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RESUMO 

 

Eventos tromboembólicos são responsáveis por uma alta incidência de morbimortalidade em 

todo o mundo. O tratamento e a prevenção destes eventos envolvem o uso de medicamentos 

antiagregantes e/ou anticoagulantes. No entanto, os fármacos atualmente disponíveis possuem 

limitações associadas, como risco aumentado de sangramento e variabilidade interpessoal de 

resposta, o que limitam o seu uso. Neste contexto, a busca por novas moléculas é 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 agregação 

plaquetária e a coagulação sanguínea humana. A atividade sobre a coagulação foi avaliada 

pelos testes de tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). 

O efeito sobre a agregação plaquetária foi analisado por turbidimetria utilizando difosfato de 

adenosina (ADP), epinefrina e colágeno como agonistas.  A menzoquinona (500 µM) não 

apresentou atividade anticoagulante significativa. No entanto, inibiu significativamente a 

agregação plaquetária induzida por todos os agonistas testados, sendo capaz de reverter 

parcialmente a segunda onda de agregação induzida por ADP e colágeno e parcialmente a 

primeira onda induzida por epinefrina. Os perfis das curvas de agregação sugerem que o 

efeito inibitório do composto esteja relacionado a uma inibição de vias de sinalização 

dependentes da proteína Gi. O efeito antiagregante da menzoquinona é concentração 

dependente, no entanto, não é dependente do tempo de incubação. As melhores CI50 obtidas 

foram de 54,8 ± 2,1 µM frente à epinefrina e de 426,9 ± 18,4 µM frente ao colágeno.  O efeito 

do composto menzoquinona sobre a ativação plaquetária foi avaliado por citometria de fluxo 

por meio da expressão membranar de P-selectina e de GpIIb/IIIa ativada. O composto não foi 

capaz de inibir a expressão dos marcadores quando avaliado na sua menor CI50 (54,8 µM), no 

entanto, inibiu em 100% a expressão destes na sua maior concentração (500 µM). O efeito 

citotóxico da menzoquinona foi avaliado pelo teste de hemólise e pela análise da viabilidade 

plaquetária pelo método de exclusão por azul de trypan. O composto provocou pequena 

hemólise em concentrações de até três vezes sua menor CI50 e não foi capaz de reduzir 

significativamente a viabilidade plaquetária. Estudos in silico foram realizados para predizer a 

toxicidade, a biodisponibilidade oral e o potencial do composto vir a se tornar um novo 

fármaco. A predição teórica de toxicidade sugere que o composto apresenta baixo risco 

toxicológico em todos os parâmetros analisados: mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos 

irritativos e efeito negativo sobre a reprodução. Os parâmetros preditivos relacionados ao 

potencial do composto menzoquinona vir a se tornar um fármaco não foram favoráveis, no 

entanto, são semelhantes ao do antiagregante comercializado ácido acetilsalicílico. Segundo a 

regra dos cinco de Lipinski, sugere-se que a menzoquinona tem potencial para apresentar boa 

biodisponibilidade oral. A compilação dos resultados evidencia a potencial utilização do 

composto menzoquinona como protótipo no desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos.  
 

 

Palavras-chave: antiagregante. Desmarestia menziesii. menzoquinona. epinefrina. 
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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 µM) 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 IC50 obtained was 54.8 ± 2.1 µM when epinephrine as agonist was used, and 

426.9 ± 18.4 µM when collagen was used.  The menzoquinone effect on platelet activation 

was assessed by flow cytometry through membrane expression of P-selectine and activated 

GpIIb/IIIa. The compound was not able to inhibit the P-selectine and GpIIb/IIIa expression 

when evaluated at its better IC50 (54.8 µM), however, inhibited 100% of their expression at its 

highest concentration (500 µM). 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 IC50 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 INTRODUÇÃO 

 

As doenças cardiovasculares (DCV) são atualmente a principal causa de mortes no 

mundo (WHO, 2018). O bloqueio do fluxo sanguíneo desencadeado pela formação de 

trombos representa um papel fundamental na etiologia desta classe de doenças. A formação 

de um trombo pode ser estimulada por uma lesão vascular ou por condições patológicas, de 

qualquer forma, independente do estímulo, ocorrerá ativação e agregação de plaquetas e 

também aumento da atividade dos fatores de coagulação. Neste contexto, medicamentos 

antiagregantes e anticoagulantes são os de escolha para o tratamento e para a prevenção 

secundária de eventos cardiovasculares (GOTO; TOMITA, 2013). 

Dentre os diversos medicamentos antitrombóticos atualmente disponíveis, o 

antiagregante ácido acetilsalicílico (AAS) e o anticoagulante varfarina são os que possuem o 

maior conjunto de evidências clinicas de eficácia e segurança, e, portanto, são 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 miocárdio (BMJ, 2002; GUIRGUIS-BLAKE et al., 2016).  No entanto, apesar de eficaz, o 

uso contínuo de AAS está relacionado a um risco aumentado de sangramento grave, 

distúrbios gastrointestinais e variabilidade interpessoal de resposta (RICHMAN; OWENS, 

2017; TANTRY et al., 2018). Com relação a varfarina, este fármaco é o mais utilizado no 

tratamento de pacientes com tromboembolismo venoso e na prevenção de AVC em pacientes 

com fibrilação atrial (FEITOSA et al., 2018; GOTO; TOMITA, 2013), porém, seu uso 

também está relacionado a ocorrência de sangramentos graves, além de outros obstáculos, 

pois ele possui janela terapêutica estreita e apresenta importantes interações medicamentosas 

e dietéticas (MEGA; SIMON, 2015).  

Como observado, os medicamentos antitrombóticos podem provocar eventos 

adversos leves ou até mesmo graves que limitam seu uso no contexto clínico. Por isso, é 

crescente a busca por novas moléculas que possuam efeito antiagregante e/ou anticoagulante 

satisfatório, mas que também sejam seguras para os usuários. O ambiente marinho é um 

potencial candidato para isto, uma vez que seus organismos são responsáveis pela produção 

de uma quantidade inesgotável de metabolitos secundários (MALVE, 2016). Estes, por sua 

vez, muitas vezes são utilizados como protótipos na síntese de novas moléculas candidatas ao 
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desenvolvimento de um novo fármaco. 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 é verificar o efeito de um composto isolado da alga marinha parda Desmarestia 

menziesii sobre a agregação plaquetária e coagulação sanguínea humana.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

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

agregação plaquetária e a coagulação sanguínea humana, com o intuito de identificar uma 

nova molécula com atividade antitrombótica. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

tromboplastina parcial ativada (TTPa); 

 

 Avaliar o efeito da menzoquinona sobre a agregação plaquetária, utilizando difosfato de 

adenosina (ADP), epinefrina e colágeno como agonistas; 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com menzoquinona sobre os perfis das curvas de agregação 

plaquetária; 

 

 Avaliar se a atividade da menzoquinona é dependente do tempo de incubação;  

 

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

 

 Determinar a concentração inibitória de 50% (CI50) da menzoquinona frente à agregação 

plaquetária;  

 

 Avaliar o efeito da menzoquinona sobre a expressão membranar da GpIIb/IIIa ativada e de 

P-selectina; 

 

 Verificar se a menzoquinona induz hemólise de eritrócitos humanos de indivíduos 

saudáveis;  
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 Avaliar parâmetros teóricos preditivos de biodisponibilidade oral, de toxicidade e do 

potencial do composto menzoquinona se tornar um novo fármaco. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 HEMOSTASIA 

 

A hemostasia é um processo fisiológico cuja finalidade é garantir um estado 

sanguíneo fluído, evitando a perda de sangue pelos vasos sanguíneos e a formação de trombos 

indevidos no mesmo (LORENZI, 2006). Para isto, é necessário um balanço entre substâncias 

pró-coagulantes e anticoagulantes, além de um sistema fibrinolítico atuante. O processo da 

hemostasia pode ser didaticamente dividido em três etapas: hemostasia primária, hemostasia 

secundária e fibrinólise (HOFFBRAND; MOSS, 2018).  

A hemostasia primária envolve a interação entre as plaquetas e os vasos sanguíneos. 

Após injúria vascular, as plaquetas se aderem ao local da lesão e umas às outras, formando 

um tampão plaquetário primário e bloqueando a perda de sangue. De forma simultânea, 

ocorre a hemostasia secundária, que consiste na formação de uma rede de fibrina por meio de 

uma reação proteolítica sequencial dos fatores de coagulação. A fibrina formada é depositada 

por entre o tampão plaquetário, estabilizando-o e formando um coágulo insolúvel que irá 

permanecer no local da lesão até reparação total do dano vascular. Por fim, ocorre a etapa de 

fibrinólise, que se refere à dissolução do coágulo formado, reestabelecendo assim a fluidez 

dentro do vaso sanguíneo (GALE, 2011). 

Alterações nos processos acima mencionados podem ocasionar tanto eventos 

hemorrágicos, quanto trombóticos (LORENZI, 2006). 

 

 

3.2 HEMOSTASIA PRIMÁRIA 

 

As plaquetas são células anucleadas derivadas da fragmentação citoplasmática de 

megacariócitos. Sua vida média no sangue periférico é de 8 a 10 dias e seus valores 

fisiológicos estão entre 150–400 x 10
3
 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 relação a sua estrutura, as plaquetas possuem três zonas principais: i) a zona 

periférica, constituída por um sistema canalicular aberto, glicoproteínas (Gp) de superfície, 

fosfolipídios e receptores acoplados a proteínas G (GPCR); ii) a zona sol-gel, formada pelo 

citoesqueleto, confere à plaqueta seu formato discoide; e iii) a zona das organelas, que contêm 

grânulos plaquetários ricos em substâncias pró-agregantes, além de mitocôndrias e glicogênio, 

essenciais para o funcionamento das plaquetas (Figura 1) (CIMMINO; GOLINO, 2013; 

GHOSHAL; BHATTACHARYYA, 2014). 

 

Figura 1 - Estrutura das plaquetas. 

 

 
 

Fonte: A autora. 

 

A principal função das plaquetas é a formação de um tampão plaquetário que 

bloqueie o sangramento em locais de injúria vascular (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017). 

