UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

Bruna Jaques

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITROMBOTICA DO COMPOSTO
MENZOQUINONA ISOLADO DA ALGA PARDA Desmarestia menziesii

Florianopolis

2020



Bruna Jaques

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITROMBOTICA DO COMPOSTO
MENZOQUINONA ISOLADO DA ALGA PARDA Desmarestia menziesii

Dissertacao submetida ao Programa de Poés-Graduagéo
em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina
para a obtengdo do titulo de Mestre em Farmacia na area
de concentragdo Farmaco-Medicamentos.

Orientadora: Prof. Dr.” Ana Carolina Rabello de
Moraes

Floriandpolis

2020



Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Jagues, Bruna
AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTITROMBATICA DO COMPOSTO
MENZOQUINOMA ISOLADO DA ALGA PARDA Desmarestia menziesii [/

Bruna Jagques ; orientador, Ana Carclina Rabello de
Moraes, 2020.

79 p.

Dissertacdc (mestrade) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Cidncias da Saude, Programa de Pos
Graduacdo em Farmacia, Floriandpolis, 2020.

Inclui referéncias.

1. Farmacia. 2. antiagregante. 3. Desmarestia
menziesii. 4. menzoguincna. 5. epinefrina. I. Rabello de
Moraes, Ana Carolina . II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Péds—Graduacdc em Farmacia. III. Titulo.




Bruna Jaques
Avaliacio da atividade antitrombotica do composto menzoquinona isolado da

alga parda Desmarestia menziesii

O presente trabalho em nivel de mestrado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof.(a) Lilian Sibelle Campos Bernardes, Dr.(a)

Institui¢do Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. David Cavalcanti Ferreira, Dr.

Institui¢do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago

Prof.(a) lara Kretzer, Dr.(a)

Instituicdo Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versao original e final do trabalho de conclusao que foi

julgado adequado para obtengdo do titulo de mestre em Farmacia.

Documento assinado digitalmente
Elenara Maria Teixeira Lemos Senna
Data: 12/03/2020 12:36:43-0300

CPF: 607.080.000-10

Documento assinado digitalmente
Ana Carolina Rabello de Moraes
Data: 12/03/2020 08:25:31-0300
CPF: 045.231.579-44

Prof.(a) Ana Carolina Rabello de Moraes, Dr.(a)

Orientadora

Florian6polis, 2020.



AGRADECIMENTOS

A minha mie Nelza, por ser minha maior incentivadora, por torcer por mim e vibrar
comigo a cada conquista. Te amo, princesa. Também gostaria de agradecer ao meu pai Almir,
que desde os dez anos de idade trabalha incansavelmente para cuidar da familia. Pai, vocé ¢
meu maior exemplo de forga e integridade. Eu jamais teria realizado esse sonho (e tantos
outros) sem o apoio incondicional de vocés.

Ao meu sobrinho Pedro, por despertar em mim a vontade de sempre ser uma pessoa
melhor. Eu te amo com todo meu coragao!

A minha grande amiga/irma Larissa, por mostrar que a vida é boa e que com amor
tudo fica mais facil.

A toda minha familia, por cuidarem uns dos outros.

A minha orientadora, Professora Dra. Ana Carolina Rabello de Moraes, por sua
generosidade, dedicagdo e apoio em tempo integral. Com profunda admiracdo gostaria de te
agradecer por esta oportunidade e por todo conhecimento transmitido. Foi uma honra
aprender com vocé!

A Tanara, cujo apoio e companheirismo foram essenciais durante o periodo de
realizagdo deste trabalho. Obrigada por dividir comigo duvidas, anseios e frustacdes, mas
acima de tudo, obrigada por somar conhecimentos e alegrias. Estendo meus agradecimentos
as minhas colegas Bianca, Carine e Stephanie, por todo apoio e auxilio para a concretizagdo
deste trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Oncologia Experimental ¢ Hemopatias, pelo auxilio
na realizacdo dos experimentos. A Professora Dra. Maria Claudia Santos da Silva, pela
disponibilidade do laboratério para que os experimentos fossem realizados.

Aos colaboradores do banco de sangue do Hospital Universitario Professor Polydoro
Ernani de Sao Thiago pela disponibilidade na coleta das amostras dos doadores.

A Professora Dra. Miriam de Barcellos Falkenberg e a doutoranda Ana Claudia
Philippus, pela colaboragdo, fornecendo o composto testado nesse trabalho. Agradeco a
parceria e disponibilidade de sempre.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pelo subsidio
financeiro a pesquisa.

Este trabalho ndo existiria sem a ajuda de todos vocés.



“A vida ¢ assim: esquenta e esftia,
aperta e dai afrouxa,

sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente ¢ coragem”.

Jodao Guimaraes Rosa



RESUMO

Eventos tromboembdlicos sdo responsaveis por uma alta incidéncia de morbimortalidade em
todo o mundo. O tratamento ¢ a prevencao destes eventos envolvem o uso de medicamentos
antiagregantes e/ou anticoagulantes. No entanto, os fAirmacos atualmente disponiveis possuem
limitagdes associadas, como risco aumentado de sangramento e variabilidade interpessoal de
resposta, o que limitam o seu uso. Neste contexto, a busca por novas moléculas ¢ crescente e
o ambiente marinho, por ser uma fonte rica e ainda pouco explorada de organismos, tem se
tornado alvo de pesquisas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do composto
menzoquinona, isolado a partir da alga parda Desmarestia menziesii, sobre a agregacao
plaquetaria e a coagulacdo sanguinea humana. A atividade sobre a coagulacdo foi avaliada
pelos testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).
O efeito sobre a agregacdo plaquetdria foi analisado por turbidimetria utilizando difosfato de
adenosina (ADP), epinefrina e coldgeno como agonistas. A menzoquinona (500 uM) nao
apresentou atividade anticoagulante significativa. No entanto, inibiu significativamente a
agregacdo plaquetaria induzida por todos os agonistas testados, sendo capaz de reverter
parcialmente a segunda onda de agregacdo induzida por ADP e coldgeno e parcialmente a
primeira onda induzida por epinefrina. Os perfis das curvas de agregacdo sugerem que o
efeito inibitério do composto esteja relacionado a uma inibi¢do de vias de sinalizagdo
dependentes da proteina Gi. O efeito antiagregante da menzoquinona ¢ concentracao
dependente, no entanto, ndo ¢ dependente do tempo de incubag@o. As melhores Cls, obtidas
foram de 54,8 £ 2,1 uM frente a epinefrina e de 426,9 + 18,4 uM frente ao colageno. O efeito
do composto menzoquinona sobre a ativagao plaquetéria foi avaliado por citometria de fluxo
por meio da expressdo membranar de P-selectina e de GpllIb/Illa ativada. O composto ndo foi
capaz de inibir a expressao dos marcadores quando avaliado na sua menor Cls (54,8 pM), no
entanto, inibiu em 100% a expressdo destes na sua maior concentracao (500 uM). O efeito
citotoxico da menzoquinona foi avaliado pelo teste de hemolise e pela andlise da viabilidade
plaquetaria pelo método de exclusdo por azul de trypan. O composto provocou pequena
hemolise em concentragdes de até trés vezes sua menor Clsyp e ndo foi capaz de reduzir
significativamente a viabilidade plaquetaria. Estudos in silico foram realizados para predizer a
toxicidade, a biodisponibilidade oral e o potencial do composto vir a se tornar um novo
farmaco. A predi¢do teodrica de toxicidade sugere que o composto apresenta baixo risco
toxicologico em todos os pardmetros analisados: mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos
irritativos e efeito negativo sobre a reprodugdo. Os parametros preditivos relacionados ao
potencial do composto menzoquinona vir a se tornar um farmaco nio foram favoraveis, no
entanto, sdo semelhantes ao do antiagregante comercializado acido acetilsalicilico. Segundo a
regra dos cinco de Lipinski, sugere-se que a menzoquinona tem potencial para apresentar boa
biodisponibilidade oral. A compilagdo dos resultados evidencia a potencial utilizagdo do
composto menzoquinona como prototipo no desenvolvimento de novos fArmacos antitromboticos.

Palavras-chave: antiagregante. Desmarestia menziesii. menzoquinona. epinefrina.



Antithrombotic activity of a compound isolated from brown algae Desmarestia menziesii

Thromboembolic events are responsible for a high incidence of morbidity and mortality
worldwide. The treatment and prevention of these events involve the use of antiplatelet and/or
anticoagulant. However, currently available medicines have limitations, such as increased risk
of bleeding and interpersonal response variability, which limit their use. In this context, the
search for new molecules is growing and the marine environment, for being a rich and still
poorly explored source of organisms, has been targeted. The aim of this study was to evaluate
the effect of the compound menzoquinone, isolated from the brown algae Desmarestia
menziesii, on platelet aggregation and human blood clotting. Coagulation activity was
assessed by prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) tests.
The effect on platelet aggregation was analyzed by turbidimetry using adenosine diphosphate
(ADP), epinephrine and collagen as agonists. Menzoquinone (500 pM) did not present
significant anticoagulant activity. However, it significantly inhibited platelet aggregation
induced by all tested agonists, being able to partially reverse the second wave of aggregation
induced by ADP and collagen and partially the first wave induced by epinephrine. The
aggregation curves profiles suggest that the inhibitory effect of the compound is related to an
inhibition of protein Gi-dependent signaling pathways. The antiplatelet effect of
menzoquinone was concentration-dependent; however, it was not dependent of the incubation
time. The better ICsy obtained was 54.8 + 2.1 uM when epinephrine as agonist was used, and
426.9 + 18.4 uM when collagen was used. The menzoquinone effect on platelet activation
was assessed by flow cytometry through membrane expression of P-selectine and activated
GpllIb/IlIa. The compound was not able to inhibit the P-selectine and Gpllb/Illa expression
when evaluated at its better ICsy (54.8 uM), however, inhibited 100% of their expression at its
highest concentration (500 uM). The menzoquinone cytotoxic effect was evaluated by the
hemolysis test and by the analysis of platelet viability using the trypan blue exclusion method.
The compound caused small hemolysis at concentrations up to three times its better ICsy and
do not significantly reduced platelet viability. In silico studies were carried out to predict
toxicity, oral bioavailability and the potential of the compound to become a new medicine.
The theoretical prediction of toxicity suggests that the compound presents low toxicological
risk in all parameters analyzed: mutagenicity, tumorigenicity, irritative effects and negative
effect on reproduction. The predictive parameters related to the potential of the compound
menzoquinone to become a drug were not favorable, however, it was similar to the
antiplatelet medicine aspirin. According to Lipinski's rule of five, it is suggested that
menzoquinone has the potential to present good oral bioavailability. The compilation of the
results shows the potential use of the compound menzoquinone as a prototype in the
development of new antithrombotic drugs.

Keywords: antiplatelet. Desmarestia menziesii. menzoquinone. epinephrine.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao atualmente a principal causa de mortes no
mundo (WHO, 2018). O bloqueio do fluxo sanguineo desencadeado pela formagdo de
trombos representa um papel fundamental na etiologia desta classe de doengas. A formagao
de um trombo pode ser estimulada por uma lesdo vascular ou por condigdes patologicas, de
qualquer forma, independente do estimulo, ocorrera ativagao e agregagdo de plaquetas e
também aumento da atividade dos fatores de coagulagdo. Neste contexto, medicamentos
antiagregantes e anticoagulantes sdo os de escolha para o tratamento e para a prevengao
secundaria de eventos cardiovasculares (GOTO; TOMITA, 2013).

Dentre os diversos medicamentos antitromboticos atualmente disponiveis, o
antiagregante acido acetilsalicilico (AAS) e o anticoagulante varfarina s3o os que possuem o
maior conjunto de evidéncias clinicas de eficacia e seguranga, e, portanto, sdo os mais
utilizados (GOTO; TOMITA, 2013). Estudos evidenciaram que o uso isolado de AAS
diminui em até 25% a mortalidade por acidente vascular cerebral (AVC) e por infarto agudo
do miocardio (BMJ, 2002; GUIRGUIS-BLAKE et al., 2016). No entanto, apesar de eficaz, o
uso continuo de AAS estd relacionado a um risco aumentado de sangramento grave,
distirbios gastrointestinais e variabilidade interpessoal de resposta (RICHMAN; OWENS,
2017; TANTRY et al., 2018). Com relagao a varfarina, este farmaco € o mais utilizado no
tratamento de pacientes com tromboembolismo venoso e na prevencao de AVC em pacientes
com fibrilacdo atrial (FEITOSA et al., 2018; GOTO; TOMITA, 2013), porém, seu uso
também esta relacionado a ocorréncia de sangramentos graves, além de outros obstaculos,
pois ele possui janela terapéutica estreita e apresenta importantes interagdes medicamentosas
e dietéticas (MEGA; SIMON, 2015).

