado de Medicina,v. 22, ed. 1, p.
1-12, 2018.

RAUT, J.S.; KARUPPAYIL, S.M. A status review on the medicinal properties of essential
oils. Industrial Crops and Products, v.62,p.250-264, 2014.

ROBERTS, M. K.; CHANEY, S. Heparin-induced Thrombocytopenia. The Journal for
Nurse Practitioners. V. 14, Issue 5, p. 402-408, 2018.

RYTEL,L. ; CALKA, J. Acetylsalicylic acid-induced changes in the chemical coding of
extrinsic sensory neurons supplying the prepyloric area of the porcine stomach.
Neuroscience Letters, v.617, p. 218-224, 2016.

SANGWAN, N.S.; FAROOQI, A.H.A.,; SHABIH, F.; SANGWAN, R.S. Regulation of
essential oil production in plants. Plant Growth Regulation v. 34, p. 3-21, 2001.

SARDENBERG, T.; DEIENNO, F.S.; MIRANDA, R.F.; VARANDA,D.; CORTOPASSI,
A.C.; SILVARES, P.R.A. Cirurgia da mao e do punho sem suspender varfarina ou
antiplaquetéarios orais — Revisdo sistematica. rev bras ortop., v.52, n°4, p.390-395, 2017.

SEMPLE, J. W.; ITALIANO JR, J. E.; FREEDMAN, J. Platelets and the immune
continuum. Nature Reviews Immunology volumell , paginas264 — 274, 2011.

SHARIS, P.J; LOSCALZO, J.; Thienopyridines: Ticoplidine and Clopidogrel. In:
LOSCALZO, J. & SCHAFER, A.l; New therapeutics agents in thrombosis and
thrombolysis. Chapter 03, p. 431-449, 2003.

SIMIONATTO, E. et al. Chemical Composition and Biological Activities of Leaves
Essential Oil From Schinus Molle (Anacardiaceae). Journal of Essential Oil Bearing Plants
ISSN Print: 0972-060X Online: 0976-5026, www.jeobp.com, 2011.

SIMOES, C. M. O.; SPITZER, V. Oleos volateis. In: SIMOES, C. M. O, et al.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6° ed. Porto Alegre: Editora da UFRGS;
Floriandpolis: Editora da UFSC, 2007.

SIVAKUMAR, M.; SAKTHIVEL, M.; CHEN, S.; CHEN, Y.; PANDI, K. One-step
synthesis of porous copper oxide for electrochemical sensing of acetylsalicylic acid in the
real sample. Journal of Colloid and Interface Science , ed. 501, p.350-356, 2017.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.; trad. SANTAREM et al. Fisiologia Vegetal. 3% ed. Porto Alegre:
Artmed, p. 313, 2004.

61


https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/16365410
https://www-sciencedirect-com.ez30.periodicos.capes.gov.br/science/journal/16365410/22/1
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15554155
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15554155
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15554155/14/5
http://www.jeobp.com/

TAO, Y.; WANG, Y. Bioactive sesquiterpenes isolated from the essential oil of Dalbergia
odorifera T. Chen. Phytotherapy, ed.81, 393-396, 2010.

TAYLOR, A. et al. Assessment of the analgesic, anti-inflammatory and sedative effects of
the dichloromethanol extract of Schinus molle. Eur Rev Med Pharmacol Sci, v. 20, p. 372-
380, 2016.

TELES. J. S.; FUKUDA, E. Y.; FEDER, D. Warfarin: pharmacological profile and drug
interactions with antidepressants. Einstein, 10 (1), p.110-5, 2012.

TENDERA, M.; ABOYANS, V.; BARTELINK, M.L.; et al. ESC Guidelines on
thediagnosis and treatment of peripheral artery diseases: Docu-ment covering
atherosclerotic disease of extracranial carotidand vertebral, mesenteric, renal, upper
and lower extremityarteries: the Task Force on the Diagnosis and Treatment of
Peripheral Artery Diseases of the European Society of Cardiology (ESC). Eur Heart J.,
32, p. 2851 -2906, 2011.

THORMAR, H. Lipids and Essential Oils as Antimicrobial Agents. Faculty of Life and
Environmental Sciences, University of Iceland, Reykjavik, Iceland - ed. 1. John Wiley &
Sons, 2011.