Em situações fisiológicas, o endotélio vascular impede o contato das plaquetas com a parede 

do vaso sanguíneo por meio da produção de substâncias inibitórias como a prostaciclina e o 

óxido nítrico. No entanto, quando ocorre lesão tecidual, o endotélio danificado se torna 

reativo e expõe fatores pró-coagulantes que permitem a interação das plaquetas e sua 

subsequente adesão ao endotélio. Uma vez aderidas, as plaquetas são ativadas, seu conteúdo 

granular é secretado e elas se agregam, o que termina por formar um tampão plaquetário 

instável (GOLEBIEWSKA; POOLE, 2015; GURNEY, 2016). 
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3.2.1 Adesão 

 

A adesão das plaquetas ao endotélio lesado é a primeira etapa da hemostasia 

primária. Nesta etapa, as plaquetas circulantes vão se aderir ao tecido lesionado por meio da 

interação com substâncias presentes no componente subendotelial do vaso sanguíneo, como o 

colágeno e o fator de von Willebrand (FvW). O colágeno pode se ligar de duas formas à 

plaqueta: i) de forma direta, através da interação com as glicoproteínas GpVI e GpIa/IIa 

presentes na superfície plaquetária; ou ii) de forma indireta, por intermédio da ligação do 

FvW à porção Ib da GpIb/V/IX, formando uma ponte colágeno-FvW-plaquetas (Figura 2) 

(CIMMINO; GOLINO, 2013; HOU et al., 2015). 

 

Figura 2 - Vias de adesão plaquetária. 

 

FvW – fator de von Willebrand; Gp – glicoproteína. Fonte: A autora. 

 

 

3.2.2 Ativação 

 

O processo de adesão por si só desencadeia a ativação plaquetária (HOU et al., 

2015). Uma vez ativada, a plaqueta sofre reorganização do seu citoesqueleto, passando de sua 

forma discoide para um formato esférico, com emissão de pseudópodos, conferindo assim, 

uma maior área de contato com outras plaquetas. Além disto, ocorre secreção do seu conteúdo 
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granular e aumento da concentração intracelular de cálcio. Estes eventos culminam em uma 

mudança conformacional da glicoproteína GpIIb/IIIa, que passa do seu estado inativo para seu 

estado ativo (BERNDT; METHAROM; ANDREWS, 2014; GHOSHAL; 

BHATTACHARYYA, 2014). A GpIIb/IIIa é a glicoproteína mais abundante nas plaquetas, 

representando 3% do seu total de proteínas, e é responsável pela interação entre plaquetas, ou 

seja, ela é responsável pela agregação plaquetária propriamente dita (FRYDMAN; PATE; 

VITSKY, 2017).  

Além da ativação produzida pelo processo de adesão, diversos agonistas também 

podem atuar como ativadores como, por exemplo, o ADP, a epinefrina e o colágeno. A 

ativação por meio destes agentes ocorre pela sua interação com receptores específicos 

presentes na superfície plaquetária (Figura 3) (KICKLER, 2006). 

 

Figura 3 - Interação entre os agonistas plaquetários e seus respectivos receptores na superfície 

da plaqueta. 
 

 

ADP – difosfato de adenosina; COL – colágeno; EPI – epinefrina. Fonte: A autora. 

 

O ADP está presente nos grânulos densos de plaquetas que são secretados durante o 

processo de ativação plaquetária. Após sua secreção, o ADP atua por feedback retroativo, 

estimulando ainda mais a resposta de ativação. Existem dois receptores específicos para ADP 

na superfície das plaquetas, o P2Y1 e o P2Y12, sendo que para uma agregação completa, 

ambos receptores precisam ser estimulados (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; 

HOFFBRAND; MOSS, 2018). O receptor P2Y1 é acoplado à proteína Gq e, quando 

estimulado por ADP, inicia o processo de ativação e agregação pela via da fosfolipase C beta 
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(PLC-β). Nessa via, a PLC-β hidrolisa o fosfatidilinositol 4-bifosfato (PIP2), gerando 

trifosfato de inositol (IP3). O IP3 aumenta as concentrações intracelulares de cálcio, que 

resulta na conversão da forma das plaquetas de discoide para esférica e alteração 

conformacional da GpIIb/IIIa, transformando-a na sua forma ativa. Enquanto a estimulação 

do receptor P2Y1 é capaz de apenas iniciar uma resposta de agregação, é a ativação do 

receptor P2Y12 que provoca uma agregação estável e irreversível. O receptor P2Y12, 

acoplado à proteína Gi, estimula a fosfoinositídeo 3 quinase beta (PI3Kβ) e regula 

negativamente a atividade da enzima adenilato-ciclase, resultando em uma mobilização ainda 

maior de cálcio, amplificando assim o sinal de agregação e promovendo a manutenção da 

conformação ativa da GpIIb/IIIa (BROOS et al., 2011; FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; 

RAND; ISRAELS, 2018). 

Assim como o ADP, a epinefrina também é secretada de grânulos densos após 

ativação plaquetária (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017). Apesar de ser um agonista fraco, 

ela potencializa o processo de ativação das plaquetas por meio da sua interação com 

receptores adrenérgicos (ARDLIE; MCGUINESS; GARRETT, 1985; WALLACE et al., 

1982). Estes receptores pertencem à família 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 α2-adrenérgico é o que está 

presente na superfície das plaquetas. A interação de epinefrina com os α2-adrenoreceptores 

inibe a formação de adenilato-ciclase via proteína Gi, o que resulta na diminuição da 

concentração de monofosfato de adenosina cíclico (cAMP). O cAMP é responsável por 

controlar as concentrações intracelulares de íons cálcio, portanto, sua inibição resultará em 

um aumento deste íon. Concentrações aumentadas de cálcio ativam a enzima fosfolipase A2 

(PLA2), que irá hidrolisar fosfolipídios de plaquetas, resultando na liberação de ácido 

araquidônico. O ácido araquidônico funcionará como substrato para a formação de 

tromboxano A2 (TXA2), um importante agente agregante que provoca vasoconstrição e 

amplificação secundária da ativação plaquetária (BROOS et al., 2011; FRYDMAN; PATE; 

VITSKY, 2017; RAND; ISRAELS, 2018). 

Como descrito anteriormente, o colágeno está presente na matriz subendotelial e é 

exposto quando ocorre lesão tecidual, momento em que interage com as glicoproteínas 

plaquetárias GpVI e GpIa/IIa. Ao passo que a interação entre o colágeno e a GpIa/IIa tem 

papel mais importante na adesão das plaquetas, a sua interação com a GpVI promove a 
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ativação plaquetária. Isto ocorre porque a sua interação com a GpVI resulta na fosforilação de 

efetores intracelulares, como a fosfolipase Cγ2 (PLCy2). A PLCγ2 gera IP3 e diacilglicerol 

(DAG) a partir da hidrólise de PIP2. O DAG ativa a proteína quinase C (PKC), promovendo 

liberação de TXA2, e o IP3 aumenta as concentrações intracelulares de cálcio, culminando na 

ativação das plaquetas (ANDREWS et al., 2004; MOLICA et al., 2017; SURIN; 

BARTHWAL; DIKSHIT, 2007). 

 

 

3.2.3 Secreção 

 

A consequente reorganização do citoesqueleto devido à ativação plaquetária permite 

que os grânulos presentes nas plaquetas entrem em contato com o sistema canalicular aberto e 

liberem seu conteúdo granular, rico em substâncias pró-agregantes. O resultado final deste 

processo é a amplificação da ativação plaquetária (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017).  

Como mencionado, existem três tipos de grânulos nas plaquetas: os grânulos alfa, os 

grânulos densos e os lisossomos. Os grânulos alfa são os mais abundantes, estando presentes 

em seu conteúdo cerca de 300 proteínas, dentre as quais as glicoproteínas do ambiente 

extracelular GpIIb/IIIa, GpVI e GpIb/IX/V, os fatores de coagulação V e X, os fatores do 

crescimento, o fibrinogênio, o FvW e também proteínas adesivas como a P-selectina 

(FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; HOU et al., 2015; RAND; ISRAELS, 2018). A 

maioria dessas proteínas está presente não apenas nos grânulos, mas também na superfície da 

plaqueta em repouso, no entanto, a P-selectina só é expressa na membrana plaquetária após 

ativação e secreção granular, podendo assim, funcionar como um marcador de ativação 

plaquetária (FERRONI et al., 2009; RAND; ISRAELS, 2018). 

No que diz respeito aos grânulos densos, estes se apresentam em menor quantidade 

nas plaquetas e seu conteúdo inclui os íons cálcio, magnésio e potássio, os nucleotídeos ADP, 

trifosfato de adenosina (ATP) e trifosfato de guanosina (GTP), as glicoproteínas GpIb e 

GpIIb/IIIa, além de serotonina e epinefrina.  Por fim, os lisossomos são ricos em enzimas 

hidrolíticas que atuam na degradação e remodelação de trombos (FRYDMAN; PATE; 

VITSKY, 2017; RAND; ISRAELS, 2018). 
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3.2.4 Agregação 

 

A glicoproteína GpIIb/IIIa na forma ativa interage com o fibrinogênio plasmático 

para permitir a ligação entre plaquetas. Isto é possível devido ao fato de que o fibrinogênio é 

uma proteína bivalente que pode se ligar à GpIIb/IIIa de duas plaquetas diferentes, formando 

uma “ponte” entre elas (Figura 4). Outras proteínas como o FvW, a fibronectina e a 

vitronectina também podem mediar o processo de agregação. À medida que as plaquetas 

circulantes vão se agregando no local da lesão, elas tornam-se ativas, o que desencadeia a 

secreção de grânulos e a amplificação do sinal pró-agregante. O resultado final desse processo 

é a formação de um tampão plaquetário no local da lesão (AUSTIN, 2017; CLEMETSON, 

2012; CIMMINO; GOLINO, 2013). 

 

Figura 4 - Ligação entre plaquetas durante o processo de agregação. 

 

Fonte: A autora. 