Como observado, os medicamentos antitromboéticos podem provocar eventos
adversos leves ou até mesmo graves que limitam seu uso no contexto clinico. Por isso, €
crescente a busca por novas moléculas que possuam efeito antiagregante e/ou anticoagulante
satisfatorio, mas que também sejam seguras para os usudrios. O ambiente marinho ¢ um
potencial candidato para isto, uma vez que seus organismos siao responsaveis pela produgao
de uma quantidade inesgotavel de metabolitos secundarios (MALVE, 2016). Estes, por sua

vez, muitas vezes sdo utilizados como prototipos na sintese de novas moléculas candidatas ao
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desenvolvimento de um novo farmaco. Atualmente, estima-se que mais de 50% dos
medicamentos comercializados sejam de origem natural ou baseados em moléculas de origem
natural (KATZ; BALTZ, 2016; MARTINS et al., 2014). Assim, o objetivo geral do presente
estudo ¢ verificar o efeito de um composto isolado da alga marinha parda Desmarestia

menziesii sobre a agrega¢ao plaquetaria e coagulacdo sanguinea humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da menzoquinona isolada da alga parda Desmarestia menziesii sobre a

agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea humana, com o intuito de identificar uma

nova molécula com atividade antitrombdtica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da menzoquinona sobre o tempo de protrombina (TP) e tempo de

tromboplastina parcial ativada (TTPa);

e Avaliar o efeito da menzoquinona sobre a agregacdo plaquetaria, utilizando difosfato de

adenosina (ADP), epinefrina e coldgeno como agonistas;

e Avaliar o efeito do tratamento com menzoquinona sobre os perfis das curvas de agregacao

plaquetaria;

e Avaliar se a atividade da menzoquinona ¢ dependente do tempo de incubagao;

e Avaliar o efeito da menzoquinona sobre a viabilidade das plaquetas;

e Determinar a concentracdo inibitoria de 50% (Clsp) da menzoquinona frente a agregagao

plaquetaria;

e Avaliar o efeito da menzoquinona sobre a expressdo membranar da Gpllb/Illa ativada e de

P-selectina;

e Verificar se a menzoquinona induz hemolise de eritrocitos humanos de individuos

saudaveis;
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e Avaliar parametros tedricos preditivos de biodisponibilidade oral, de toxicidade e do

potencial do composto menzoquinona se tornar um novo farmaco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HEMOSTASIA

A hemostasia ¢ um processo fisioldgico cuja finalidade € garantir um estado
sanguineo fluido, evitando a perda de sangue pelos vasos sanguineos e a formagdo de trombos
indevidos no mesmo (LORENZI, 2006). Para isto, ¢ necessario um balango entre substancias
pro-coagulantes e anticoagulantes, além de um sistema fibrinolitico atuante. O processo da
hemostasia pode ser didaticamente dividido em trés etapas: hemostasia primaria, hemostasia
secundaria e fibrindlise (HOFFBRAND; MOSS, 2018).

A hemostasia primdria envolve a interacdo entre as plaquetas e os vasos sanguineos.
Ap0s injuria vascular, as plaquetas se aderem ao local da lesdo e umas as outras, formando
um tampdo plaquetario primario e bloqueando a perda de sangue. De forma simultanea,
ocorre a hemostasia secundaria, que consiste na formagao de uma rede de fibrina por meio de
uma reacgao proteolitica sequencial dos fatores de coagulacdo. A fibrina formada ¢ depositada
por entre o tampao plaquetario, estabilizando-o e formando um coagulo insoltvel que ira
permanecer no local da lesdo até reparagdo total do dano vascular. Por fim, ocorre a etapa de
fibrinolise, que se refere a dissolucdo do codgulo formado, reestabelecendo assim a fluidez
dentro do vaso sanguineo (GALE, 2011).

Alteragdes nos processos acima mencionados podem ocasionar tanto eventos

hemorragicos, quanto tromboticos (LORENZI, 2006).

3.2 HEMOSTASIA PRIMARIA

As plaquetas sdo células anucleadas derivadas da fragmentacdo citoplasmatica de
megacariocitos. Sua vida média no sangue periférico ¢ de 8 a 10 dias e seus valores
fisioldgicos estdo entre 150-400 x 10° plaquetas por microlitros de sangue (HOFFBRAND);
MOSS, 2018; RODRIGUES et al., 2012). Apesar de serem células anucleadas, possuem uma
estrutura complexa, rica em constituintes importantes para a hemostasia (CASTRO et al.,

2006).
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Com relagdo a sua estrutura, as plaquetas possuem trés zonas principais: i) a zona
periférica, constituida por um sistema canalicular aberto, glicoproteinas (Gp) de superficie,
fosfolipidios e receptores acoplados a proteinas G (GPCR); ii) a zona sol-gel, formada pelo
citoesqueleto, confere a plaqueta seu formato discoide; e iii) a zona das organelas, que contém
granulos plaquetarios ricos em substancias pro-agregantes, além de mitocondrias e glicogénio,
essenciais para o funcionamento das plaquetas (Figura 1) (CIMMINO; GOLINO, 2013;
GHOSHAL; BHATTACHARYYA, 2014).

Figura 1 - Estrutura das plaquetas.
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Fonte: A autora.

A principal funcdo das plaquetas ¢ a formagao de um tampdo plaquetdrio que
bloqueie o sangramento em locais de injuria vascular (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017).
Em situacdes fisiologicas, o endotélio vascular impede o contato das plaquetas com a parede
do vaso sanguineo por meio da producdo de substancias inibitérias como a prostaciclina e o
oxido nitrico. No entanto, quando ocorre lesdo tecidual, o endotélio danificado se torna
reativo e expode fatores pro-coagulantes que permitem a interacdo das plaquetas e sua
subsequente adesdo ao endotélio. Uma vez aderidas, as plaquetas sdo ativadas, seu contetido
granular ¢ secretado e elas se agregam, o que termina por formar um tampado plaquetério

instavel (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; GURNEY, 2016).
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3.2.1 Adesao

A adesdo das plaquetas ao endotélio lesado ¢ a primeira etapa da hemostasia
primaria. Nesta etapa, as plaquetas circulantes vao se aderir ao tecido lesionado por meio da
interagdo com substancias presentes no componente subendotelial do vaso sanguineo, como o
colageno e o fator de von Willebrand (FvW). O colageno pode se ligar de duas formas a
plaqueta: 1) de forma direta, através da interagao com as glicoproteinas GpVI e Gpla/lla
presentes na superficie plaquetaria; ou ii) de forma indireta, por intermédio da ligagdo do
FvW a por¢do Ib da Gplb/V/IX, formando uma ponte colageno-FvW-plaquetas (Figura 2)
(CIMMINO; GOLINO, 2013; HOU et al., 2015).

Figura 2 - Vias de adesdo plaquetaria.
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FvW - fator de von Willebrand; Gp — glicoproteina. Fonte: A autora.

3.2.2 Ativacao

O processo de adesdo por si s desencadeia a ativacdo plaquetdria (HOU et al.,
2015). Uma vez ativada, a plaqueta sofre reorganizacao do seu citoesqueleto, passando de sua
forma discoide para um formato esférico, com emissdo de pseudopodos, conferindo assim,

uma maior area de contato com outras plaquetas. Além disto, ocorre secre¢dao do seu contetido
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granular e aumento da concentragdo intracelular de cdlcio. Estes eventos culminam em uma
mudancga conformacional da glicoproteina Gpllb/Illa, que passa do seu estado inativo para seu
estado ativo (BERNDT; METHAROM; ANDREWS, 2014; GHOSHAL;
BHATTACHARYYA, 2014). A Gpllb/IlIa ¢ a glicoproteina mais abundante nas plaquetas,
representando 3% do seu total de proteinas, e € responsavel pela interagdo entre plaquetas, ou
seja, ela € responsavel pela agregacdo plaquetaria propriamente dita (FRYDMAN; PATE,;
VITSKY, 2017).

Além da ativagdo produzida pelo processo de adesdo, diversos agonistas também
podem atuar como ativadores como, por exemplo, o ADP, a epinefrina ¢ o colageno. A
ativacdo por meio destes agentes ocorre pela sua interacdo com receptores especificos

presentes na superficie plaquetaria (Figura 3) (KICKLER, 2006).

Figura 3 - Interacdo entre os agonistas plaquetérios e seus respectivos receptores na superficie
da plaqueta.
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ADP — difosfato de adenosina; COL — colageno; EPI — epinefrina. Fonte: A autora.

O ADP esta presente nos granulos densos de plaquetas que sdo secretados durante o
processo de ativacdo plaquetaria. Apds sua secre¢do, o ADP atua por feedback retroativo,
estimulando ainda mais a resposta de ativacdo. Existem dois receptores especificos para ADP
na superficie das plaquetas, o P2Y1 e o P2Y 12, sendo que para uma agregacdao completa,
ambos receptores precisam ser estimulados (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017;
HOFFBRAND; MOSS, 2018). O receptor P2Y1 ¢ acoplado a proteina Gq e, quando

estimulado por ADP, inicia o processo de ativacao e agregacao pela via da fosfolipase C beta
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(PLC-B). Nessa via, a PLC-B hidrolisa o fosfatidilinositol 4-bifosfato (PIP2), gerando
trifosfato de inositol (IP3). O IP3 aumenta as concentragdes intracelulares de calcio, que
resulta na conversao da forma das plaquetas de discoide para esférica e alteracao
conformacional da Gpllb/Illa, transformando-a na sua forma ativa. Enquanto a estimulagao
do receptor P2Y1 ¢ capaz de apenas iniciar uma resposta de agregacdo, ¢ a ativagdo do
receptor P2Y12 que provoca uma agregagdo estavel e irreversivel. O receptor P2Y12,
acoplado a proteina Gi, estimula a fosfoinositideo 3 quinase beta (PI3KP) e regula
negativamente a atividade da enzima adenilato-ciclase, resultando em uma mobiliza¢do ainda
maior de célcio, amplificando assim o sinal de agregagdo e promovendo a manutencido da
conformagao ativa da Gpllb/Illa (BROOS et al., 2011; FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017;
RAND; ISRAELS, 2018).

Assim como o ADP, a epinefrina também ¢é secretada de granulos densos apoés
ativacao plaquetaria (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017). Apesar de ser um agonista fraco,
ela potencializa o processo de ativagdo das plaquetas por meio da sua interagdo com
receptores adrenérgicos (ARDLIE; MCGUINESS; GARRETT, 1985; WALLACE et al.,
1982). Estes receptores pertencem a familia de GPCR e apresentam-se em dois subtipos: alfa
(alfa-1 e alfa-2) e beta (beta-1 e beta-2), sendo que o subtipo a2-adrenérgico € o que esta
presente na superficie das plaquetas. A interagcdo de epinefrina com os o2-adrenoreceptores
inibe a formacdo de adenilato-ciclase via proteina Gi, o que resulta na diminui¢do da
concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP). O cAMP ¢ responsavel por
controlar as concentragdes intracelulares de ions calcio, portanto, sua inibi¢do resultard em
um aumento deste ion. Concentragdes aumentadas de célcio ativam a enzima fosfolipase A2
(PLA2), que ir4d hidrolisar fosfolipidios de plaquetas, resultando na liberagdo de &cido
araquidonico. O 4cido araquidonico funcionara como substrato para a formacgdo de
tromboxano A2 (TXA2), um importante agente agregante que provoca vasoconstri¢do e
amplificacdo secunddria da ativagdo plaquetdria (BROOS et al., 2011; FRYDMAN; PATE;
VITSKY, 2017; RAND; ISRAELS, 2018).

Como descrito anteriormente, o colageno estd presente na matriz subendotelial e ¢
exposto quando ocorre lesdo tecidual, momento em que interage com as glicoproteinas
plaquetarias GpVI e Gpla/lla. Ao passo que a interagdo entre o colageno e a Gpla/Ila tem

papel mais importante na adesdo das plaquetas, a sua interacdo com a GpVI promove a
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ativacdo plaquetaria. Isto ocorre porque a sua interacdo com a GpVI resulta na fosforilacdo de
efetores intracelulares, como a fosfolipase Cy2 (PLCy2). A PLCy2 gera IP3 e diacilglicerol
(DAG) a partir da hidrolise de PIP2. O DAG ativa a proteina quinase C (PKC), promovendo
liberagdo de TXA2, e o IP3 aumenta as concentragdes intracelulares de célcio, culminando na
ativacdo das plaquetas (ANDREWS et al, 2004; MOLICA et al., 2017; SURIN;
BARTHWAL,; DIKSHIT, 2007).