TOGNOLINI, M. et al. Comparative screening of plant essential oils: Phenylpropanoid
moiety as basic core for antiplatelet activity. Life Sciences, v. 78, p. 1419 — 1432, 2006.

TOGNOLINI, M. et al. Protective effect of Foeniculum vulgare essential oil and anethole
in an experimental model of thrombosis. Pharmacological Research, v. 56, p. 254-260,
2007.

TOMAZZONI, M. 1. et al. Popular phytotherapy: the instrumental search as a therapy
fitoterapia popular: la busca instrumental para el acto de la practica de la fitoterapia.
Texto Contexto Enferm, Floriandpolis, 15 (1), p. 115-21, 2006.

TSAI, F. T. et al. Effect of Chinese herbal medicine on stroke patients with type 2
diabetes. Journal of Ethnopharmacology, ed. 200, p. 31-44, 2017.

UPTON, R., GRAFF, A., JOLLIFFE, G., LANGER, R., WILLIAMSON, E. Microscopic
Charac-terization of Botanical Medicines. American Herbal Pharmacopoeia: Botanical
Pharmacognosy. CRC Press, Boca Raton, 2011.

VAN DEN DOOL, H.; KRATZ, P. D. A generalization of the retention index system
including linear temperature programmed gas-liquid partition chromatrography. J.
Chromatrogr., v. 11, p. 463-471, 1963.

VIANNA, C. A.; GONZALEZ, D. A.; MATIJASEVICH, A. Utilizacdo de &cido
acetilsalicilico (AAS) na prevencdo de doencas cardiovasculares: um estudo de base
populacional. Cad. Salde Publica, Rio de Janeiro, v.28, n°, p.1122-1132, 2012.

VLACHOJANNIS, G. J.; DIMITROPOULOS, G.; ALEXOPOULOS, D. Clopidogrel
resistance: current aspects and future directions. Hell J Cardiol. V. 52, p. 236 e 245, 2011.

62



WANG, D. et al. Vasculoprotective Effects of Pomegranate (Punica granatum L.). v. 9,
Article 544, 2018.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHOQO) 2017. Dia mundial do coracdo 2017.
Disponivel em: < http://www.who.int/cardiovascular_diseases/world-heart-day-2017/en/>
Acesso em: 13.06.2018.

WOLFFENBUTTEL, A. N., Mas afinal, o que s&o dleos essenciais. Informativo CRQ-V,
ano  Xl, n.0105, novembro/dezembro/2007, p.06 e 07. Disponivel em
<http://www.oleoessencial.com.br/artigos.html> Acesso em: 20.04.18.

XIA SHI-HAI; FANG DIAN-CHUN. Pharmacological action and mechanisms of
ginkgolide B. Chin Med J. v 120 (10): 922-928, 2007.

XIA, Q.; WANGA, X.; XU, D.; CHEN, X.; CHEN, F. Inhibition of platelet aggregation by
curdione from Curcuma wenyujin essential Oil. Thrombosis Research, ed. 130, p. 409—
414, 2012.

XIANG, Y.; KANG, L., GAO, X.; SHANG, H.; ZHANG, J.; ZHANG, B. Strategies for
antiplatelet targets and agentes. Rev Thrombosis Research, ed. 123, p. 35-49, 2008.

ZAHED, N.; HOSNI, K.; BRAHIM, K.; SEBEI, H. Essential oil composition of Schinus
molle L. fruits: an ornamental species used as condiment.Journal of Food Biochemistry,
ed. 35, p. 400-408, 2011.

ZAHED, N.; HOSNI, K.; BRAHIM, N.B.; KALLEL, M.; SEBEI, H. Allelopathic effect of
Schinus molle essential oils on wheat germination. Acta Physiologia e Plantarum, v. 32, p.
1221-1227, 2010.

ZHANG, Y. X.; YANG, T.T.; XIA, L.; ZHANG, W. F.; WANG, J. F.; WU, Y. P. Inhibitory
Effect of Propolis on Platelet Aggregation In Vitro. J Healthc Eng. V. 2017, Article ID
3050895, p. 6, 2017.

ZORDOKY, B.N.M.; ROBERTSON, I.M.; DICK, J.R.B.Preclinical and clinical evidence

for the role of resveratrol in the treatment of cardiovascular diseases. Biochimica et
Biophysica Acta, ed. 1852, p.1155-1177,2015.

63


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29129989