 

 

3.3 HEMOSTASIA SECUNDÁRIA 

 

O processo de hemostasia secundária ou coagulação ocorre por meio de uma reação 

proteolítica sequencial de pró-enzimas em enzimas. Estas pró-enzimas e enzimas são 

conhecidas como fatores de coagulação e são denominados por algarismos romanos 
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(LORENZI, 2006). Por muito tempo, a hemostasia secundária foi conceituada pelo modelo da 

cascata clássica da coagulação, o qual dividia o processo em duas vias distintas, a via 

intrínseca e a via extrínseca, que convergiam em uma única via comum, resultando na geração 

de trombina. No entanto, este sistema não era capaz de explicar algumas situações observadas 

in vivo como, por exemplo, a razão pela qual os pacientes com deficiência apenas em fatores 

da via intrínseca tinham tendência a sangramento, uma vez que os fatores da via extrínseca 

estavam dentro dos valores de referência (FERREIRA et al., 2010). A partir disto, foi 

proposto um novo modelo baseado em superfícies celulares. Este modelo sugere que o 

processo de coagulação acontece de maneira sequencial e pode ser divido em três fases 

distintas: iniciação, na qual pequenas quantidades de trombina são formadas; de amplificação, 

em que grandes quantidades de trombina são produzidas; e de propagação, a qual ocorre na 

superfície plaquetária e grandes quantidades de fibrina são geradas (VERSTEEG et al., 2013). 

Apesar do modelo clássico de coagulação não evidenciar o que ocorre 

fisiologicamente, este ainda é amplamente empregado, tanto didaticamente, quanto na 

avaliação laboratorial da hemostasia (AUSTIN, 2017; MONROE; HOFFMAN, 2006). De 

acordo com o modelo clássico (Figura 5), a via extrínseca da coagulação inicia-se quando 

ocorre lesão vascular e consequentemente exposição do fator tecidual (FT). O FT exposto se 

liga ao fator VII ativado (FVIIa) circulante,  formando o complexo FVIIa/FT, também 

conhecido como tenase extrínseco. Este complexo age convertendo o fator X (FX) da via 

comum em sua forma ativada (FXa) (FERREIRA et al., 2010).  

A coagulação pela via intrínseca inicia-se quando o fator XII é ativado (FXIIa) ao 

entrar em contato com superfícies carregadas negativamente, como por exemplo, o colágeno. 

De forma sucinta, o FXIIa ativa o fator XI (FXIa) que, por sua vez, ativa o fator IX (FIXa). O 

FIXa liga-se ao fator VIII ativado (FVIIIa) e forma o complexo tenase intrínseco 

(FIXa/FVIIIa). Por fim, este complexo converte o FX em sua forma ativada (FERREIRA et 

al., 2010).  

Na via comum, o FX ativado pelas vias extrínseca e intrínseca liga-se ao fator V 

ativado (FVa), formando o complexo protrombinase. Este complexo é responsável por 

converter protrombina (FII) em trombina (FIIa) e esta, por sua vez, cliva fibrinogênio (FI) em 

monômeros de fibrina (FIa). A fibrina formada se deposita por entre o tampão plaquetário, 

estabilizando-o (FERREIRA et al., 2010). 
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Figura 5 - Representação do modelo clássico da cascata de coagulação. 

 

 

a – ativado; F – fator; FT – fator tecidual. Adaptado de MANOOK et al., 2018. 

 

 

3.4 FIBRINÓLISE 

 

Após reparação do dano vascular, o coágulo formado precisa ser dissolvido para 

reestabelecer o fluxo sanguíneo. Diante disto, o sistema fibrinolítico, por meio de suas 

proteínas, cofatores e receptores, irá promover a dissolução das redes de fibrina (CHAPIN; 

HAJJAR, 2015; RODRIGUES et al., 2012).   

A principal proteína responsável por este processo é o plasminogênio, uma pró-

enzima circulante que será convertida na serina-protease plasmina pela ação de ativadores 

teciduais como o ativador tecidual do plasminogênio (TPA) e o ativador de plasminogênio 

tipo uroquinase (uPA). Além disto, outros componentes podem se ligar ao plasminogênio e 

promover a geração de plasmina, como células endoteliais, monócitos, macrófagos e FXIa. A 

plasmina gerada cliva fibrina, produzindo produtos solúveis de degradação (CESARMAN-

MAUS; HAJJAR, 2005; RODRIGUES et al., 2012).   

 

 

 



32 

 

3.5 DISTÚRBIOS DA HEMOSTASIA 

 

Alterações nos processos que envolvem a hemostasia podem desencadear eventos 

hemorrágicos, caracterizados pelo extravasamento de sangue do espaço vascular para o meio 

externo, ou tromboembólicos, marcados pela formação de trombos no ambiente vascular 

arterial ou venoso (BONAR; LIPPI; FAVALORO, 2017; HOFFBRAND; MOSS, 2018).  

O tromboembolismo venoso (TEV) e a trombose arterial são distúrbios 

tromboembólicos responsáveis por uma elevada morbimortalidade no mundo inteiro. O TEV, 

que inclui a trombose venosa profunda e a embolia pulmonar, pode ser provocado tanto por 

condições hereditárias, quanto por condições 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 é a principal causa de DCV, como o AVC, a doença arterial 

periférica e o infarto do miocárdio (HOFFBRAND; MOSS, 2018; MAHMOODI et al., 2017). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as DCV são a principal causa de morte no 

mundo, sendo responsáveis por 15,2 milhões de mortes no ano de 2016 (WHO, 2018). Além 

disto, a incidência destas doenças tende a aumentar ainda mais considerando a crescente 

expectativa de vida da população, uma vez que a prevalência delas é maior em indivíduos 

idosos (TZORAN; HOFFMAN; MONREAL, 2018). No Brasil, observou-se uma diminuição 

da mortalidade por DCV nas últimas décadas, no entanto, estas continuam a ser a principal 

causa de morte no país, sendo responsáveis por cerca de 20% do total de óbito em indivíduos 

com 30 anos ou mais (MANSUR; FAVARATO, 2016).  

Adicionalmente, os distúrbios tromboembólicos estão relacionados com a diminuição 

da qualidade de vida, invalidez, internações e, consequentemente, aumento dos gastos pelo 

Sistema Único de Saúde (SUS), representando assim, um importante problema de saúde 

pública (GROSSE et al., 2016; KLOK; BARCO; SIEGERINK, 2019; STEVENS et al., 

2018). 
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3.6 TERAPIA ANTITROMBÓTICA 

 

O tratamento dos distúrbios tromboembólicos inclui terapias anticoagulantes, 

antiplaquetárias e fibrinolíticas. A escolha do medicamento ideal leva em consideração a 

composição e localização do trombo (ASHOROBI; FERNANDEZ, 2019; MEGA; SIMON, 

2015). Trombos venosos são formados em uma baixa taxa de cisalhamento e constituídos 

predominantemente por fibrina. Assim, medicamentos que inibem os fatores de coagulação 

são pilares no tratamento e prevenção do TEV. Por outro lado, o trombo arterial, formado em 

altas taxas de cisalhamento, é constituído principalmente por plaquetas e possui uma pequena 

quantidade de fibrina. Devido ao predomínio de plaquetas, medicamentos antiplaquetários são 

os de escolha para o tratamento e prevenção da trombose arterial, que pode envolver o uso de 

apenas um agente antiagregante (monoterapia) ou a combinação de mais de um agente 

(terapia antiplaquetária dupla). Por fim, os agentes fibrinolíticos são utilizados na dissolução 

de coágulos, venosos ou arteriais, restaurando o fluxo sanguíneo (ASHOROBI; 

FERNANDEZ, 2019; WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). 

Dentre os antiplaquetários, o mais comumente prescrito para o tratamento e 

prevenção de DCV é o AAS. Além deste, outros agentes como: clopidogrel, prasugrel, 

ticagrelor e ticlopidina são amplamente utilizados. O AAS é um inibidor irreversível da 

ciclooxigenase 1 (COX-1), enzima responsável pela produção de TXA2, um importante 

agregante plaquetário. Por desencadear uma inibição irreversível, a ação do AAS vai 

permanecer durante toda a vida útil da plaqueta, que gira em torno de 7 a 10 dias (KEI et al., 

2011; MEGA; SIMON, 2015). Apesar do AAS ser efetivo na prevenção secundária de DCV 

aterotrombóticas, ele também aumenta o risco de hemorragias gastrointestinal e intracraniana, 

e pode promover a formação de úlcera gástrica, o que limita o seu uso (RICHMAN; OWENS, 

2017; WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012).  

Os antiagregantes ticlopidina, clopidogrel e prasugrel constituem a classe de 

medicamentos tienopiridínicos, os quais inibem a agregação plaquetária através da inativação 

irreversível do receptor P2Y12. A ticlopidina é a primeira geração dos tienopiridínicos e é 

capaz de reduzir a incidência de infarto do miocárdio e AVC. Por ser um pró-fármaco, ou 

seja, precisa ser metabolizado em sua forma ativa para exercer sua atividade, sua inibição 

plaquetária máxima ocorre apenas 8 a 10 dias após a sua administração. Além disso, por 
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produzir uma inibição plaquetária irreversível, a restauração da função plaquetária só ocorre 

dias após a interrupção do tratamento, o que dificulta ou até inviabiliza a realização de alguns 

procedimentos cirúrgicos de emergência. Atualmente, a ticlopidina vem sendo cada vez 

menos utilizada na prática clínica por apresentar relevantes efeitos adversos, como reações 

alérgicas, diarreia, neutropenia e trombocitopenia. Devido a isto, ela tem sido substituída pelo 

seu análogo, o clopidogrel (KEI et al., 2011; MEGA, 2015; SBC, 2013).  