3.2.3 Secrecao

A consequente reorganizac¢do do citoesqueleto devido a ativagdo plaquetaria permite
que os granulos presentes nas plaquetas entrem em contato com o sistema canalicular aberto e
liberem seu conteudo granular, rico em substancias pro-agregantes. O resultado final deste
processo ¢ a amplificacdo da ativagdo plaquetaria (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017).

Como mencionado, existem trés tipos de granulos nas plaquetas: os granulos alfa, os
granulos densos e os lisossomos. Os granulos alfa sdo os mais abundantes, estando presentes
em seu conteido cerca de 300 proteinas, dentre as quais as glicoproteinas do ambiente
extracelular Gpllb/Illa, GpVI e GpIb/IX/V, os fatores de coagulagdo V e X, os fatores do
crescimento, o fibrinogénio, o FvW e também proteinas adesivas como a P-selectina
(FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; HOU et al., 2015; RAND; ISRAELS, 2018). A
maioria dessas proteinas esta presente ndo apenas nos granulos, mas também na superficie da
plaqueta em repouso, no entanto, a P-selectina s6 ¢ expressa na membrana plaquetaria apds
ativacdo e secrecdo granular, podendo assim, funcionar como um marcador de ativacdo
plaquetaria (FERRONI et al., 2009; RAND; ISRAELS, 2018).

No que diz respeito aos granulos densos, estes se apresentam em menor quantidade
nas plaquetas e seu contetido inclui os ions calcio, magnésio e potassio, os nucleotideos ADP,
trifosfato de adenosina (ATP) e trifosfato de guanosina (GTP), as glicoproteinas Gplb e
GpllIb/Illa, além de serotonina e epinefrina. Por fim, os lisossomos sdo ricos em enzimas
hidroliticas que atuam na degradacdo e remodelagdo de trombos (FRYDMAN; PATE;
VITSKY, 2017; RAND; ISRAELS, 2018).
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3.2.4 Agregacao

A glicoproteina GpllIb/Illa na forma ativa interage com o fibrinogénio plasmatico
para permitir a ligacdo entre plaquetas. Isto ¢ possivel devido ao fato de que o fibrinogénio ¢
uma proteina bivalente que pode se ligar a Gpllb/Illa de duas plaquetas diferentes, formando
uma “ponte” entre elas (Figura 4). Outras proteinas como o FvW, a fibronectina ¢ a
vitronectina também podem mediar o processo de agregacdo. A medida que as plaquetas
circulantes vao se agregando no local da lesdo, elas tornam-se ativas, o que desencadeia a
secrecdo de granulos e a amplificacdo do sinal pro-agregante. O resultado final desse processo
¢ a formagdo de um tampao plaquetdrio no local da lesdo (AUSTIN, 2017; CLEMETSON,
2012; CIMMINO; GOLINO, 2013).

Figura 4 - Ligacdo entre plaquetas durante o processo de agregacao.
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3.3 HEMOSTASIA SECUNDARIA

O processo de hemostasia secundaria ou coagulacao ocorre por meio de uma reacao
proteolitica sequencial de pro-enzimas em enzimas. Estas pré-enzimas e enzimas sao

conhecidas como fatores de coagulacdo e sdo denominados por algarismos romanos
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(LORENZI, 2006). Por muito tempo, a hemostasia secundaria foi conceituada pelo modelo da
cascata classica da coagulagdo, o qual dividia o processo em duas vias distintas, a via
intrinseca € a via extrinseca, que convergiam em uma unica via comum, resultando na geragao
de trombina. No entanto, este sistema ndo era capaz de explicar algumas situacdes observadas
in vivo como, por exemplo, a razdo pela qual os pacientes com deficiéncia apenas em fatores
da via intrinseca tinham tendéncia a sangramento, uma vez que os fatores da via extrinseca
estavam dentro dos valores de referéncia (FERREIRA et al., 2010). A partir disto, foi
proposto um novo modelo baseado em superficies celulares. Este modelo sugere que o
processo de coagulacdo acontece de maneira sequencial e pode ser divido em trés fases
distintas: iniciagdo, na qual pequenas quantidades de trombina sdo formadas; de amplificagao,
em que grandes quantidades de trombina sdo produzidas; e de propagacdo, a qual ocorre na
superficie plaquetaria e grandes quantidades de fibrina sdo geradas (VERSTEEG et al., 2013).

Apesar do modelo classico de coagulagdo ndo evidenciar o que ocorre
fisiologicamente, este ainda ¢ amplamente empregado, tanto didaticamente, quanto na
avaliacdo laboratorial da hemostasia (AUSTIN, 2017; MONROE; HOFFMAN, 2006). De
acordo com o modelo cléssico (Figura 5), a via extrinseca da coagulac¢do inicia-se quando
ocorre lesdo vascular e consequentemente exposicao do fator tecidual (FT). O FT exposto se
liga ao fator VII ativado (FVIIa) circulante, formando o complexo FVIIa/FT, também
conhecido como tenase extrinseco. Este complexo age convertendo o fator X (FX) da via
comum em sua forma ativada (FXa) (FERREIRA et al., 2010).

A coagulacao pela via intrinseca inicia-se quando o fator XII ¢ ativado (FXIla) ao
entrar em contato com superficies carregadas negativamente, como por exemplo, o coldgeno.
De forma sucinta, o FXIla ativa o fator XI (FXIa) que, por sua vez, ativa o fator IX (FIXa). O
FIXa liga-se ao fator VIII ativado (FVIIla) e forma o complexo tenase intrinseco
(FIXa/FVIIIa). Por fim, este complexo converte o FX em sua forma ativada (FERREIRA ef
al., 2010).

Na via comum, o FX ativado pelas vias extrinseca e intrinseca liga-se ao fator V
ativado (FVa), formando o complexo protrombinase. Este complexo ¢ responsavel por
converter protrombina (FII) em trombina (FIIa) e esta, por sua vez, cliva fibrinogénio (FI) em
monodmeros de fibrina (FIa). A fibrina formada se deposita por entre o tampao plaquetario,

estabilizando-o (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 5 - Representagdo do modelo classico da cascata de coagulagao.
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3.4 FIBRINOLISE

Apo6s reparagdao do dano vascular, o codgulo formado precisa ser dissolvido para
reestabelecer o fluxo sanguineo. Diante disto, o sistema fibrinolitico, por meio de suas
proteinas, cofatores e receptores, ird promover a dissolucdo das redes de fibrina (CHAPIN;
HAIJJAR, 2015; RODRIGUES et al., 2012).

A principal proteina responsavel por este processo ¢ o plasminogénio, uma pro-
enzima circulante que sera convertida na serina-protease plasmina pela acdo de ativadores
teciduais como o ativador tecidual do plasminogénio (TPA) e o ativador de plasminogénio
tipo uroquinase (uPA). Além disto, outros componentes podem se ligar ao plasminogénio e
promover a geragao de plasmina, como células endoteliais, mondcitos, macrofagos e FXla. A
plasmina gerada cliva fibrina, produzindo produtos soluveis de degradagdo (CESARMAN-
MAUS; HAJJAR, 2005; RODRIGUES et al., 2012).
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3.5 DISTURBIOS DA HEMOSTASIA

Alteragdes nos processos que envolvem a hemostasia podem desencadear eventos
hemorragicos, caracterizados pelo extravasamento de sangue do espago vascular para o meio
externo, ou tromboembolicos, marcados pela formagdo de trombos no ambiente vascular
arterial ou venoso (BONAR; LIPPI; FAVALORO, 2017; HOFFBRAND; MOSS, 2018).

O tromboembolismo venoso (TEV) e a trombose arterial sdo disturbios
tromboembolicos responsaveis por uma elevada morbimortalidade no mundo inteiro. O TEV,
que inclui a trombose venosa profunda e a embolia pulmonar, pode ser provocado tanto por
condi¢des hereditarias, quanto por condi¢des adquiridas (HOFFBRAND; MOSS, 2018;
MAHMOODI et al., 2017). Apenas nos Estados Unidos da América, estima-se que o TEV
afete cerca de 300 a 600 mil pessoas por ano e que cause a morte de 60 a 100 mil dessas
pessoas (ALVES; ALMEIDA; BALHAU, 2015).

A trombose arterial ¢ a principal causa de DCV, como o AVC, a doenga arterial
periférica e o infarto do miocardio (HOFFBRAND; MOSS, 2018; MAHMOOQODI et al., 2017).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as DCV sao a principal causa de morte no
mundo, sendo responsaveis por 15,2 milhdes de mortes no ano de 2016 (WHO, 2018). Além
disto, a incidéncia destas doencas tende a aumentar ainda mais considerando a crescente
expectativa de vida da populagdo, uma vez que a prevaléncia delas ¢ maior em individuos
1dosos (TZORAN; HOFFMAN; MONREAL, 2018). No Brasil, observou-se uma diminui¢ao
da mortalidade por DCV nas ultimas décadas, no entanto, estas continuam a ser a principal
causa de morte no pais, sendo responséaveis por cerca de 20% do total de 6bito em individuos
com 30 anos ou mais (MANSUR; FAVARATO, 2016).

Adicionalmente, os disturbios tromboembolicos estao relacionados com a diminui¢ao
da qualidade de vida, invalidez, internagdes e, consequentemente, aumento dos gastos pelo
Sistema Unico de Satde (SUS), representando assim, um importante problema de saude
publica (GROSSE et al., 2016; KLOK; BARCO; SIEGERINK, 2019; STEVENS et al.,
2018).
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3.6 TERAPIA ANTITROMBOTICA

O tratamento dos disturbios tromboembolicos inclui terapias anticoagulantes,
antiplaquetérias e fibrinoliticas. A escolha do medicamento ideal leva em consideragdo a
composicao e localizacdo do trombo (ASHOROBI; FERNANDEZ, 2019; MEGA; SIMON,
2015). Trombos venosos sao formados em uma baixa taxa de cisalhamento e constituidos
predominantemente por fibrina. Assim, medicamentos que inibem os fatores de coagulacao
sdo pilares no tratamento e prevengao do TEV. Por outro lado, o trombo arterial, formado em
altas taxas de cisalhamento, ¢ constituido principalmente por plaquetas e possui uma pequena
quantidade de fibrina. Devido ao predominio de plaquetas, medicamentos antiplaquetarios sao
os de escolha para o tratamento e prevencgao da trombose arterial, que pode envolver o uso de
apenas um agente antiagregante (monoterapia) ou a combina¢do de mais de um agente
(terapia antiplaquetaria dupla). Por fim, os agentes fibrinoliticos sdo utilizados na dissolugao
de codgulos, venosos ou arteriais, restaurando o fluxo sanguineo (ASHOROBI;
FERNANDEZ, 2019; WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012).

Dentre os antiplaquetarios, o mais comumente prescrito para o tratamento e
prevencao de DCV ¢ o AAS. Além deste, outros agentes como: clopidogrel, prasugrel,
ticagrelor e ticlopidina sdo amplamente utilizados. O AAS ¢ um inibidor irreversivel da
ciclooxigenase 1 (COX-1), enzima responsavel pela produ¢do de TXA2, um importante
agregante plaquetdrio. Por desencadear uma inibicdo irreversivel, a acdo do AAS vai
permanecer durante toda a vida util da plaqueta, que gira em torno de 7 a 10 dias (KEI ez al.,
2011; MEGA; SIMON, 2015). Apesar do AAS ser efetivo na preven¢do secundéaria de DCV
aterotromboticas, ele também aumenta o risco de hemorragias gastrointestinal e intracraniana,
e pode promover a formacao de tlcera géstrica, o que limita o seu uso (RICHMAN; OWENS,
2017; WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012).

Os antiagregantes ticlopidina, clopidogrel e prasugrel constituem a classe de
medicamentos tienopiridinicos, os quais inibem a agregacdo plaquetéria através da inativagado
irreversivel do receptor P2Y12. A ticlopidina ¢ a primeira geracao dos tienopiridinicos e ¢
capaz de reduzir a incidéncia de infarto do miocardio e AVC. Por ser um pro-farmaco, ou
seja, precisa ser metabolizado em sua forma ativa para exercer sua atividade, sua inibicao

plaquetdria maxima ocorre apenas 8 a 10 dias apds a sua administracdo. Além disso, por
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produzir uma inibi¢do plaquetaria irreversivel, a restauracdo da fun¢do plaquetaria s6 ocorre
dias ap0s a interrupgao do tratamento, o que dificulta ou até inviabiliza a realiza¢ao de alguns
procedimentos cirargicos de emergéncia. Atualmente, a ticlopidina vem sendo cada vez
menos utilizada na pratica clinica por apresentar relevantes efeitos adversos, como reagdes
alérgicas, diarreia, neutropenia e trombocitopenia. Devido a isto, ela tem sido substituida pelo
seu analogo, o clopidogrel (KEI et al., 2011; MEGA, 2015; SBC, 2013).