Assim como a ticlopidina, o clopidogrel é um pró-fármaco e seu metabolismo ocorre 

no fígado, por meio do citocromo P450, principalmente pela isoenzima CYP2C19 (PEREIRA 

et al., 2019). Apenas 15% do fármaco é transformado em seu metabólito tiol ativo e os 85% 

restantes são hidrolisados por esterases (KEI et al., 2011). O clopidogrel é utilizado na 

prevenção de eventos trombóticos em pacientes com doença vascular periférica, infarto do 

miocárdio e acidente vascular encefálico isquêmico (SBC, 2013). Apesar de eficaz, ele possui 

limitações de uso, que incluem interações medicamentosas, interações com alimentos e uma 

grande variabilidade interpessoal de resposta. A variabilidade de resposta do fármaco está 

relacionada principalmente a polimorfismos genéticos da isoenzima CYP2C19. Variações 

desta isoenzima resultam em perda da sua atividade e, consequente, diminuição da 

metabolização de clopidogrel em seu metabolito ativo, reduzindo assim a sua ação 

antiagregante e aumentando o risco de eventos cardiovasculares (PEREIRA et al., 2019; 

WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). Além disto, outros medicamentos, como os 

inibidores de bombas de prótons (omeprazol e esomeprazol) afetam a ação antiagregante do 

clopidogrel, pois inibem a CYP2C19 (MEGA; SIMON, 2015).  

O prasugrel é uma tienopiridina de terceira geração que possui atividade 

antiagregante superior, mais rápida e com menor variabilidade interpessoal de resposta 

quando comparada ao clopidogrel (ANGIOLILLO; BATES; BASS, 2008). Estudos 

demonstraram que o efeito superior de prasugrel está relacionado ao seu metabolismo 

(BRANDT et al., 2007; SUGIDACHI et al., 2007), uma vez que, após sua administração, ele 

sofre ação de esterases hepáticas e intestinais que formam metabólitos ativos que são mais 

absorvidos (MEGA; SIMON, 2015). Estas características tornam o prasugrel mais efetivo do 

que o antiplaquetário clopidogrel, no entanto, sua potente atividade antiagregante está 

relacionada a um risco aumentado de sangramento (ANGIOLILLO; BATES; BASS, 2008). 

O ticagrelor não é um pró-fármaco e, devido a isto, apresenta um início de ação mais 

rápido do que os tienopiridínicos. Outra vantagem deste fármaco em relação aos 

tienopiridínicos é que ele produz uma inibição reversível do receptor P2Y12 e, portanto, a 
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reversão do seu efeito antiagregante é mais rápida, o que se torna favorável em situações de 

sangramentos ou em casos em que é necessária cirurgia de urgência. Apesar de ele possuir 

alta eficácia na prevenção e tratamento de eventos cardiovasculares, o seu uso está 

relacionado com um risco aumentado de sangramento. Além disto, há relatos de o ticagrelor 

causar dispneia, bradicardia e elevação das concentrações de ácido úrico, o que limita sua 

utilização (AL-SALAMA; KEATIN; KEAM, 2017). 

Os anticoagulantes, por sua vez, são mais utilizados no tratamento e prevenção de 

distúrbios embólicos venosos, podendo ser administrados por via oral ou parenteral 

(HOFFBRAND; MOSS, 2018). A heparina é um fármaco de uso parenteral amplamente 

utilizado que atua potencializando a ação da antitrombina, um anticoagulante natural que 

forma complexos e inativa os fatores IIa, IXa, Xa e XIa (MULLOY et al., 2016). Dentre os 

anticoagulantes orais atualmente disponíveis, a varfarina é a mais comumente prescrita na 

prática clínica e, assim como a heparina, ela atua sobre múltiplos fatores de coagulação, 

especificamente os dependentes de vitamina K (II, VII, IX e X) (MEGA; SIMON, 2015). Na 

última década, novos anticoagulantes orais, conhecidos como anticoagulantes orais diretos 

(DOACs), foram desenvolvidos e aprovados para uso, sendo que os mais utilizados 

atualmente são a dabigatrana, a rivaroxabana e a apixabana. Os DOACs atuam inibindo 

fatores específicos de coagulação. 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 prevenção e tratamento de distúrbios 

trombóticos, tais como embolia pulmonar e trombose venosa profunda. No entanto, seu uso, 

de forma geral, está relacionado com uma elevada incidência de sangramento grave, 

trombocitopenia, além de apresentar diversas interações medicamentosas e alimentares 

(ELDREDGE; SPYROPOULOS, 2018; MEGA; SIMON, 2015; SPRÜGE et al., 2019). 

Como pode ser observado, os medicamentos atualmente disponíveis para o 

tratamento de distúrbios tromboembólicos apresentam elevado risco de complicações 

(ELDREDGE; SPYROPOULOS, 2018; RICHMAN; OWENS, 2017; WEITZ; 

EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). Diante disto, e devido ao fato desses distúrbios 

significarem um grande problema de saúde pública mundial, torna-se imprescindível a 

identificação de novas moléculas que possam ser usadas como protótipos no desenvolvimento 
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de fármacos mais seguros, e que apresentem menores limitações (GROSSE et al., 2016; 

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

 

 

3.7 PRODUTOS NATURAIS 

 

Os produtos naturais (PN), oriundos de fontes vegetais, bacterianas, fúngicas e 

marinhas, são importantes alvos na pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos por 

apresentarem maiores benefícios quando comparados aos compostos não naturais. Dentre as 

vantagens dos PN, pode-se citar a alta diversidade, complexidade química e eficácia de 

ligação e interação com alvos biológicos. Nas últimas décadas, os PN e seus derivados 

apresentaram diversas atividades biológicas, dentre as quais antitumoral, antibacteriana, 

antiparasitária e antiviral. Estima-se que, atualmente, mais de 50% dos medicamentos 

disponíveis no mercado sejam de origem natural ou baseados em moléculas de origem natural 

(KATZ; BALTZ, 2016; MARTINS et al., 2014). 

Diversas são as fontes naturais para a pesquisa de novas moléculas, no entanto, o 

ambiente marinho, por corresponder a 70% da superfície 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 

são responsáveis pela produção de uma ampla variedade de metabólitos biologicamente 

ativos, como proteínas, minerais, polissacarídeos, ácidos graxos e antioxidantes (DAHMS; 

DOBRETSOV, 2017; MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012), que apresentaram 

atividade biológica como antiviral, anticâncer, anti-inflamatória e imunossupressora 

(DAHMS; DOBRETSOV, 2017; GUTIÉRREZ-RODRÍGUEZ 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 antitrombótica (MOURA et al., 2014; SYRACUSE, 

2018).   

As algas podem ser classificadas, em função de suas organelas e de acordo com seus 

pigmentos, em três grandes grupos: algas verdes (Chlorophyceae), algas pardas 

(Phaeophyceae) e algas vermelhas (Rhodophyceae), sendo esta última classe de menor 

interesse biológico devido à baixa atividade de seus metabólitos. As algas vermelhas 

produzem principalmente metabólitos halogenados, monoterpenos, sesquiterpenos e 

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

Desmarestia menziesii. A alga D. menziesii é endêmica na antártica, podendo ser encontrada 

na superfície e em até 30 metros de profundidade (KLOSER; QUARTINO; WIENCKE, 

1996; NORTON; MELKONIAN; ANDERSEN, 1996). Um estudo envolvendo o isolamento 

e avaliação 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). Não 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 agregação plaquetária 

(MEYER, 2019). 
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4 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS E METODOLOGIA 

 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 Universitário 

Professor Polydoro Ernani de São Thiago (HU/UFSC/EBSERH). Os doadores considerados 

aptos pela triagem clínica do banco de sangue foram convidados a participar do presente 

estudo. Após uma sucinta explicação sobre a pesquisa, seus riscos e benefícios, os doadores 

concordantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Após a 

assinatura do TCLE, foram coletados até dois tubos de sangue total de cada doador por meio 

de punção venosa. Todos os ensaios foram realizados com amostras de pelo menos três 

doadores diferentes. 

 

 

4.3 MENZOQUINONA 

 

A menzoquinona foi obtida e gentilmente cedida pela doutoranda Ana Cláudia 

Philippus sob orientação da Professora Doutora Miriam de Barcellos Falkenberg do 

Laboratório de Investigação de Produtos Naturais Marinhos da UFSC. Resumidamente, 

amostras da alga parda D. menziesii foram coletadas em Punta Plaza, no continente Antártico, 

no mês de dezembro de 2015. Após o recebimento da alga, a mesma foi seca sob ar frio e 

macerada em diclorometano e metanol em uma proporção 2:1. Posteriormente, foi realizada a 

purificação do extrato bruto através de processos cromatográficos, obtendo-se a 

menzoquinona (1).  

A estrutura da menzoquinona (Figura 6) foi elucidada por ressonância 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
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Fonte: A autora. 

 

Por fim, o Composto 1 foi dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) em uma 

concentração estoque de 100 mM e armazenado a 4 ºC. Para realização dos ensaios, a solução 

estoque foi diluída em tampão fosfato salino (PBS) pH 7,4 no mesmo dia do experimento, de 

maneira a se obter concentrações finais entre 500 e 15,63 µM. 

 

 

4.4 ENSAIOS DE COAGULAÇÃO SANGUÍNEA 

 

Para avaliar o efeito do Composto 1 sobre as vias intrínseca e extrínseca da 

coagulação, foram realizados os testes de TTPa e de TP, respectivamente. Para isto, as 

amostras de pelo menos três doadores foram coletadas em tubo contendo citrato de sódio 

3,2% como anticoagulante e centrifugadas a 1.107 g, durante 15 minutos a 4 ºC para obtenção 

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 

diagnóstico CLOT TP e CLOT TTPa (BIOSs Diagnóstica, São Paulo, BR), respectivamente, 

e seus tempos de coagulação foram analisados em coagulômetro semi-automatizado 

(CLOTimer, Quick Timer). Resumidamente, para a realização do TTPa, 100 µL do pool de 

PPP foram incubados a 37 ºC por 5 minutos com 10 µL de Composto 1 (500 µM, 

concentração final) ou de DMSO  (0,5%, controle negativo) e 100 µL de cefalina ativada. 

Após incubação, 100 µL de cloreto de cálcio foram adicionados e simultaneamente o 

cronômetro foi acionado para a contagem do tempo de coagulação. Para o TP, 100 µL do pool 

de PPP foram incubados a 37 ºC com 10 µL de Composto 1 (500 µM, concentração final) ou 
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de DMSO 0,5% (controle negativo) durante cinco minutos. Posteriormente, 200 µL de 

tromboplastina cálcica foram adicionadas e o tempo de coagulação foi verificado. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata e dentro de um período de três horas após a coleta da 

amostra.  

 

 

4.5 ENSAIOS DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 

Os ensaios de agregação foram analisados por turbidimetria por meio do método 

descrito por Born e Cross (1963), com algumas modificações, utilizando-se um agregômetro 

de plaquetas semi-automatizado (AgreGO, Qualiterm). Este ensaio permite avaliar as 

diferentes fases da cinética de agregação durante a formação do agregado. Após a adição do 

agonista, forma-se uma onda primária de agregação que representa a interação do agonista 

com seu respectivo receptor e a presença da GpIIb/IIIa. Já a segunda onda corresponde à 

agregação secundária, decorrente da secreção endógena dos componentes presentes nos 

grânulos plaquetários (Figura 7) (BRASIL, 2016). 

 

Figura 7 - Representação da curva de agregação plaquetária. 

 

 
 

Fonte: A autora. 

 

Para realização dos experimentos, amostras de pelo menos três doadores foram 

coletadas em tubos contendo citrato de sódio 3,2% e, em seguida, centrifugadas a 123 g por 

10 minutos à temperatura ambiente para a obtenção 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 câmara de Neubauer e ajustadas com PBS pH 7,4 para 250.000 

plaquetas/mm³. Para realização dos ensaios, 400 µL de PRP foram incubados com 10 µL de 

Composto 1 (500 µM, concentração final), de ticlopidina (10 mM, controle positivo) ou de 

DMSO  (0,5%, controle negativo) durante 5 minutos à temperatura ambiente. Após, a 

agregação foi estimulada pela adição de ADP (10 µM, concentração final), epinefrina (5 

µg/mL, concentração final) ou colágeno (2 µg/mL, concentração final), e a taxa de agregação 

foi monitorada durante cinco minutos. Para acertar a linha de base de turbidez da amostra, 

utilizou-se o PPP obtido por meio da centrifugação das amostras de sangue citratado a 1.107 g 

por 15 minutos à temperatura de 8 °C. Todos os ensaios de agregação foram realizados em 

triplicata e em até três horas após a coleta das amostras. 

 

 

4.5.1 Avaliação da atividade frente ao tempo de incubação  

 

Ensaios adicionais de agregação foram realizados para avaliar se o efeito do 

Composto (1) é tempo-dependente. Para isto, o mesmo foi incubado durante 10 minutos à 

temperatura ambiente com 400 µL de pool de PRP e a agregação foi posteriormente 

estimulada pelos agonistas ADP, epinefrina e colágeno. 

 

 

4.5.2 Determinação da concentração inibitória de 50% (CI50) 

 

Para os agonistas plaquetários cuja agregação na presença do Composto 1 foi inferior 

a 50%, foi realizada a curva de concentração-resposta. Para determinar a CI50 do Composto 1, 

o mesmo foi avaliado nas seguintes concentrações: 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,63 μM. 

Após realizar as diluições do composto isolado utilizando PBS pH 7,4 como diluente, o 

mesmo foi incubado durante 5 minutos à temperatura ambiente com um pool de PRP e a 

agregação plaquetária foi mensurada como descrito no item 4.5. Por fim, a CI50 foi obtida a 

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

 

A avaliação do efeito do Composto 1 sobre a viabilidade plaquetária foi realizada por 

meio do teste de exclusão com Azul de Tripan 0,04% conforme descrito por Lopez et al. 

(2015). O método de exclusão baseia-se no fato de que membranas celulares intactas não 

permitem a entrada do corante, enquanto membranas danificadas impregnam-se com o 

corante e coram-se de azul (STROBER, 2001). 

Para a realização dos ensaios, 400 µL de PRP foram incubados por 5 minutos à 

temperatura ambiente com 10 µL de Composto 1 (500 µM, concentração final), de DMSO 

0,5% (controle negativo) ou do reagente Fix and Perm
 
(Nordic MUbio, Susteren, NL) 

(controle positivo). Após, uma alíquota do PRP tratado foi transferido para um tubo contendo 

igual volume do Azul de Tripan (0,04%, concentração final) e a viabilidade das plaquetas foi 

analisada em câmara de Neubauer. As leituras foram realizadas por três examinadores 

diferentes e as plaquetas impregnadas pelo corante foram consideradas como não viáveis. Os 

resultados foram expressos em porcentagem de plaquetas não viáveis, conforme demonstrado 

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

 

Equação 1 - Cálculo da porcentagem de plaquetas impregnadas com corante (não viáveis). 

 

% Plaquetas não viáveis = Pi x 100 

                                           Pt 
 

Pi – total de plaquetas impregnadas com o corante azul de Tripan; Pt – número total de plaquetas contadas na 

amostra. Fonte: A autora. 

 

 

4.7 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO MEMBRANAR DA GpIIb/IIIa ATIVADA E DE P-

SELECTINA 

 

A ativação plaquetária foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando os anticorpos 

monoclonais anti-PAC1-FITC (clone PAC-1; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e anti-

CD62P-PE (clone AK-4; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) para caracterizar a expressão 

da glicoproteína de membrana GpIIb/IIIa ativada e da proteína adesiva P-selectina, 

respectivamente. Como já mencionado, a GpIIb/IIIa está presente na superfície da membrana 

plaquetária e, após estimulação da plaqueta por algum agonista, sua conformação é alterada 

para sua forma ativada. Já a P-selectina está presente nos grânulos alfa das plaquetas, sendo 
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liberada e expressa na membrana da plaqueta após ativação e consequente secreção endógena 

dos grânulos plaquetários (FRYDMAN; PATE; VITSKY, 2017; LANDI; JÚNIOR, 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 GpIIb/IIIa.  

 Para a realização dos experimentos, diferentes concentrações do composto (54,8 µM 

e 500 µM) foram incubadas com 400 µL de PRP durante 5 minutos à temperatura ambiente. 

Em seguida, a solução foi estimulada com 10 µL de agonista plaquetário e novamente 

incubada durante 5 minutos. Em um tubo de ensaio, 50 µL do PRP estimulado foi marcado 

com os anticorpos anti-CD61-PercP (2 µL), anti-PAC1-FITC (20 µL) e anti-CD62P-PE (5 

µL), e incubados durante 15 minutos ao abrigo da luz. Após incubação, a solução 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 depósito foi suspendido com 500 µL de PBS pH 7,4 e imediatamente analisado 

no citômetro de fluxo FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA) 

utilizando-se o software FACSDiva versão 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 

estimulação de agonistas, para descartar uma autoativação das plaquetas. Em cada tubo foram 

analisados 10.000 eventos positivos para CD61 na forma de histogramas e intensidade de 

fluorescência média (IFM). 

Os dados adquiridos pelo citômetro de fluxo foram analisados no software Infinicyt 

(Cytognos®) versão 1.7. As plaquetas foram identificadas por meio de suas características de 

forward e side scatter (FSC e SSC, respectivamente), bem como pela sua positividade para 

CD61. A IFM dos marcadores foi analisada pela ferramenta de fusão de arquivos (do inglês, 

file merge) do software de análise Infinicyt. Resumidamente, foi realizada a fusão dos 

arquivos de cada dia de experimento em um único arquivo. O produto final consiste em um 

arquivo contendo as informações de um grupo de experimentos que permite a visualização 

simultânea das plaquetas em relação a todos os marcadores fenotípicos presentes no painel de 

anticorpos. Por fim, os resultados dos ensaios foram expressos como porcentagem de inibição, 

a partir da intensidade de fluorescência média (IFM), segundo a Equação 2 (BIRIS et al., 

2003). Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 
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Equação 2 - Cálculo da porcentagem de inibição a partir da intensidade de fluorescência 

média. 
 

Inibição (%) = 100 – (IFM te – IFM cse) x 100 

                                 (IFM ce – IFM cse) 
 

IFM – intensidade de fluorescência média; te – teste com estímulo de agonista; cse – controle sem estímulo de 

agonista; ce – controle com estímulo de agonista. Fonte: A autora. 

 

 

4.8 TESTE DE HEMÓLISE 

 

Neste ensaio, foi avaliado se a menzoquinona era capaz de causar ruptura da 

membrana de eritrócitos de indivíduos saudáveis, provocando assim, sua hemólise. Para isto, 

as amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 264 g e o sedimento foi 

sucessivamente lavado com solução salina (NaCl 0,9%) para que os eritrócitos fossem 

isolados do restante do plasma. Para a realização dos testes, misturou-se em tubos tipo 

eppendorf 50 μL de suspensão estoque de eritrócitos e 950 μL de solução salina, e essas 

suspensões foram tratadas com a menzoquinona em concentrações que variaram de 54,8 μM a 

280,0 μM. Como controle positivo (100 % de hemólise), utilizou-se água destilada e, como 

controle negativo (0 % de hemólise), usou-se solução salina.  

Cada tubo teste foi incubado por uma hora sob agitação constante de 100 g a 37 ºC 

(WANG et al., 2009). Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 500 g por 5 

minutos e a absorbância do sobrenadante foi lida em espectrofotômetro Microwell Systems a 

540 nm. Por fim, a taxa de hemólise foi calculada de acordo com a densidade óptica de cada 

amostra e controles, relacionada à quantidade de hemoglobina livre no sobrenadante (Equação 

3). 

 

Equação 3 - Cálculo da taxa de hemólise. 

 

Taxa de Hemólise (%) = DOt – DOcn x100 

                                                                                       DOcp – DOcn 
 

DOcn – densidade óptica do controle negativo; DOcp – densidade óptica do controle positivo; DOt – densidade 

óptica da amostra teste. Fonte: A autora. 
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4.9 PREDIÇÃO TEÓRICA DA BIODISPONIBILIDADE ORAL, DA TOXICIDADE E DO 

POTENCIAL DO COMPOSTO 

 

Os ensaios de predição teórica da toxicidade e do potencial da menzoquinona vir a se 

tornar um novo fármaco foram realizados in silico por meio da utilização do programa Osiris
® 

Property Explorer (http://www.organicchemistry.org/prog/peo/). Neste programa, foi 

realizado o desenho da estrutura química do composto menzoquinona e avaliados os seguintes 

parâmetros de toxicidade: mutagenicidade, tumorigenicidade, irritabilidade e efeitos negativos 

sobre a reprodução. Além disto, também foram avaliados dois valores preditivos do potencial 

do composto: Druglikeness e Drug score.  