Assim como a ticlopidina, o clopidogrel ¢ um pro-farmaco e seu metabolismo ocorre
no figado, por meio do citocromo P450, principalmente pela isoenzima CYP2C19 (PEREIRA
et al., 2019). Apenas 15% do farmaco ¢ transformado em seu metabolito tiol ativo e os 85%
restantes sdo hidrolisados por esterases (KEI et al., 2011). O clopidogrel ¢ utilizado na
prevencdo de eventos tromboticos em pacientes com doenga vascular periférica, infarto do
miocardio e acidente vascular encefalico isquémico (SBC, 2013). Apesar de eficaz, ele possui
limitagdes de uso, que incluem interagdes medicamentosas, interagdes com alimentos € uma
grande variabilidade interpessoal de resposta. A variabilidade de resposta do fairmaco esta
relacionada principalmente a polimorfismos genéticos da isoenzima CYP2C19. Variagdes
desta isoenzima resultam em perda da sua atividade e, consequente, diminuicdo da
metabolizacdo de clopidogrel em seu metabolito ativo, reduzindo assim a sua agdo
antiagregante e aumentando o risco de eventos cardiovasculares (PEREIRA et al., 2019;
WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). Além disto, outros medicamentos, como o0s
inibidores de bombas de prétons (omeprazol e esomeprazol) afetam a agdo antiagregante do
clopidogrel, pois inibem a CYP2C19 (MEGA; SIMON, 2015).

O prasugrel ¢ uma tienopiridina de terceira geracdo que possui atividade
antiagregante superior, mais rapida e com menor variabilidade interpessoal de resposta
quando comparada ao clopidogrel (ANGIOLILLO; BATES; BASS, 2008). Estudos
demonstraram que o efeito superior de prasugrel estd relacionado ao seu metabolismo
(BRANDT et al., 2007; SUGIDACHI et al., 2007), uma vez que, apés sua administracdo, ele
sofre acdo de esterases hepaticas e intestinais que formam metabdlitos ativos que sdo mais
absorvidos (MEGA; SIMON, 2015). Estas caracteristicas tornam o prasugrel mais efetivo do
que o antiplaquetario clopidogrel, no entanto, sua potente atividade antiagregante esta
relacionada a um risco aumentado de sangramento (ANGIOLILLO; BATES; BASS, 2008).

O ticagrelor ndo ¢ um pro-farmaco e, devido a isto, apresenta um inicio de acdo mais
rapido do que os tienopiridinicos. Outra vantagem deste farmaco em relagdo aos

tienopiridinicos € que ele produz uma inibicao reversivel do receptor P2Y 12 e, portanto, a
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reversdo do seu efeito antiagregante ¢ mais rapida, o que se torna favoravel em situacdes de
sangramentos ou em casos em que ¢ necessaria cirurgia de urgéncia. Apesar de ele possuir
alta eficacia na prevencdo e tratamento de eventos cardiovasculares, o seu uso esta
relacionado com um risco aumentado de sangramento. Além disto, ha relatos de o ticagrelor
causar dispneia, bradicardia e elevagdo das concentragdes de acido urico, o que limita sua
utilizagdo (AL-SALAMA; KEATIN; KEAM, 2017).

Os anticoagulantes, por sua vez, sdo mais utilizados no tratamento e prevencao de
disturbios embolicos venosos, podendo ser administrados por via oral ou parenteral
(HOFFBRAND; MOSS, 2018). A heparina ¢ um farmaco de uso parenteral amplamente
utilizado que atua potencializando a acdo da antitrombina, um anticoagulante natural que
forma complexos e inativa os fatores Ila, [Xa, Xa e XIa (MULLOY et al., 2016). Dentre os
anticoagulantes orais atualmente disponiveis, a varfarina ¢ a mais comumente prescrita na
pratica clinica e, assim como a heparina, ela atua sobre multiplos fatores de coagulagao,
especificamente os dependentes de vitamina K (II, VII, IX e X) (MEGA; SIMON, 2015). Na
ultima década, novos anticoagulantes orais, conhecidos como anticoagulantes orais diretos
(DOAC:s), foram desenvolvidos e aprovados para uso, sendo que os mais utilizados
atualmente sdo a dabigatrana, a rivaroxabana e a apixabana. Os DOACs atuam inibindo
fatores especificos de coagulacdo. A dabigatrana inibe a trombina, enquanto a rivaroxabana e
a apixabana inibem o FXa (SALEM; SABOURET; FUNCK-BRENTANO, 2015). Todos os
anticoagulantes mencionados mostram-se eficazes na preven¢do e tratamento de disturbios
tromboticos, tais como embolia pulmonar e trombose venosa profunda. No entanto, seu uso,
de forma geral, estd relacionado com uma elevada incidéncia de sangramento grave,
trombocitopenia, além de apresentar diversas interagdes medicamentosas e alimentares
(ELDREDGE; SPYROPOULOS, 2018; MEGA; SIMON, 2015; SPRUGE et al., 2019).

Como pode ser observado, os medicamentos atualmente disponiveis para o
tratamento de distirbios tromboembolicos apresentam elevado risco de complicagdes
(ELDREDGE; SPYROPOULOS, 2018; RICHMAN; OWENS, 2017, WEITZ;
EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). Diante disto, e devido ao fato desses disturbios
significarem um grande problema de satide publica mundial, torna-se imprescindivel a

identificacdo de novas moléculas que possam ser usadas como protétipos no desenvolvimento
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de farmacos mais seguros, € que apresentem menores limitacdes (GROSSE et al., 2016;

MEGA; SIMON, 2015; STEVENS et al., 2018).

3.7 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais (PN), oriundos de fontes vegetais, bacterianas, flngicas e
marinhas, sdo importantes alvos na pesquisa ¢ desenvolvimento de novos farmacos por
apresentarem maiores beneficios quando comparados aos compostos nao naturais. Dentre as
vantagens dos PN, pode-se citar a alta diversidade, complexidade quimica e eficicia de
ligagdo e interacdo com alvos bioldgicos. Nas ultimas décadas, os PN e seus derivados
apresentaram diversas atividades bioldgicas, dentre as quais antitumoral, antibacteriana,
antiparasitaria e antiviral. Estima-se que, atualmente, mais de 50% dos medicamentos
disponiveis no mercado sejam de origem natural ou baseados em moléculas de origem natural
(KATZ; BALTZ, 2016; MARTINS et al., 2014).

Diversas sdo as fontes naturais para a pesquisa de novas moléculas, no entanto, o
ambiente marinho, por corresponder a 70% da superficie terrestre e abranger uma grande
diversidade de organismos ainda inexplorados, tornou-se um dos ambientes mais visados e
estudados (MALVE, 2016; MARTINS et al., 2014). Dentre os organismos marinhos, as algas
sao responsaveis pela producdo de uma ampla variedade de metabdlitos biologicamente
ativos, como proteinas, minerais, polissacarideos, acidos graxos e antioxidantes (DAHMS;
DOBRETSOV, 2017, MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012), que apresentaram
atividade bioldgica como antiviral, anticancer, anti-inflamatéria e imunossupressora
(DAHMS; DOBRETSOV, 2017; GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; SHI et al., 2017).
No que tange a hemostasia, estudos evidenciaram que uma variedade de compostos isolados
de algas marinhas possui atividade antitrombdtica (MOURA et al., 2014; SYRACUSE,
2018).

As algas podem ser classificadas, em fun¢do de suas organelas e de acordo com seus
pigmentos, em trés grandes grupos: algas verdes (Chlorophyceae), algas pardas
(Phaeophyceae) e algas vermelhas (Rhodophyceae), sendo esta Ultima classe de menor
interesse bioldgico devido a baixa atividade de seus metabolitos. As algas vermelhas
produzem principalmente metabolitos halogenados, monoterpenos, sesquiterpenos e

acetogeninas; as algas verdes produzem sesquiterpenos e diterpenos e; as algas pardas



37

produzem principalmente diterpenos e sdo conhecidas por suas quinonas (BLUNT et al.,
2003; FAULKNER, 2001).

A classe das algas pardas possui cerca de 1.500 espécies, como as da ordem
Desmarestiales que inclui as espécies Himantothallus grandifolius, Desmarestia anceps €
Desmarestia menziesii. A alga D. menziesii ¢ endémica na antartica, podendo ser encontrada
na superficie e em até 30 metros de profundidade (KLOSER; QUARTINO; WIENCKE,
1996; NORTON; MELKONIAN; ANDERSEN, 1996). Um estudo envolvendo o isolamento
e avaliacdo da atividade de compostos isolados da alga D. menziesii demonstrou que o
composto menzoquinona isolado dessa alga possui atividade antimicrobiana e anti-herbivoria
(ANKISETTY et al., 2004). Nao foi encontrada na literatura pesquisada estudos que
avaliaram a atividade de compostos isolados da alga D. menziesii sobre a hemostasia,
contudo, estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que extratos
brutos da alga D. menziesii foram capazes de inibir significativamente a agregacao plaquetaria

(MEYER, 2019).



38

4 CONSIDERACOES ETICAS E METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos

da Universidade Federal de Santa Catarina (Anexo A).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas no Banco de Sangue do Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC/EBSERH). Os doadores considerados
aptos pela triagem clinica do banco de sangue foram convidados a participar do presente
estudo. Ap6s uma sucinta explicagdao sobre a pesquisa, seus riscos e beneficios, os doadores
concordantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apos a
assinatura do TCLE, foram coletados até dois tubos de sangue total de cada doador por meio
de pungdo venosa. Todos os ensaios foram realizados com amostras de pelo menos trés

doadores diferentes.

4.3 MENZOQUINONA

A menzoquinona foi obtida e gentilmente cedida pela doutoranda Ana Claudia
Philippus sob orientagdo da Professora Doutora Miriam de Barcellos Falkenberg do
Laboratério de Investigacdo de Produtos Naturais Marinhos da UFSC. Resumidamente,
amostras da alga parda D. menziesii foram coletadas em Punta Plaza, no continente Antartico,
no més de dezembro de 2015. Apds o recebimento da alga, a mesma foi seca sob ar frio e
macerada em diclorometano e metanol em uma propor¢do 2:1. Posteriormente, foi realizada a
purificacdo do extrato bruto através de processos cromatograficos, obtendo-se a
menzoquinona (1).

A estrutura da menzoquinona (Figura 6) foi elucidada por ressonancia magnética

nuclear (RMN) e seus dados foram comparados com a literatura (ANKISETTY et al., 2004) .
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Figura 6 - Estrutura da menzoquinona isolada da alga parda Desmarestia menziesii.

O

Fonte: A autora.

Por fim, o Composto 1 foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) em uma
concentracdo estoque de 100 mM e armazenado a 4 °C. Para realiza¢ao dos ensaios, a solugao
estoque foi diluida em tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 no mesmo dia do experimento, de

maneira a se obter concentragdes finais entre 500 ¢ 15,63 pM.

4.4 ENSAIOS DE COAGULACAO SANGUINEA

Para avaliar o efeito do Composto 1 sobre as vias intrinseca e extrinseca da
coagulacdo, foram realizados os testes de TTPa e de TP, respectivamente. Para isto, as
amostras de pelo menos trés doadores foram coletadas em tubo contendo citrato de sddio
3,2% como anticoagulante e centrifugadas a 1.107 g, durante 15 minutos a 4 °C para obtencdo
do plasma pobre em plaquetas (PPP). O PPP dos diferentes doadores foi misturado para se
obter o pool de PPP.

Os testes TP e TTPa foram realizados de acordo com a bula dos conjuntos
diagnoéstico CLOT TP e CLOT TTPa (BIOSs Diagndstica, Sao Paulo, BR), respectivamente,
e seus tempos de coagulagdo foram analisados em coagulometro semi-automatizado
(CLOTimer, Quick Timer). Resumidamente, para a realizagdo do TTPa, 100 puL do pool de
PPP foram incubados a 37 °C por 5 minutos com 10 pL de Composto 1 (500 pM,
concentragdo final) ou de DMSO (0,5%, controle negativo) e 100 pL de cefalina ativada.
Apo6s incubagdo, 100 pL de cloreto de calcio foram adicionados e simultaneamente o
cronometro foi acionado para a contagem do tempo de coagulagdo. Para o TP, 100 puL do poo!/

de PPP foram incubados a 37 °C com 10 pL. de Composto 1 (500 uM, concentragdo final) ou
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de DMSO 0,5% (controle negativo) durante cinco minutos. Posteriormente, 200 pL de
tromboplastina célcica foram adicionadas e o tempo de coagulacao foi verificado. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata e dentro de um periodo de trés horas apos a coleta da

amostra.

4.5 ENSAIOS DE AGREGACAO PLAQUETARIA

Os ensaios de agregacdo foram analisados por turbidimetria por meio do método
descrito por Born e Cross (1963), com algumas modificagdes, utilizando-se um agregémetro
de plaquetas semi-automatizado (AgreGO, Qualiterm). Este ensaio permite avaliar as
diferentes fases da cinética de agregacao durante a formacao do agregado. Apos a adi¢do do
agonista, forma-se uma onda primdaria de agregagdo que representa a interagdo do agonista
com seu respectivo receptor e a presenca da Gpllb/Illa. Ja a segunda onda corresponde a
agregacdo secunddria, decorrente da secrecdo enddgena dos componentes presentes nos

granulos plaquetarios (Figura 7) (BRASIL, 2016).

Figura 7 - Representagdo da curva de agregacdo plaquetaria.

Secrecdo contetdo
granular

(%) Agregacdo

Receptor especifico
Gplib/lila

Tempo (5 minutos)

Fonte: A autora.

Para realizagdo dos experimentos, amostras de pelo menos trés doadores foram
coletadas em tubos contendo citrato de sodio 3,2% e, em seguida, centrifugadas a 123 g por

10 minutos a temperatura ambiente para a obten¢do do plasma rico em plaquetas (PRP). O
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PRP dos diferentes doadores foi misturado para se obter o pool de PRP. Posteriormente, as
plaquetas foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas com PBS pH 7,4 para 250.000
plaquetas/mm?. Para realiza¢dao dos ensaios, 400 uL de PRP foram incubados com 10 pL de
Composto 1 (500 uM, concentracdo final), de ticlopidina (10 mM, controle positivo) ou de
DMSO (0,5%, controle negativo) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds, a
agregacao foi estimulada pela adicdo de ADP (10 uM, concentracdo final), epinefrina (5
ug/mL, concentracao final) ou colageno (2 pg/mL, concentracao final), e a taxa de agregacao
foi monitorada durante cinco minutos. Para acertar a linha de base de turbidez da amostra,
utilizou-se o PPP obtido por meio da centrifugacao das amostras de sangue citratado a 1.107 g
por 15 minutos a temperatura de 8 °C. Todos os ensaios de agregagao foram realizados em

triplicata e em até trés horas apos a coleta das amostras.

4.5.1 Avalia¢ao da atividade frente ao tempo de incubacao

Ensaios adicionais de agregacdo foram realizados para avaliar se o efeito do
Composto (1) ¢ tempo-dependente. Para isto, o mesmo foi incubado durante 10 minutos a
temperatura ambiente com 400 pL de pool de PRP e a agregacdo foi posteriormente

estimulada pelos agonistas ADP, epinefrina e colageno.

4.5.2 Determinacio da concentracio inibitoria de 50% (Cls)

Para os agonistas plaquetarios cuja agregagao na presenca do Composto 1 foi inferior
a 50%, foi realizada a curva de concentracao-resposta. Para determinar a Clso do Composto 1,
o mesmo foi avaliado nas seguintes concentragdes: 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,63 uM.
Ap0s realizar as diluicdes do composto isolado utilizando PBS pH 7,4 como diluente, o
mesmo foi incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente com um poo/ de PRP e a
agregacdo plaquetaria foi mensurada como descrito no item 4.5. Por fim, a Cls foi obtida a

partir da curva concentragao-resposta, utilizando-se o software GraphPad Prism 5.
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4.6 TESTE DE VIABILIDADE PLAQUETARIA

A avaliagdo do efeito do Composto 1 sobre a viabilidade plaquetaria foi realizada por
meio do teste de exclusdo com Azul de Tripan 0,04% conforme descrito por Lopez et al.
(2015). O método de exclusdo baseia-se no fato de que membranas celulares intactas ndo
permitem a entrada do corante, enquanto membranas danificadas impregnam-se com o
corante e coram-se de azul (STROBER, 2001).

Para a realizagcdo dos ensaios, 400 pL de PRP foram incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente com 10 pLL de Composto 1 (500 uM, concentracdo final), de DMSO
0,5% (controle negativo) ou do reagente Fix and Perm (Nordic MUbio, Susteren, NL)
(controle positivo). Ap6s, uma aliquota do PRP tratado foi transferido para um tubo contendo
igual volume do Azul de Tripan (0,04%, concentragdo final) e a viabilidade das plaquetas foi
analisada em camara de Neubauer. As leituras foram realizadas por trés examinadores
diferentes e as plaquetas impregnadas pelo corante foram consideradas como nao viaveis. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plaquetas nao vidveis, conforme demonstrado

na Equacdo 1. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Equacdo 1 - Célculo da porcentagem de plaquetas impregnadas com corante (ndo viaveis).

% Plaquetas ndo viaveis = P1 x 100
Pt

Pi — total de plaquetas impregnadas com o corante azul de Tripan; Pt — nimero total de plaquetas contadas na
amostra. Fonte: A autora.

4.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO MEMBRANAR DA Gpllb/Illa ATIVADA E DE P-
SELECTINA

A ativacdo plaquetaria foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando os anticorpos
monoclonais anti-PACI1-FITC (clone PAC-1; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e anti-
CDG62P-PE (clone AK-4; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) para caracterizar a expressao
da glicoproteina de membrana Gpllb/Illa ativada e da proteina adesiva P-selectina,
respectivamente. Como ja mencionado, a GplIb/Illa esta presente na superficie da membrana
plaquetaria e, ap6s estimulagdo da plaqueta por algum agonista, sua conformacao ¢ alterada

para sua forma ativada. Ja a P-selectina esta presente nos granulos alfa das plaquetas, sendo
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liberada e expressa na membrana da plaqueta apds ativagdo e consequente secrecao endogena
dos granulos plaquetarios (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; LANDI; JUNIOR, 2003).
Para identificar tanto as plaquetas ativadas como as inativas, foi utilizado o anticorpo anti-
CD61-PerCP (clone PN IM 1758U; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), que se liga a
ambas as formas de Gpllb/IlIa.

Para a realizagdo dos experimentos, diferentes concentragdes do composto (54,8 uM
e 500 uM) foram incubadas com 400 uL de PRP durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, a solu¢do foi estimulada com 10 pL de agonista plaquetario e novamente
incubada durante 5 minutos. Em um tubo de ensaio, 50 uL do PRP estimulado foi marcado
com os anticorpos anti-CD61-PercP (2 pL), anti-PACI1-FITC (20 pL) e anti-CD62P-PE (5
uL), e incubados durante 15 minutos ao abrigo da luz. Apos incubacdo, a solucdo foi lavada
com 2 mL de PBS pH 7,4 e centrifugada por 5 minutos a 277 g. Por fim, o sobrenadante foi
descartado, o deposito foi suspendido com 500 pL. de PBS pH 7,4 e imediatamente analisado
no citometro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA)
utilizando-se o software FACSDiva versao 6.1.2 (Becton Dickinson, EUA). Da mesma forma,
um tubo contentando PRP tratado com DMSO 0,5% foi marcado com os anticorpos, sem a
estimulagdo de agonistas, para descartar uma autoativagdo das plaquetas. Em cada tubo foram
analisados 10.000 eventos positivos para CD61 na forma de histogramas e intensidade de
fluorescéncia média (IFM).

Os dados adquiridos pelo citometro de fluxo foram analisados no software Infinicyt
(Cytognos®) versdo 1.7. As plaquetas foram identificadas por meio de suas caracteristicas de
forward e side scatter (FSC e SSC, respectivamente), bem como pela sua positividade para
CD61. A TIFM dos marcadores foi analisada pela ferramenta de fusdo de arquivos (do inglés,
file merge) do software de analise Infinicyt. Resumidamente, foi realizada a fusdo dos
arquivos de cada dia de experimento em um tunico arquivo. O produto final consiste em um
arquivo contendo as informagdes de um grupo de experimentos que permite a visualizagdo
simultanea das plaquetas em relagdo a todos os marcadores fenotipicos presentes no painel de
anticorpos. Por fim, os resultados dos ensaios foram expressos como porcentagem de inibigao,
a partir da intensidade de fluorescéncia média (IFM), segundo a Equacao 2 (BIRIS et al.,

2003). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Equagao 2 - Célculo da porcentagem de inibigdo a partir da intensidade de fluorescéncia
média.

Inibi¢do (%) = 100 — (IFM te — IFM cse) x 100
(IFM ce — IFM cse)

IFM — intensidade de fluorescéncia média; te — teste com estimulo de agonista; cse — controle sem estimulo de
agonista; ce — controle com estimulo de agonista. Fonte: A autora.

4.8 TESTE DE HEMOLISE

Neste ensaio, foi avaliado se a menzoquinona era capaz de causar ruptura da
membrana de eritrocitos de individuos saudéaveis, provocando assim, sua hemolise. Para isto,
as amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 264 g e o sedimento foi
sucessivamente lavado com solugdo salina (NaCl 0,9%) para que os eritrécitos fossem
isolados do restante do plasma. Para a realizacdo dos testes, misturou-se em tubos tipo
eppendorf 50 plL de suspensdo estoque de eritrocitos e 950 pL. de solucdo salina, e essas
suspensoes foram tratadas com a menzoquinona em concentragdes que variaram de 54,8 uM a
280,0 uM. Como controle positivo (100 % de hemdlise), utilizou-se agua destilada e, como
controle negativo (0 % de hemolise), usou-se solugao salina.

Cada tubo teste foi incubado por uma hora sob agitagdo constante de 100 g a 37 °C
(WANG et al., 2009). Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 500 g por 5
minutos e a absorbancia do sobrenadante foi lida em espectrofotometro Microwell Systems a
540 nm. Por fim, a taxa de hemolise foi calculada de acordo com a densidade 6ptica de cada

amostra e controles, relacionada a quantidade de hemoglobina livre no sobrenadante (Equagao

3).

Equacao 3 - Célculo da taxa de hemolise.

Taxa de Hemolise (%) = DOt — DOcn x100
DOcp — DOcn

DOcn — densidade optica do controle negativo; DOcp — densidade optica do controle positivo; DOt — densidade
optica da amostra teste. Fonte: A autora.
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4.9 PREDICAO TEORICA DA BIODISPONIBILIDADE ORAL, DA TOXICIDADE E DO
POTENCIAL DO COMPOSTO

Os ensaios de predigdo teodrica da toxicidade e do potencial da menzoquinona vir a se
tornar um novo farmaco foram realizados in silico por meio da utilizagio do programa Osiris®™
Property Explorer (http://www.organicchemistry.org/prog/peo/). Neste programa, foi
realizado o desenho da estrutura quimica do composto menzoquinona e avaliados os seguintes
parametros de toxicidade: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos negativos
sobre a reproducdo. Além disto, também foram avaliados dois valores preditivos do potencial
do composto: Druglikeness e Drug score.

A predicao tedrica da biodisponibilidade oral da menzoquinona foi realizada por meio
de modelos computacionais e analisada pelos parametros fisicoquimicos proposto por
Lipinski e cols. (2001). A partir do programa Free molinspiration disponibilizado online no
site: http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties, avaliaram-se os seguintes parametros:
miLogP, massa molecular (MM), niimero de aceptores de ligacdo hidrogénio (expresso pela
soma de atomos N e O), ntimero de doadores de ligacdo hidrogénio (expresso pela soma de
OH e NH na molécula) e numero de violagoes.

Além do composto, também foram analisadas as estruturas de dois farmacos

antiplaquetarios amplamente utilizados na pratica clinica, o AAS e o clopidogrel.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada com o auxilio do software MedCalc® v.18.9 e para a
confecgdo das figuras foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0“. Os resultados foram
expressos como média e desvio-padrdo. As médias das varidveis foram comparadas
utilizando-se o teste t de Student para amostras independentes. Foi adotado um nivel de

significancia de 5% (P < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A COAGULACAO

Inicialmente, avaliou-se o efeito da menzoquinona sobre a coagulagdo sanguinea
humana. Como pode ser observado na Figura 8, o Composto 1 ndo foi capaz de prolongar
significativamente os tempos de TP (16,7 + 1,2 s) e TTPa (24,5 = 0,8 s) quando comparado
com o controle (16,1 = 0,3 s e 24,3 + 0,7 s, respectivamente). Isto indica que o composto
estudado ndo possui efeito sobre a coagulagcdo sanguinea humana. Adicionalmente, quando o

Composto 1 foi misturado com o PPP, esse ndo foi capaz de ativar por si s6 a coagulagao.