A predição teórica da biodisponibilidade oral da menzoquinona foi realizada por meio 

de modelos computacionais e analisada pelos parâmetros físicoquímicos 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 parâmetros: 

miLogP, massa molecular (MM), número de aceptores de ligação hidrogênio (expresso pela 

soma de átomos N e O),  número de doadores de ligação hidrogênio (expresso pela soma de  

OH e NH na molécula) e número de violações. 

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

antiplaquetários amplamente utilizados na prática clínica, o AAS e o clopidogrel.    

 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do software MedCalc
®

 v.18.9 e para a 

confecção das figuras foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0
®
. Os resultados foram 

expressos como média e desvio-padrão. As médias das variáveis foram comparadas 

utilizando-se o teste t de Student para amostras independentes. Foi adotado um nível de 

significância de 5% (P ≤ 0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A COAGULAÇÃO  

 

Inicialmente, avaliou-se o efeito da menzoquinona sobre a coagulação sanguínea 

humana. Como pode ser observado na Figura 8, o Composto 1 não 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 não possui efeito sobre a coagulação sanguínea humana. Adicionalmente, quando o 

Composto 1 foi misturado com o PPP, esse não foi capaz de ativar por si só a coagulação. 

 

Figura 8 - Efeito do Composto 1 (500 µM) sobre os tempos de protrombina e de 

tromboplastina parcial ativada. 
 

 
 

 

Painel A – Tempo de protrombina (TP); Painel B – Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa); Composto 

1 – menzoquinona; DMSO – dimetilsulfóxido. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de 

três experimentos individuais. Fonte: A autora. 

 

 

5.2 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA 

 

O efeito do Composto 1 sobre a agregação foi avaliado frente ao perfil de agregação 

plaquetária induzida por ADP, epinefrina e colágeno. Como pode ser visto na Figura 9, o 

Composto 1 foi capaz de inibir significativamente a agregação induzida por todos os agonistas 

testados quando comparado ao controle (DMSO 0,5%). Nos ensaios em que o ADP foi 

utilizado como agonista, a agregação plaquetária na presença do Composto 1 foi de 79,3 ± 

9,0% (controle 96,5 ± 3,8%). A inibição da agregação plaquetária foi mais intensa quando 
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utilizado colágeno e epinefrina como agonistas, resultando em uma agregação plaquetária 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 µM) sobre a agregação plaquetária induzida por ADP 

(10 µM), epinefrina (5 µg/mL) e colágeno (2 µg/mL). 
 

 
 

Painel A – Agregação plaquetária induzida por ADP; Painel B – Agregação plaquetária induzida por epinefrina; 

Painel C – Agregação plaquetária induzida por colágeno; Composto 1 – menzoquinona; TIC – ticlopidina; ADP 

– difosfato de adenosina; COL – colágeno; EPI – epinefrina; DMSO – dimetilsulfóxido. * Valor de p ≤ 0,05 

quando comparado ao DMSO 0,5%. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de três 

experimentos individuais. Fonte: A autora. 
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Quando comparados os perfis das curvas de agregação dos controles com DMSO 

0,5% e do Composto 1, pode-se verificar que o composto inibiu parcialmente a segunda onda 

de agregação induzida pelo ADP e colágeno, e reverteu a primeira onda de agregação 

induzida pela epinefrina (Figura 10). 

 

Figura 10 – Imagem ilustrativa do efeito do Composto 1 (500 µM) sobre o perfil de agregação 

plaquetária induzida por difosfato de adenosina (ADP – 10 µM), epinefrina (EPI - 5 µg/mL) e 

colágeno (COL - 2 µg/mL). 
 

 

Controle – plaquetas tratadas com dimetilsulfóxido 0,5%. Fonte: A autora. 
 

 

5.2.1 Avaliação da atividade do Composto 1 frente ao tempo de incubação 

 

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

incubação, o mesmo foi incubado com o PRP durante um período de 10 minutos e, após, o 
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PRP tratado foi estimulado com ADP, epinefrina ou colágeno. A agregação média obtida após 

10 minutos de incubação com ADP (78,5 ± 9,2%), epinefrina (6,5 ± 0,7%) e colágeno (27,5 ± 

7,5%) não foi significativamente (P = 0,899, P = 0,278 e P = 0,601, respectivamente) 

diferente da encontrada com cinco minutos (ADP - 79,5 ± 9,0%; epinefrina - 5,3 ± 1,5%; 

colágeno - 25,0 ± 1,4%), mostrando que o efeito antiagregante do Composto 1 não é 

dependente de tempo (Figura 11). 

 

Figura 11 - Efeito antiagregante do Composto 1 (500 µM) em relação a diferentes períodos de 

incubação (5 e 10 minutos). 
 

 

 
 

Painel A – Agregação plaquetária induzida por ADP (10 µM); Painel B – Agregação plaquetária induzida por 

epinefrina (5 µg/mL); Painel C – Agregação plaquetária induzida por colágeno (2 µg/mL). Composto 1 – 

menzoquinona; ADP – difosfato de adenosina; COL – colágeno; EPI – epinefrina; min - minutos. Os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão de três experimentos individuais. Fonte: A autora. 
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5.3 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE A VIABILIDADE PLAQUETÁRIA 

 

Uma vez que o Composto 1 inibiu significativamente a agregação plaquetária, 

realizou-se o ensaio de viabilidade plaquetária para identificar se seu efeito é de fato inibitório 

ou se o composto estaria exercendo efeito tóxico sobre as plaquetas. Na Figura 12 estão os 

resultados dos experimentos. Como se pode observar, o Composto 1 não reduziu a viabilidade 

plaquetária (96,2 ± 0,9% de plaquetas viáveis) em relação ao ensaio controle realizado na 

presença de DMSO 0,5% (99,1 ± 0,4% de plaquetas viáveis).  

 

Figura 12 - Efeito do Composto 1 (500 µM) sobre a viabilidade plaquetária. 
 

 
 

Controle positivo - kit de permeabilização Fix and Perm; Controle negativo - dimetilsulfóxido 0,5%; Composto 

1 – menzoquinona (500 µM). Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão de dois experimentos 

individuais. Fonte: A autora. 
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5.4 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA DE 50% 

 

Sabendo que o Composto 1 não interfere na viabilidade das plaquetas, deu-se 

seguimento aos estudos. Neste momento, foram realizadas diluições seriadas do composto 

para avaliar se seu efeito antiagregante é dependente da concentração. Como pode ser visto na 

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

1.  

 

Figura 13 – Curva de concentração-reposta do Composto 1 em relação a agregação induzida 

por epinefrina (5 µg/mL) e colágeno (2 µg/mL). 
 

 
 

Painel A – Curva de concentração-reposta da agregação induzida por epinefrina (EPI); Painel B – Curva de 

concentração-reposta da agregação desencadeada por colágeno (COL). Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão de três experimentos individuais. Fonte: A autora. 

 

 

Com base nas curvas obtidas, foi possível determinar a CI50 para cada agonista 

(Tabela 1). A melhor CI50 do Composto 1 foi de 54,8 ± 2,1 µM frente à epinefrina.  

 

Tabela 1 – Concentração inibitória de 50% (CI50) do Composto 1. 
 

 

Tratamento 

CI50 (µM) 

Epinefrina (5 µg/mL) Colágeno (2 µg/mL) 

Composto 1 54,8 ± 2,1 426,9 ± 18,4 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão de três experimentos individuais. Fonte: A autora. 
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5.5 EXPRESSÃO MEMBRANAR DE GpIIb/IIIa E DE P-SELECTINA 

 

Com o objetivo de elucidar o provável mecanismo pelo qual o Composto 1 inibe a 

agregação das plaquetas, avaliou-se seu efeito sobre a expressão membranar de marcadores de 

ativação plaquetária. Como pode ser observado na Tabela 2 e Figura 14, o Composto 1 não 

foi capaz de inibir a expressão da GpIIb/IIIa e de P-selectina quando na sua melhor CI50 (54,8 

µM). No entanto, quando testado na sua concentração máxima (500 µM), foi capaz de inibir 

por completo tanto a expressão da GpIIb/IIIa quanto de P-selectina. 

 

Tabela 2 - Porcentagem de inibição da expressão de GpIIb/IIIa (PAC-1) e de P-selectina 

(CD62P). 
 

 

Tratamento 

                                    Inibição (%) 

          PAC-1               CD62P 

Composto 1 (54,8 µM)                  0,0                  0,0 

Composto 1 (500 µM)                100,0                100,0 

 

A porcentagem de inibição da expressão de PAC1 e CD62P foi calculada a partir das intensidades de 

fluorescência médias obtidas após a fusão 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 expressão membranar de GpIIb/IIIa (PAC-1) e de 

P-selectina (CD62P) em plaquetas estimuladas por epinefrina. 
 

 

 

 
 

Painel A - Histogramas do efeito do Composto 1 (54,8 µM) sobre a expressão de PAC1 e CD62P. Painel B - 

Histogramas do efeito do Composto 1 (500 µM) sobre a expressão de PAC1 e CD62P. Laranja – plaquetas 

tratadas com DMSO 0,5%; Azul – plaquetas tratadas com DMSO 0,5% e estimuladas por epinefrina (5 µg/mL); 

Vermelho – plaquetas tratadas com o Composto 1 e estimuladas por epinefrina (5 µg/mL). Fonte: A autora. 
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5.6 EFEITO DO COMPOSTO 1 SOBRE AS HEMÁCIAS 

 

A hemocompatibilidade do Composto 1 foi avaliada por meio da mensuração de 

hemoglobina liberada pelas hemácias lisadas após o período de incubação de uma hora com 

diferentes concentrações do composto.  Como pode ser observado na Figura 15, o Composto 

1 provocou pequena hemólise quando testado nas concentrações de 54,8 µM, 111,0 µM e 

165,0 µM (0,4 ± 0,2%, 0,8 ± 0,4% e 8,0 ± 0,2%, respectivamente). No entanto, quando 

testado em concentrações iguais ou superiores a 220,0 µM (quatro vezes a CI50), o Composto 

1 provocou intensa hemólise.  

 

Figura 15 – Hemocompatibilidade do Composto 1. 

 

 

Composto 1 – menzoquinona; Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de dois experimentos 

individuais. Fonte: A autora. 

 

 

5.7 ESTUDOS IN SILICO DO COMPOSTO 1 

 

5.7.1 Predição teórica de toxicidade 

 

A predição teórica de toxicidade, realizada por meio do programa Osiris® Property 

Explorer, sugere que a estrutura do Composto 1 apresenta baixo risco toxicológico em todos 



55 

 

 

 

os parâmetros analisados: mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos irritativos e efeito 

negativo sobre a reprodução (Figura 16). Da mesma forma, o clopidogrel apresentou baixo 

risco teórico de toxicidade nos parâmetros avaliados. No entanto, o AAS apresenta elevado 

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

 

Figura 16 – Estudo teórico de toxicidade do Composto 1. 

 

 
 

AAS – ácido acetilsalicílico; Composto 1 – menzoquinona; Os riscos foram classificados em: 1 – baixo risco 

teórico de toxicidade; 2 – médio risco de toxicidade; 3 – alto risco teórico de toxicidade; Fonte: A autora. 

 

 

5.7.2 Predição teórica do potencial do Composto 1 de se tornar um fármaco 

 

Por meio do programa Osiris® Property Explorer também foram avaliados 

parâmetros preditivos relacionados ao potencial do Composto 1 vir a se tornar um fármaco 

(Druglikeness e Drug score). Os resultados obtidos sugerem que a estrutura do Composto 1 

não apresenta um perfil favorável, uma vez que os valores de Druglikeness (- 1,56) e Drug 

score (0,22) não se equiparam aos parâmetros estabelecidos pelo programa (Tabela 3). 

Semelhante ao composto estudado, o AAS também não apresentou valores desejáveis de 

Druglikeness (- 0,48) e de Drug score (0,24). Por outro lado, o clopidogrel possui ambos os 

valores desejáveis.  
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Tabela 3 – Predição teórica do potencial do Composto 1 se tornar um fármaco. 

 

 

 

 

 

AAS – ácido acetilsalicílico; Composto 1 – menzoquinona. Fonte: A autora.  

 

5.7.3 Predição teórica 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 favorável, 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 fármacos administrados por via oral, não violam nenhuma 

das regras. 

 

Tabela 4 – Propriedades físicoquímicas do Composto 1. 

 

 

 

 

 

 

Composto 1 – menzoquinona; AAS – ácido acetilsalicílico; miLogP - coeficiente de partição octanol-água; MM 

- massa molecular; nON - número de N e O aceptores de ligação de H; nOHNH - número de NH e OH doadores 

de ligação de H; Nviolações - número de violações. Fonte: A autora. 

 Druglikeness Drug score 

Parâmetro > 0 Próximo de 1 

Composto 1  - 1,56 0,22 

AAS - 0,48 0,14 

Clopidogrel   1,33 0,74 

 miLogP MM nON nOHNH Nviolações 

Regra ≤ 5,0 < 500 ≤ 10 ≤ 5 ≤1 

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 
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6 DISCUSSÃO 

 

A hemostasia é um processo fisiológico com duas principais funções: manter o 

sangue em seu estado fluido e interromper o sangramento frente a um dano vascular. Para 

isto, faz-se necessária a inter-relação entre as plaquetas, o endotélio vascular e as proteínas 

coagulantes. Alterações no sistema hemostático, devido a deficiências hereditárias ou a 

doenças adquiridas, podem resultar em distúrbios hemorrágicos ou tromboembólicos 

(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 

doenças são responsáveis por mais de 30% do total de mortes e, segundo o cardiômetro 

(indicador do número de óbitos por DCV da Sociedade Brasileira de Cardiologia), foram 

registradas mais de 360 mil mortes decorrentes destas doenças no ano de 2019 (SBC, 2019).  

O gerenciamento das DCV envolve cuidados preventivos, relacionados aos hábitos 

de vida do indivíduo, e terapia medicamentosa. A farmacoterapia abrange basicamente 

fármacos antiagregantes e anticoagulantes que, apesar de eficazes, possuem algumas 

limitações como variabilidade interpessoal de resposta e risco aumentado de sangramento 

(ASHOROBI; FERNANDEZ, 2019). Devido a isto, é crescente a busca por novas moléculas 

que apresentem atividade antitrombótica e que sejam não 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 (FELÍCIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 

2012). 

Os organismos marinhos são responsáveis pela produção de uma quantidade 

inesgotável de metabólitos secundários que, em geral, diferem fundamentalmente dos 

metabólitos de origem terrestre (MALVE, 2016). Entre os produtos marinhos, as classes mais 

estudadas são os alcaloides, os ácidos graxos, os peptídeos, as acetogeninas e os terpenoides 

(FELÍCIO; OLIVEIRA; DEBONSI, 2012). Alguns destes produtos apresentam atividade 

biológica como antibacteriana (DESBOIS; MEARNS-SPRAGG; SMITH, 2009), 

antiparasitária (KAHLA-NAKBI et al., 2010), analgésica (SKOV et al., 2007), anticâncer 

(BRINGMANN et al., 2007) e anticoagulante (MOURA et al., 2014), demonstrando assim 

que a diversidade química marinha é uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos 

medicamentos.   
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A alga parda D. menziesii é uma macroalga marinha endêmica pertencente à ordem 

Desmarestiales e encontra-se distribuída por toda Península Antártica, incluindo as ilhas 

adjacentes (GÓMEZ; HUOVINEN, 2015). Diversos compostos já foram isolados desta 

espécie, dentre eles a menzoquinona (SILVA FILHO, 2018). Estudos anteriores já 

demonstraram que o composto menzoquinona possui atividade anti-herbivoria e 

antimicrobiana (ANKISETTY et al., 2004), no entanto, seu efeito sobre a hemostasia não foi 

descrito até o momento. A pesquisa por novos possíveis agentes terapêuticos com ação sobre a 

hemostasia vem ao encontro da necessidade de fármacos mais seguros e sem tantos efeitos 

adversos como os medicamentos atualmente disponíveis no mercado. 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou o efeito do composto menzoquinona sobre a 

agregação plaquetária e a coagulação sanguínea humana, pois estudos anteriores realizados por 

nosso grupo de pesquisa demonstraram que extratos brutos isolados de D. menziesii foram 

capazes de inibir significativamente a agregação plaquetária (MEYER, 2019), o que sugere 

que compostos isolados desta alga possam apresentar atividade semelhante. Além disto, também 

foram realizados estudos in vitro e in silico para avaliar a toxicidade, a biodisponibilidade oral e o 

potencial geral deste composto se tornar um novo fármaco. 

No presente trabalho, na concentração de 500 µM, a menzoquinona não foi capaz de 

induzir a agregação plaquetária ou a coagulação sanguínea quando testada isoladamente. O 

composto também não apresentou efeito tóxico sobre as plaquetas, uma vez que não reduziu a 

viabilidade plaquetária quando comparado aos controles realizados na presença 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 

não eram provenientes de perda de viabilidade plaquetária ou ativação precoce da hemostasia.   

A menzoquinona não foi capaz de prolongar significativamente os tempos de TP e 

TTPa (Figura 8), sugerindo que a mesma não apresenta atividade sobre a coagulação. Em 

relação à agregação, o composto foi capaz de inibir significativamente a agregação 

plaquetária induzida por todos os agonistas testados (Figura 9). O efeito inibitório da 

menzoquinona foi mais potente quando utilizado epinefrina e colágeno como agonistas, 

obtendo-se uma CI50 de 54,8 ± 2,1 µM e de 426,9 ± 18,4 µM, respectivamente. Como a 

menzoquinona apresentou um efeito pouco promissor quando o ADP foi utilizado como 

agonista, não foi determinada a sua CI50 para esse estímulo.  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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não apresentou atividade anticoagulante, mas foi capaz de inibir significativamente a 

agregação plaquetária induzida por ADP (8,8 ± 2,2%), epinefrina (10,5 ± 2,9%) e colágeno 

(11,3 ± 5,3%), obtendo CI50 de 201,8 ± 6,3 µM, 239,7 ± 9,0 µM e 156,9 ± 5,3 µM, 

respectivamente. Ambos os compostos são isoprenoides formados por uma unidade 2,3-

dimetil-1,4-benzoquinona ligada a uma cadeia lateral de nove unidades isoprênicas (TREBST, 

1978), no entanto, a plastoquinona possui uma hidroxila ligada ao carbono 7 e a 

menzoquinona possui um grupo funcional carboxila ligado ao último átomo de carbono da 

cadeia lateral isoprênica. Dessa forma, sugere-se que as diferenças de intensidade de inibição 

sobre a agregação observada entre os compostos estejam relacionadas aos diferentes grupos 

funcionais ligados à cadeia lateral.  

A formação de um coágulo envolve a ação simultânea entre a coagulação sanguínea 

e a agregação plaquetária. No entanto, apesar destas etapas serem interligadas, os processos e 

atores envolvidos diferem entre si (GALE, 2011), o que explica o porquê 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 primária é promissor, uma vez 

que a não inibição simultânea de ambas as vias da hemostasia reduziria o risco de 

sangramento, efeito adverso preocupante observado nos pacientes em uso contínuo de 

fármacos antitrombóticos (WEITZ; EIKELBOOM; SAMAMA, 2012). 

Apesar de a menzoquinona ter demonstrado efeito inibitório frente a todos os 

agonistas testados, o perfil das curvas de agregação foram diferentes entre si (Figura 10). 