Figura 8 - Efeito do Composto 1 (500 uM) sobre os tempos de protrombina e de
tromboplastina parcial ativada.
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Painel A — Tempo de protrombina (TP); Painel B — Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa); Composto
1 — menzoquinona; DMSO - dimetilsulféxido. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de
trés experimentos individuais. Fonte: A autora.

5.2 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A AGREGACAO PLAQUETARIA

O efeito do Composto 1 sobre a agregacdo foi avaliado frente ao perfil de agregacdo
plaquetéria induzida por ADP, epinefrina e coldgeno. Como pode ser visto na Figura 9, o
Composto 1 foi capaz de inibir significativamente a agregacao induzida por todos os agonistas
testados quando comparado ao controle (DMSO 0,5%). Nos ensaios em que o ADP foi
utilizado como agonista, a agregacdo plaquetaria na presenca do Composto 1 foi de 79,3 +

9,0% (controle 96,5 + 3,8%). A inibicdo da agregacdo plaquetaria foi mais intensa quando
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utilizado coldgeno e epinefrina como agonistas, resultando em uma agregacao plaquetaria de
apenas 25,0 £ 1,4% (controle 86,3 £ 4,0%) e 5,3 = 1,5% (controle 93,5 = 3,5%),

respectivamente.

Figura 9 - Efeito do Composto 1 (500 uM) sobre a agregacao plaquetaria induzida por ADP
(10 uM), epinefrina (5 pg/mL) e colageno (2 pg/mL).
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Painel A — Agregacdo plaquetaria induzida por ADP; Painel B — Agregacao plaquetaria induzida por epinefrina;
Painel C — Agregacio plaquetaria induzida por colageno; Composto 1 — menzoquinona; TIC — ticlopidina; ADP
— difosfato de adenosina; COL — colageno; EPI — epinefrina; DMSO — dimetilsulféxido. * Valor de p < 0,05
quando comparado ao DMSO 0,5%. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés
experimentos individuais. Fonte: A autora.
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Quando comparados os perfis das curvas de agregacdo dos controles com DMSO
0,5% e do Composto 1, pode-se verificar que o composto inibiu parcialmente a segunda onda
de agregacdao induzida pelo ADP e coldgeno, e reverteu a primeira onda de agregagao

induzida pela epinefrina (Figura 10).

Figura 10 — Imagem ilustrativa do efeito do Composto 1 (500 uM) sobre o perfil de agregacao
plaquetaria induzida por difosfato de adenosina (ADP — 10 uM), epinefrina (EPI - 5 pg/mL) e
colageno (COL - 2 pg/mL).
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Controle — plaquetas tratadas com dimetilsulfoxido 0,5%. Fonte: A autora.

5.2.1 Avaliacio da atividade do Composto 1 frente ao tempo de incubagio

Para avaliar se o efeito antiagregante do Composto 1 dependia do tempo de

incubac¢do, o mesmo foi incubado com o PRP durante um periodo de 10 minutos e, apos, o
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PRP tratado foi estimulado com ADP, epinefrina ou coldgeno. A agregacao média obtida apos
10 minutos de incubacdo com ADP (78,5 £ 9,2%), epinefrina (6,5 + 0,7%) e colageno (27,5 +
7,5%) nao foi significativamente (P = 0,899, P = 0,278 ¢ P = 0,601, respectivamente)
diferente da encontrada com cinco minutos (ADP - 79,5 + 9,0%; epinefrina - 5,3 + 1,5%;
colageno - 25,0 = 1,4%), mostrando que o efeito antiagregante do Composto 1 ndo ¢

dependente de tempo (Figura 11).

Figura 11 - Efeito antiagregante do Composto 1 (500 pM) em relacdo a diferentes periodos de
incubagdo (5 e 10 minutos).
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Painel A — Agregacdo plaquetaria induzida por ADP (10 uM); Painel B — Agregag¢do plaquetaria induzida por
epinefrina (5 pg/mL); Painel C — Agregacdo plaquetaria induzida por colageno (2 pg/mL). Composto 1 —
menzoquinona; ADP — difosfato de adenosina; COL — coldgeno; EPI — epinefrina; min - minutos. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos individuais. Fonte: A autora.
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5.3 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A VIABILIDADE PLAQUETARIA

Uma vez que o Composto 1 inibiu significativamente a agregacao plaquetaria,
realizou-se o ensaio de viabilidade plaquetaria para identificar se seu efeito ¢ de fato inibitorio
ou se o composto estaria exercendo efeito toxico sobre as plaquetas. Na Figura 12 estdo os
resultados dos experimentos. Como se pode observar, o Composto 1 ndo reduziu a viabilidade
plaquetaria (96,2 £ 0,9% de plaquetas vidveis) em relacdo ao ensaio controle realizado na

presenga de DMSO 0,5% (99,1 £+ 0,4% de plaquetas viaveis).

Figura 12 - Efeito do Composto 1 (500 pM) sobre a viabilidade plaquetéaria.
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Controle positivo - kit de permeabilizag¢do Fix and Perm; Controle negativo - dimetilsulfoxido 0,5%; Composto
1 — menzoquinona (500 uM). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos
individuais. Fonte: A autora.
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5.4 CONCENTRACAO INIBITORIA DE 50%

Sabendo que o Composto 1 ndo interfere na viabilidade das plaquetas, deu-se
seguimento aos estudos. Neste momento, foram realizadas dilui¢des seriadas do composto
para avaliar se seu efeito antiagregante ¢ dependente da concentracdo. Como pode ser visto na

Figura 13, o efeito antiagregante diminui de forma dependente da concentragao do Composto

1.

Figura 13 — Curva de concentracdo-reposta do Composto 1 em relacdo a agregacao induzida
por epinefrina (5 pg/mL) e coldgeno (2 pg/mL).
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Painel A — Curva de concentrag@o-reposta da agregacgio induzida por epinefrina (EPI); Painel B — Curva de
concentragdo-reposta da agregacdo desencadeada por colageno (COL). Os resultados foram expressos como
média + desvio padrio de trés experimentos individuais. Fonte: A autora.

Com base nas curvas obtidas, foi possivel determinar a Clsy para cada agonista

(Tabela 1). A melhor Clso do Composto 1 foi de 54,8 + 2,1 uM frente a epinefrina.

Tabela 1 — Concentragdo inibitéria de 50% (Clsp) do Composto 1.

CIso (uM)

Tratamento Epinefrina (5 pg/mL) Colageno (2 pg/mL)

Composto 1 54,8 £2,1 4269 £ 18,4

Os resultados foram expressos como média + erro padrao de trés experimentos individuais. Fonte: A autora.
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5.5 EXPRESSAO MEMBRANAR DE Gpllb/Illa E DE P-SELECTINA

Com o objetivo de elucidar o provavel mecanismo pelo qual o Composto 1 inibe a
agregacao das plaquetas, avaliou-se seu efeito sobre a expressdo membranar de marcadores de
ativacdo plaquetaria. Como pode ser observado na Tabela 2 e Figura 14, o Composto 1 nio
foi capaz de inibir a expressao da Gpllb/Illa e de P-selectina quando na sua melhor Clsg (54,8
uM). No entanto, quando testado na sua concentracdo maxima (500 uM), foi capaz de inibir

por completo tanto a expressdo da GplIb/Illa quanto de P-selectina.

Tabela 2 - Porcentagem de inibigdo da expressao de Gpllb/Illa (PAC-1) e de P-selectina

(CD62P).
Inibicao (%)
Tratamento PAC-1 CDo62P
Composto 1 (54,8 uM) 0,0 0,0
Composto 1 (500 uM) 100,0 100,0

A porcentagem de inibi¢do da expressdo de PAC1 e CD62P foi calculada a partir das intensidades de
fluorescéncia médias obtidas apds a fusdo dos arquivos das duplicatas com a ferramenta File Merge.
Composto 1 — menzoquinona. Fonte: A autora.
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Figura 14 — Efeito do Composto 1 sobre a expressao membranar de GplIb/Illa (PAC-1) e de
P-selectina (CD62P) em plaquetas estimuladas por epinefrina.
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Painel A - Histogramas do efeito do Composto 1 (54,8 uM) sobre a expressdo de PAC1 ¢ CD62P. Painel B -
Histogramas do efeito do Composto 1 (500 puM) sobre a expressao de PAC1 e CD62P. Laranja — plaquetas
tratadas com DMSO 0,5%; Azul — plaquetas tratadas com DMSO 0,5% e estimuladas por epinefrina (5 pg/mL);
Vermelho — plaquetas tratadas com o Composto 1 e estimuladas por epinefrina (5 pg/mL). Fonte: A autora.
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5.6 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE AS HEMACIAS

A hemocompatibilidade do Composto 1 foi avaliada por meio da mensuragao de
hemoglobina liberada pelas hemdcias lisadas ap6s o periodo de incubag@o de uma hora com
diferentes concentra¢des do composto. Como pode ser observado na Figura 15, o Composto
1 provocou pequena hemolise quando testado nas concentracdes de 54,8 uM, 111,0 uM e
165,0 uM (0,4 = 0,2%, 0,8 = 0,4% e 8,0 = 0,2%, respectivamente). No entanto, quando
testado em concentragdes iguais ou superiores a 220,0 uM (quatro vezes a Clsg), o Composto

1 provocou intensa hemolise.

Figura 15 — Hemocompatibilidade do Composto 1.
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Composto 1 — menzoquinona; Os dados foram expressos como média = desvio padrao de dois experimentos
individuais. Fonte: A autora.

5.7 ESTUDOS IN SILICO DO COMPOSTO 1

5.7.1 Predicao tedrica de toxicidade

A predicdo tedrica de toxicidade, realizada por meio do programa Osiris® Property

Explorer, sugere que a estrutura do Composto 1 apresenta baixo risco toxicoldgico em todos
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os parametros analisados: mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos irritativos e efeito
negativo sobre a reproducao (Figura 16). Da mesma forma, o clopidogrel apresentou baixo
risco tedrico de toxicidade nos parametros avaliados. No entanto, o AAS apresenta elevado

risco de mutagenicidade, tumorigenicidade e efeito negativo sobre a reprodugao.

Figura 16 — Estudo tedrico de toxicidade do Composto 1.
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AAS — 4cido acetilsalicilico; Composto 1 — menzoquinona; Os riscos foram classificados em: 1 — baixo risco
tedrico de toxicidade; 2 — médio risco de toxicidade; 3 — alto risco tedrico de toxicidade; Fonte: A autora.

5.7.2 Predicao tedrica do potencial do Composto 1 de se tornar um farmaco

Por meio do programa Osiris® Property Explorer também foram avaliados
parametros preditivos relacionados ao potencial do Composto 1 vir a se tornar um farmaco
(Druglikeness e Drug score). Os resultados obtidos sugerem que a estrutura do Composto 1
nao apresenta um perfil favordvel, uma vez que os valores de Druglikeness (- 1,56) e Drug
score (0,22) ndo se equiparam aos parametros estabelecidos pelo programa (Tabela 3).
Semelhante ao composto estudado, o AAS também ndo apresentou valores desejaveis de
Druglikeness (- 0,48) e de Drug score (0,24). Por outro lado, o clopidogrel possui ambos os

valores desejaveis.
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Tabela 3 — Predicao teorica do potencial do Composto 1 se tornar um farmaco.

Druglikeness Drug score
Parametro >0 Proximo de 1
Composto 1 - 1,56 0,22
AAS - 0,48 0,14
Clopidogrel 1,33 0,74

AAS — acido acetilsalicilico; Composto 1 — menzoquinona. Fonte: A autora.

5.7.3 Predicao tedrica da biodisponibilidade oral

Os resultados obtidos a partir da plataforma online Molinspiration (Tabela 4)
sugerem que a estrutura do Composto 1 apresenta um perfil farmacocinético favoravel, uma
vez que viola apenas uma das regras de Lipinski e cols. (2001), ele possui miLogP superior a

5,0. O clopidogrel e o AAS, dois farmacos administrados por via oral, ndo violam nenhuma

das regras.
Tabela 4 — Propriedades fisicoquimicas do Composto 1.
miLogP MM nON nOHNH Nviolacoes
Regra <5,0 <500 <10 <5 <l
Composto 1 6,89 424,58 4 1 1
AAS 1,43 180,16 4 1 0
Clopidogrel 4,13 321,82 3 0 0

Composto 1 — menzoquinona; AAS — acido acetilsalicilico, miLogP - coeficiente de partigdo octanol-agua; MM
- massa molecular; nON - numero de N e O aceptores de ligagdo de H; nOHNH - nimero de NH ¢ OH doadores
de ligagdo de H; Nviolagdes - mimero de violagdes. Fonte: A autora.
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6 DISCUSSAO

A hemostasia ¢ um processo fisiologico com duas principais func¢des: manter o
sangue em seu estado fluido e interromper o sangramento frente a um dano vascular. Para
isto, faz-se necessaria a inter-relacdo entre as plaquetas, o endotélio vascular e as proteinas
coagulantes. Alteracdes no sistema hemostatico, devido a deficiéncias hereditarias ou a
doencas adquiridas, podem resultar em distarbios hemorragicos ou tromboembolicos
(AUSTIN, 2017). Atualmente, as DCV representam a principal causa de morte e invalidez no
mundo (GROSSE et al., 2016; KLOK; STEVENS et al., 2018; WHO, 2018). No Brasil, estas
doencas sdo responsaveis por mais de 30% do total de mortes e, segundo o cardidmetro
(indicador do niimero de obitos por DCV da Sociedade Brasileira de Cardiologia), foram
registradas mais de 360 mil mortes decorrentes destas doengas no ano de 2019 (SBC, 2019).

O gerenciamento das DCV envolve cuidados preventivos, relacionados aos habitos
de vida do individuo, e terapia medicamentosa. A farmacoterapia abrange basicamente
farmacos antiagregantes e anticoagulantes que, apesar de eficazes, possuem algumas
limitagdes como variabilidade interpessoal de resposta e risco aumentado de sangramento
(ASHOROBI; FERNANDEZ, 2019). Devido a isto, € crescente a busca por novas moléculas
que apresentem atividade antitrombotica e que sejam ndo apenas eficazes, mas também
clinicamente seguras. Neste contexto, o ambiente marinho, por ser uma fonte rica de
moléculas bioativas, vem sendo cada vez mais estudado (FELiCIO; OLIVEIRA; DEBONSI,
2012).

Os organismos marinhos sdo responsaveis pela producdo de uma quantidade
inesgotavel de metabdlitos secundarios que, em geral, diferem fundamentalmente dos
metabolitos de origem terrestre (MALVE, 2016). Entre os produtos marinhos, as classes mais
estudadas sao os alcaloides, os 4cidos graxos, os peptideos, as acetogeninas e os terpenoides
(FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012). Alguns destes produtos apresentam atividade
bioloégica como antibacteriana (DESBOIS; MEARNS-SPRAGG; SMITH, 2009),
antiparasitaria (KAHLA-NAKBI et al., 2010), analgésica (SKOV et al., 2007), anticancer
(BRINGMANN et al., 2007) e anticoagulante (MOURA et al., 2014), demonstrando assim
que a diversidade quimica marinha ¢ uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos

medicamentos.
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A alga parda D. menziesii ¢ uma macroalga marinha endémica pertencente a ordem
Desmarestiales e encontra-se distribuida por toda Peninsula Antartica, incluindo as ilhas
adjacentes (GOMEZ; HUOVINEN, 2015). Diversos compostos ja foram isolados desta
espécie, dentre eles a menzoquinona (SILVA FILHO, 2018). Estudos anteriores ja
demonstraram que o composto menzoquinona possui atividade anti-herbivoria e
antimicrobiana (ANKISETTY et al., 2004), no entanto, seu efeito sobre a hemostasia nao foi
descrito até o momento. A pesquisa por novos possiveis agentes terapéuticos com agdo sobre a
hemostasia vem ao encontro da necessidade de firmacos mais seguros e sem tantos efeitos
adversos como os medicamentos atualmente disponiveis no mercado.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou o efeito do composto menzoquinona sobre a
agregacdo plaquetaria e a coagulacdo sanguinea humana, pois estudos anteriores realizados por
nosso grupo de pesquisa demonstraram que extratos brutos isolados de D. menziesii foram
capazes de inibir significativamente a agregacdo plaquetaria (MEYER, 2019), o que sugere
que compostos isolados desta alga possam apresentar atividade semelhante. Além disto, também
foram realizados estudos in vitro ¢ in silico para avaliar a toxicidade, a biodisponibilidade oral € o
potencial geral deste composto se tornar um novo farmaco.

No presente trabalho, na concentracdo de 500 uM, a menzoquinona ndo foi capaz de
induzir a agregacdo plaquetaria ou a coagulagdo sanguinea quando testada isoladamente. O
composto também ndo apresentou efeito toxico sobre as plaquetas, uma vez que ndo reduziu a
viabilidade plaquetdria quando comparado aos controles realizados na presenca de DMSO
0,5% (Figura 12). Esses resultados indicaram que a menzoquinona poderia ser testada nos
modelos experimentais utilizados no presente estudo e que os resultados que foram obtidos
ndo eram provenientes de perda de viabilidade plaquetaria ou ativacdo precoce da hemostasia.

A menzoquinona ndo foi capaz de prolongar significativamente os tempos de TP e
TTPa (Figura 8), sugerindo que a mesma ndo apresenta atividade sobre a coagulacdo. Em
relagdo a agregagcdo, o composto foi capaz de inibir significativamente a agregacao
plaquetdria induzida por todos os agonistas testados (Figura 9). O efeito inibitério da
menzoquinona foi mais potente quando utilizado epinefrina e coldgeno como agonistas,
obtendo-se uma Clsy de 54,8 = 2,1 uM e de 426,9 + 18,4 uM, respectivamente. Como a
menzoquinona apresentou um efeito pouco promissor quando o ADP foi utilizado como
agonista, ndo foi determinada a sua Clsy para esse estimulo. Em um estudo realizado por
Meyer (2019), que avaliou o efeito do composto plastoquinona, isolado a partir de D.

menziesii, sobre a hemostasia, verificou-se que este composto, assim como a menzoquinona,
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ndo apresentou atividade anticoagulante, mas foi capaz de inibir significativamente a
agregacdo plaquetaria induzida por ADP (8,8 + 2,2%), epinefrina (10,5 + 2,9%) e coldgeno
(11,3 + 5,3%), obtendo Clsy de 201,8 + 6,3 uM, 239,7 £ 9,0 uM e 156,9 = 5,3 uM,
respectivamente. Ambos os compostos sdo isoprenoides formados por uma unidade 2,3-
dimetil-1,4-benzoquinona ligada a uma cadeia lateral de nove unidades isoprénicas (TREBST,
1978), no entanto, a plastoquinona possui uma hidroxila ligada ao carbono 7 e a
menzoquinona possui um grupo funcional carboxila ligado ao ultimo atomo de carbono da
cadeia lateral isoprénica. Dessa forma, sugere-se que as diferengas de intensidade de inibi¢ao
sobre a agregacdo observada entre os compostos estejam relacionadas aos diferentes grupos
funcionais ligados a cadeia lateral.

A formacdo de um coagulo envolve a acdo simultinea entre a coagulagdo sanguinea
e a agregacdo plaquetaria. No entanto, apesar destas etapas serem interligadas, os processos e
atores envolvidos diferem entre si (GALE, 2011), o que explica o porqué da menzoquinona
ter efeito apenas sobre uma das fases da hemostasia. O fato de que o composto testado no
presente trabalho apresentou efeito apenas sobre a hemostasia primaria ¢ promissor, uma vez
que a ndo inibi¢do simultdnea de ambas as vias da hemostasia reduziria o risco de
sangramento, efeito adverso preocupante observado nos pacientes em uso continuo de
farmacos antitromboticos (WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012).

Apesar de a menzoquinona ter demonstrado efeito inibitdrio frente a todos os
agonistas testados, o perfil das curvas de agregacdo foram diferentes entre si (Figura 10).
Cada agonista utilizado ativa as plaquetas por meio da interacdo com diferentes receptores e
vias de sinalizagdo (KICKLER, 2006). O ADP interage com os receptores P2Y1 e P2Y12
acoplados as proteinas Gq e Gi, respectivamente. O coldgeno interage com a glicoproteina
plaquetaria GplV e ativa as plaquetas via fosforilagdo da PLC, mimetizando a via mediada
por Gq. A epinefrina, por sua vez, se liga aos receptores a2-adrenérgicos que, assim como o
receptor P2Y'12, estd acoplado a proteina Gi, provocando a ativagdo plaquetaria via regulagao
negativa de cAMP (BROOS et al., 2011). Portanto, com base nas diferentes curvas de
agregacao obtidas, sugere-se que o composto esteja agindo simultaneamente em mais de uma
via de sinalizagdo ou em vias de sinalizagdo comum entre os agonistas testados, resultando

nos variados perfis de inibigao.
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O ensaio de agregometria por transmitidncia de luz ¢ utilizado mundialmente na
avaliacdo laboratorial da funcao plaquetaria. Neste método, utiliza-se um painel variado de
agonistas e, a partir da interpretacdo das curvas de agregacao geradas, ¢ possivel se obter
informacdes a respeito de em qual receptor, via de sinalizagdo ou glicoproteina provavelmente
encontra-se um defeito (DAWOOD et al., 2012). Além disto, esse teste permite padronizar, a
partir de caracteristicas laboratoriais, o perfil de resposta esperado de um determinado
farmaco antiagregante. Por exemplo, quando se avalia o perfil de agregacdo de pacientes em
uso de medicamentos tienopiridinicos (inibidores do receptor P2Y12), observa-se que os
mesmos possuem um perfil hipoagregante quando utilizado ADP como agonista ¢ um perfil
normoagregante quando utilizado 4cido araquidonico como substrato. De forma contraria, em
pacientes que utilizam um firmaco com outro mecanismo de agdo, como o AAS (inibidor da
ciclooxigenase), observa-se uma curva hipoagregante ou ausente de agregacdao quando o acido
araquidonico ¢ utilizado como substrato, mas uma curva normoagregante ou hipoagregante
quando utilizado ADP como agonista (GURNEY, 2016; ISRAELS, 2015; KOTTKE-
MARCHANT; CORCORAN, 2002; PAPP et al., 2014). Portanto, cada disturbio plaquetario e
farmaco utilizado na clinica possui um perfil de resposta caracteristico, o que facilita o seu
rastreamento. Assim, por meio de uma comparagdo com padrdes ja preestabelecidos, €
possivel pressupor pelos ensaios de agregometria por qual via um composto desconhecido
estaria exercendo seu efeito sobre a agregacao.

O composto menzoquinona inibiu fracamente a agregacdo induzida por ADP,
revertendo de maneira pouco expressiva a segunda onda de agregacdo. Da mesma forma, o
composto foi capaz de interferir apenas na segunda onda de agrega¢do quando utilizado
coldgeno como agonista, no entanto, para esse agonista, a inibi¢do foi mais acentuada e
provocou uma reversao quase completa da segunda onda. Quando as plaquetas tratadas com o
composto foram estimuladas por epinefrina, houve uma reversao total da segunda onda de
agregacdo e uma reversdo parcial da primeira onda (Figura 10). Um conjunto de perfis
semelhante ao do presente estudo ¢ encontrado em pacientes com deficiéncia na sinalizagao
de proteina Gi, proteina associada aos receptores de ADP e epinefrina. Nestes pacientes,
observa-se uma redugdo da segunda onda de agregacdo quando as plaquetas sdo estimuladas
por ADP e coldgeno e uma reversdo parcial, e em alguns casos total, da primeira onda de
agregacao induzida por epinefrina (DAWOQOD et al., 2012). Portanto, pode-se sugerir que o
efeito inibitorio sobre a agregacao plaquetaria causado pela menzoquinona esteja relacionado

com a agao desse composto sobre os atores envolvidos na via de sinalizacdo mediada por Gi.



61

A proteina Gi possui duas subunidades (Gai e Gyi) e, devido a isto, ¢ capaz de
ativar as plaquetas por meio da interagdo com diferentes efetores. A subunidade Gai atua
regulando negativamente a enzima adenilato ciclase e resultando na diminuicao das
concentragdes intracelulares de cAMP. O cAMP ¢ responsavel por controlar as concentragdes
intracelulares de ions célcio, portanto, sua inibicdo resultard em um aumento deste ion e
consequentemente ativacdo das plaquetas (RAND; ISRAELS, 2018). Por outro lado, a
subunidade Gfyi atua estimulando a liberagdo da enzima PI3KP. A PI3KB opera na
fosforilagdo de diferentes lipideos de membrana e auxilia na manuten¢ao da conformagao
ativada da Gpllb/Illa, glicoproteina essencial para a agregagdo de plaquetas (GUIDETTI;
CANOBBIO; TORTI, 2015). Como pode ser observado, diferentes atores estao envolvidos na
ativacdo plaquetaria mediada por proteina Gi. Dessa forma, mais testes serdo necessarios para
identificar em qual efetor ou quais efetores a menzoquinona estaria interferindo.

Como mencionado, existem diferentes vias que resultam na ativagdo de plaquetas.
Quando ocorre sinalizacdo suficiente para ativacdo plaquetaria, a glicoproteina Gpllb/Illa
presente na superficie das plaquetas sofre mudanga conformacional para sua forma ativada e
passa a ter alta afinidade pelo fibrinogénio. O fibrinogénio, por ser uma molécula bivalente, se
liga a GpllIb/Illa presente em diferentes plaquetas formando uma “ponte” entre elas e gerando
o agregado plaquetario (BERNDT; METHAROM; ANDREWS, 2014). Ainda, durante o
processo de ativagao de plaquetas, ocorre liberagdo do contetido granular plaquetario fazendo
com que a proteina adesiva P-selectina, antes presente nos granulos alfa plaquetarios, passe a
ser expressa na superficie membranar. Na superficie das plaquetas, a P-selectina atua
facilitando a adesdo de plaquetas e leucdcitos ao endotélio vascular e também estabilizando as
interacdes entre o fibrinogénio e a Gpllb/Illa, permitindo assim, a formacdo de agregados
estaveis (MERTEN; THIAGARAJAN, 2000). Em suma, tanto a forma ativa de Gpllb/Illa
quanto a P-selectina podem ser utilizadas como marcadores de ativagao plaquetaria.

Deste modo, com o intuito de compreender melhor o provavel mecanismo pelo qual
a menzoquinona estaria inibindo a agregacdo plaquetaria, investigou-se se o tratamento das
plaquetas com o composto diminuia a expressdo membranar de P-selectina e a ativagao de
GpllIb/Illa. Ao analisar os dados de citometria de fluxo, observou-se que o composto nao foi
capaz de inibir a expressdo de P-selectina e Gpllb/Illa quando avaliado na sua menor Cls

(54,8 uM) (Figura 14.A), no entanto, na maior concentracao testada (500 pM) foi capaz de
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inibir em 100% a expressdo de ambos marcadores apos estimulo com epinefrina (Figura
14.B). Resultados semelhantes s3o encontrados em estudo realizado por Xia e cols. (2012), no
qual se avaliou o efeito de um composto isolado da planta Curcuma wenyujin sobre a
expressdo de P-selectina. Neste estudo, assim como no presente trabalho, o composto nao foi
capaz de inibir a expressdo membranar de P-selectina quando testado numa concentragao
proxima a sua Clso (40 uM), no entanto, foi capaz de inibir significativamente a expressao
deste marcador em maiores concentracdes (100 e 500 micromolar). Da mesma forma, em um
estudo onde se avaliou o efeito dos medicamentos abciximab, tirofiban e roxifiban
(antagonistas de Gpllb/IIla) sobre a associa¢dao de PAC-1 com a forma ativada de GplIb/IIla,
observou-se que o efeito inibitério destes farmacos sobre a ativacdo de Gpllb/Illa ¢
concentragdo dependente (CARON et al., 2002).

Os processos de ativagdo, secrecdo e agregacao plaquetaria sdao iniciados em locais
de lesdo vascular ou por meio da exposi¢do a agonistas plaquetarios soliveis como o ADP,
epinefrina e coldgeno (KICKLER, 2006). A compila¢do dos resultados obtidos com os testes
de agregacao e citometria de fluxo nos permite sugerir que o composto menzoquinona ¢ capaz
de inibir a ativagdo, a secre¢do e a agregacao plaquetaria por vias dependentes de proteina Gi.
Contudo, mais testes serdo necessarios para identificar o mecanismo exato pelo qual o
composto estd agindo.

Devido a atividade antiagregante promissora do composto menzoquinona,
considerou-se interessante avaliar se ele tinha potencial para ser utilizado em futuros testes in
vivo. Dessa forma, avaliou-se a hemocompatibilidade, a toxicidade e a biodisponibilidade oral
deste composto.

Durando a investigacdo de novos agentes terapéuticos, avaliagdes a respeito da
hemocompatibilidade de um composto se tornam essenciais, pois a biocompatibilidade de um
composto com os eritrocitos humanos sugere uma seguranca na administragdo in vivo desse
futuro farmaco (MOCAN, 2013). Segundo Bauer e cols. (2012), uma hemdlise de até 10% ¢
tolerada para a maioria das moléculas candidatas a novos farmacos. Os resultados do presente
estudo demonstraram que o composto menzoquinona provocou pequena hemolise em
concentragdes de até trés vezes sua Clsy (165 uM), resultando em percentuais de hemolise
inferiores a 10%. No entanto, quando avaliado na concentracdao de 220 uM (quatro vezes sua
Clso) e concentragdes superiores, 0 composto provocou intensa ruptura da membrana de

eritrocitos, resultando em taxas de hemolise superiores a 50% (Figura 15). Esses resultados
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sugerem que o composto avaliado possui potencial para futuros ensaios in vivo, desde que
utilizado em concentragdes proximas a sua Clso.

Outra importante ferramenta empregada no desenvolvimento de novos farmacos ¢ o
estudo in silico de moléculas. A modelagem in silico, em que modelos matematicos permitem
simular processos farmacologicos e fisioldgicos, funciona como uma compilagdo dos métodos
in vitro e in vivo, entretanto, ao contrario destes, necessita de menos recurso financeiro e
tempo de realizagdo. Estes estudos permitem que o pesquisador inclua uma variedade
praticamente ilimitada de parametros, dentre eles, a avaliagdo da estrutura atividade de uma
molécula, o potencial risco de um composto apresentar efeito tdéxico sobre organismos e
também possibilita realizar predicdes farmacocinéticas. Assim, as técnicas in silico oferecem
aos cientistas a oportunidade de responder perguntas que, por varias razdes, ndo poderiam ser
facilmente elucidadas pelos métodos tradicionais (COLQUITT; COLQUHOUN; THIELE,
2011; SALUM, 2007).

O programa Osiris® Property Explorer ¢ uma ferramenta de dominio publico,
disponivel em https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/, que permite desenhar a estrutura
quimica de compostos e calcular propriedades importantes para o planejamento de um novo
farmaco. Para isto, o software compara a estrutura quimica do composto a ser estudado com
os fragmentos estruturais de mais de trés mil farmacos em uso comercial e com outros
fragmentos cujo efeito toxico ¢ conhecido. O pressuposto do programa ¢ que medicamentos
comercializados sdo livres de efeito toxico, portanto, fragmentos estruturais diferentes destes
podem ser considerados como prejudiciais (SANDER, 2019). No presente estudo, os
seguintes parametros de toxicidade foram avaliados: mutagenicidade, tumorigenicidade,
irritabilidade e efeitos negativos sobre a reprodugdo. Os resultados obtidos demonstraram que
0 composto menzoquinona apresentou baixo risco de toxicidade em todos os parametros
analisados (Figura 16). Em relacdo aos farmacos antiagregantes também avaliados, o
clopidogrel, assim como a menzoquinona, apresentou baixo risco de toxicidade frente a todos
os parametros, enquanto o AAS apresentou elevado risco de mutagenicidade,
tumorigenicidade e efeito negativo sobre a reproducao.

Por meio do programa Osiris® Property Explorer também foram avaliados
parametros preditivos relacionados ao potencial do composto menzoquinona vir a se tornar

um farmaco (Druglikeness e Drug score). O Druglikeness ¢ um valor tedrico que representa o
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grau de similaridade entre os fragmentos estruturais de um composto com os fragmentos
estruturais de farmacos comercializados presentes no banco de dados do programa. Neste
caso, valores positivos de Druglikeness indicam que a molécula contém em sua estrutura
fragmentos que estdo frequentemente presentes em medicamentos comerciais € que, portanto,
a mesma tem potencial para se tornar um medicamento (SANDER, 2019). A menzoquinona
apresentou valores negativos de Druglikeness (- 1,56), assim como o AAS (- 0,48) (Tabela 3).
Por outro lado, o clopidogrel apresentou valor positivo (1,33). Os resultados insatisfatorios do
composto frente a este pardmetro ndo expressa um carater negativo, pois mostra que mesmo
estruturas ndo convencionais sao capazes de produzir um efeito antiplaquetario significativo.

O Drug score relaciona as propriedades de Druglikeness, lipofilicidade, solubilidade,
massa molecular e risco de toxicidade de um composto em um tUnico valor. Para isto, o
programa calcula valores que variam de 0 a 1, e quanto mais proximo do numero 1, maior a
probabilidade da molécula ter um perfil promissor para se tornar um farmaco (SANDER,
2019). A partir dos dados obtidos, observou-se que o composto menzoquinona apresentou um
valor baixo de Drug score (0,22), no entanto, este valor foi superior ao do farmaco AAS
(0,14) (Tabela 3), que tem sido administrado hd mais de 40 anos como um antiplaquetario de
excelente eficécia.

Por fim, a predigdo teodrica da biodisponibilidade oral do composto menzoquinona foi
avaliada seguindo alguns parametros fisicoquimicos propostos por Lipinski e cols. (2001). A
regra dos cinco de Lipinski estabelece que para uma molécula ser considerada ativa oralmente
ela deve apresentar valores para quatro parametros multiplos de cinco: coeficiente de particao
octanol-agua (LogP) menor ou igual a 5, massa molecular menor ou igual a 500 g/mol,
apresentar 10 ou menos grupos aceptores de ligacdo hidrogénio (nON) e possui cinco ou
menos grupos doadores de ligagao hidrogénio (nOHNH). Como resultado, a molécula pode
violar apenas um destes parametros, pois quando um composto viola mais de um parametro
ha uma alta probabilidade de que problemas de absor¢ao sejam encontrados (LIPINSKI et al.,
2001). Os medicamentos clopidogrel ¢ AAS nao violam nenhum parametro proposto por
Lipinski, o que justifica o uso deles por via oral. Com relacdo ao composto menzoquinona, 0s
resultados obtidos a partir do programa Molinspiration sugerem que 0 mesmo apresenta uma
boa biodisponibilidade oral, uma vez que viola apenas uma das regras de Lipinski e cols.
(2001), ele possui LogP superior a 5,0 (Tabela 4).

A compilagdo dos resultados do presente estudo mostrou que o composto

menzoquinona possui efeito antiagregante, sendo que este efeito estd provavelmente
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relacionado a uma inibi¢do de vias de ativagdo plaquetaria dependentes de proteina Gi. Ainda,
a menzoquinona apresentou baixo risco tedrico de toxicidade e favoravel biodisponibilidade

oral, sugerindo assim, que este composto apresenta potencial para ser utilizado como protdtipo

no desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos.



66

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
- O composto estudado, quando analisado na auséncia de agonistas plaquetarios, ndo
provocou a agregacdo das plaquetas ou a coagulacio do sangue;
- O composto menzoquinona nao apresentou efeito sobre a hemostasia secundaria, uma vez
que nao prolongou os tempos de TP ¢ TTPa;
- A menzoquinona apresentou atividade antiagregante, pois inibiu de maneira significativa a
agregacao plaquetaria induzida por todos os agonistas testados;
- O efeito antiagregante do composto ¢ dependente da concentracdo, no entanto, ndo ¢ tempo
dependente;
- A menor Cls, foi a encontrada quando a epinefrina foi utilizada como agonista e foi de 54,8
+ 2,1 uM;
- A partir do perfil das curvas de agregagdo obtidas na presenca do composto isolado, sugere-
se que a menzoquinona esteja inibindo a agregacdo plaquetdria por vias de sinaliza¢do
dependentes de proteina Gi;
- A expressao membranar de P-selectina e a ativacdo de GpllIb/Illa foi inibida por completo
em plaquetas tratadas com o composto e estimuladas por epinefrina. Ressalta-se que este
efeito foi dependente da concentragao;
- O composto menzoquinona apresentou baixa toxicidade sobre as plaquetas e sobre as
hemacias quando avaliado em testes in vitro;
- O composto estudado apresentou baixo risco tedrico de mutagenicidade, tumorigenicidade,
irritabilidade e efeitos negativos sobre a reproducao;
- O valor tedrico de Druglikeness demonstrou que os fragmentos estruturais do composto
menzoquinona nao ¢ semelhante aos fragmentos de farmacos comercializados presentes no
banco de dados do programa utilizado. J4 os valores de Drug score, apesar de baixos, foram
semelhantes ao farmaco AAS;
- A menzoquinona apresentou uma biodisponibilidade favoravel, sugerindo que a mesma
possui potencial para ser administrado por via oral;

Estes resultados evidenciam que compostos provenientes de organismos marinhos
tém potencial para serem utilizados como protdtipos no desenvolvimento de novos farmacos

antitromboticos.



67

8 PERSPECTIVAS

- Avaliar os niveis de cAMP de plaquetas por meio de imunoensaio;
- Investigar o efeito do composto menzoquinona em modelos de trombose in vivo;
- Realizar estudos de modelagem molecular e investigar a relagdo estrutura x atividade da

menzoquinona.
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