Cada agonista utilizado ativa as plaquetas por meio da interação com diferentes receptores e 

vias de sinalização (KICKLER, 2006). O ADP interage com os receptores P2Y1 e P2Y12 

acoplados às proteínas Gq e Gi, respectivamente. O colágeno interage com a glicoproteína 

plaquetária GpIV e ativa as plaquetas via fosforilação da PLC, mimetizando a via mediada 

por Gq. A epinefrina, por sua vez, se liga aos receptores α2-adrenérgicos que, assim como o 

receptor P2Y12, está acoplado à proteína Gi, provocando a ativação plaquetária via regulação 

negativa de cAMP (BROOS et al., 2011). Portanto, com base nas diferentes curvas de 

agregação obtidas, sugere-se que o composto esteja agindo simultaneamente em mais de uma 

via de sinalização ou em vias de sinalização comum entre os agonistas testados, resultando 

nos variados perfis de inibição. 
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O ensaio de agregometria por transmitância de luz é utilizado mundialmente na 

avaliação laboratorial da função plaquetária. Neste método, utiliza-se um painel variado de 

agonistas e, a partir da interpretação das curvas de agregação geradas, é possível se obter 

informações a respeito de em qual receptor, via de sinalização ou glicoproteína provavelmente 

encontra-se um defeito (DAWOOD et al., 2012). Além disto, esse teste permite padronizar, a 

partir de características laboratoriais, o perfil de resposta esperado de um determinado 

fármaco antiagregante. Por exemplo, quando se avalia o perfil de agregação de pacientes em 

uso de medicamentos tienopiridínicos (inibidores do receptor P2Y12), observa-se que os 

mesmos possuem um perfil hipoagregante quando utilizado ADP como agonista e um perfil 

normoagregante quando utilizado ácido araquidônico como substrato. De forma contrária, em 

pacientes que utilizam um fármaco com outro mecanismo de ação, como o AAS (inibidor da 

ciclooxigenase), observa-se uma curva hipoagregante ou ausente de agregação quando o ácido 

araquidônico é 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 distúrbio plaquetário e 

fármaco utilizado na clínica possui um perfil de resposta característico, o que facilita o seu 

rastreamento. Assim, por meio de uma comparação com padrões já preestabelecidos, é 

possível pressupor pelos ensaios de agregometria por qual via um composto desconhecido 

estaria exercendo seu efeito sobre a agregação. 

O composto menzoquinona inibiu fracamente a agregação induzida por ADP, 

revertendo de maneira pouco expressiva a segunda onda de agregação. Da mesma forma, o 

composto foi capaz de interferir apenas na segunda onda de agregação quando utilizado 

colágeno como agonista, no entanto, para esse agonista, a inibição foi mais acentuada e 

provocou uma reversão quase completa da segunda onda. Quando as plaquetas tratadas com o 

composto foram estimuladas por epinefrina, houve uma reversão total da segunda onda de 

agregação e uma reversão parcial da primeira onda (Figura 10). Um conjunto de perfis 

semelhante ao do presente estudo é encontrado em pacientes com deficiência na sinalização 

de proteína Gi, proteína associada aos receptores de ADP e epinefrina. Nestes pacientes, 

observa-se uma redução da segunda onda de agregação quando as plaquetas são estimuladas 

por ADP e colágeno e uma reversão parcial, e em alguns casos total, da primeira onda de 

agregação induzida por epinefrina (DAWOOD et al., 2012). Portanto, pode-se sugerir que o 

efeito inibitório sobre a agregação plaquetária causado pela menzoquinona esteja relacionado 

com a ação desse composto sobre os atores envolvidos na via de sinalização mediada por Gi.  
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A proteína Gi possui duas subunidades (Gαi e Gβγi) e, devido a isto, é capaz de 

ativar as plaquetas por meio da interação com diferentes efetores. A subunidade Gαi atua 

regulando negativamente a enzima adenilato ciclase e resultando na diminuição das 

concentrações intracelulares de cAMP. O cAMP é responsável por controlar as concentrações 

intracelulares de íons cálcio, portanto, sua inibição resultará em um aumento deste íon e 

consequentemente ativação das plaquetas (RAND; ISRAELS, 2018). Por outro lado, a 

subunidade Gβγi atua estimulando a liberação da enzima PI3Kβ. A PI3Kβ opera na 

fosforilação de diferentes lipídeos de membrana e auxilia na manutenção da conformação 

ativada da GpIIb/IIIa, glicoproteína essencial para a agregação de plaquetas (GUIDETTI; 

CANOBBIO; TORTI, 2015). Como pode ser observado, diferentes atores estão envolvidos na 

ativação plaquetária mediada por proteína Gi. Dessa forma, mais testes serão necessários para 

identificar em qual efetor ou quais efetores a menzoquinona estaria interferindo.  

Como mencionado, existem diferentes vias que resultam na ativação de plaquetas. 

Quando ocorre sinalização suficiente para ativação plaquetária, a glicoproteína GpIIb/IIIa 

presente na superfície das plaquetas sofre mudança conformacional para sua forma ativada e 

passa a ter alta afinidade pelo fibrinogênio. O fibrinogênio, por ser uma molécula bivalente, se 

liga a GpIIb/IIIa presente em diferentes plaquetas formando uma “ponte” entre elas e  gerando 

o agregado plaquetário (BERNDT; METHAROM; ANDREWS, 2014). Ainda, durante o 

processo de ativação de plaquetas, ocorre liberação do conteúdo granular plaquetário fazendo 

com que a proteína adesiva P-selectina, antes presente nos grânulos alfa plaquetários, passe a 

ser expressa na superfície membranar. Na superfície das plaquetas, a P-selectina atua 

facilitando a adesão de plaquetas e leucócitos ao endotélio vascular e também estabilizando as 

interações entre o fibrinogênio e a GpIIb/IIIa, permitindo assim, a formação de agregados 

estáveis (MERTEN; THIAGARAJAN, 2000). Em suma, tanto a forma ativa de GpIIb/IIIa 

quanto a P-selectina podem ser utilizadas como marcadores de ativação plaquetária.  

Deste modo, com o intuito de compreender melhor o provável mecanismo pelo qual 

a menzoquinona estaria inibindo a agregação plaquetária, investigou-se se o tratamento das 

plaquetas com o composto diminuía a expressão membranar de P-selectina e a ativação de 

GpIIb/IIIa. Ao analisar os dados de citometria de fluxo, observou-se que o composto não foi 

capaz de inibir a expressão de P-selectina e GpIIb/IIIa quando avaliado na sua menor CI50 

(54,8 µM) (Figura 14.A), no entanto, na maior concentração testada (500 µM) foi capaz de 
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inibir em 100% a expressão de ambos marcadores após estímulo com epinefrina (Figura 

14.B). Resultados semelhantes são 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 

expressão de P-selectina. Neste estudo, assim como no presente trabalho, o composto não foi 

capaz de inibir a expressão membranar de P-selectina quando testado numa concentração 

próxima a sua CI50 (40 µM), no entanto, foi capaz de inibir significativamente a expressão 

deste marcador em maiores concentrações (100 e 500 micromolar). Da mesma forma, em um 

estudo onde se avaliou o efeito dos medicamentos abciximab, tirofiban e roxifiban 

(antagonistas de GpIIb/IIIa) sobre a associação de PAC-1 com a forma ativada de GpIIb/IIIa, 

observou-se que o efeito inibitório destes fármacos sobre a ativação de GpIIb/IIIa é 

concentração dependente (CARON et al., 2002).  

Os processos de ativação, secreção e agregação plaquetária são iniciados em locais 

de lesão vascular ou por meio da exposição a agonistas plaquetários solúveis como o ADP, 

epinefrina e colágeno (KICKLER, 2006). A compilação dos resultados obtidos com os testes 

de agregação e citometria de fluxo nos permite sugerir que o composto menzoquinona é capaz 

de inibir a ativação, a secreção e a agregação plaquetária por vias dependentes de proteína Gi. 

Contudo, mais testes serão necessários para identificar o mecanismo exato pelo qual o 

composto está agindo.  

Devido à 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 investigação de novos agentes terapêuticos, avaliações a respeito da 

hemocompatibilidade de um composto se tornam essenciais, pois a biocompatibilidade de um 

composto com os eritrócitos humanos sugere uma segurança na administração in vivo desse 

futuro fármaco (MOCAN, 2013). Segundo Bauer e cols. (2012), uma hemólise de até 10% é 

tolerada para a maioria das moléculas candidatas a novos fármacos. Os resultados do presente 

estudo demonstraram que o composto menzoquinona provocou pequena hemólise em 

concentrações de até três vezes sua CI50 (165 µM), resultando em percentuais de hemólise 

inferiores a 10%. No entanto, quando avaliado na concentração de 220 µM (quatro vezes sua 

CI50) e concentrações superiores, o composto provocou intensa ruptura da membrana de 

eritrócitos, resultando em taxas de hemólise 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 concentrações próximas a sua CI50.  

Outra importante ferramenta empregada no desenvolvimento de novos fármacos é o 

estudo in silico de moléculas. A modelagem in silico, em que modelos matemáticos permitem 

simular processos farmacológicos e fisiológicos, funciona como uma compilação dos métodos 

in vitro e in vivo, entretanto, ao contrário destes, necessita de menos recurso financeiro e 

tempo de realização. Estes estudos permitem que o pesquisador inclua uma variedade 

praticamente ilimitada de parâmetros, dentre eles, a avaliação da estrutura atividade de uma 

molécula, o potencial risco de um composto apresentar efeito tóxico sobre organismos e 

também possibilita realizar predições farmacocinéticas. Assim, as técnicas in silico oferecem 

aos cientistas a oportunidade de responder perguntas que, por várias razões, não poderiam ser 

facilmente elucidadas pelos métodos tradicionais (COLQUITT; COLQUHOUN; THIELE, 

2011; SALUM, 2007).  

O programa Osiris® Property Explorer é uma ferramenta de domínio público, 

disponível em https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/, que permite desenhar a estrutura 

química de compostos e calcular propriedades importantes para o planejamento de um novo 

fármaco. Para isto, o software compara a estrutura química do composto a ser estudado com 

os fragmentos estruturais de mais de três mil fármacos em uso comercial e com outros 

fragmentos cujo efeito tóxico é conhecido. O pressuposto do programa é que medicamentos 

comercializados são livres de efeito tóxico, portanto, fragmentos estruturais diferentes destes 

podem ser considerados como prejudiciais (SANDER, 2019). No presente estudo, os 

seguintes parâmetros de toxicidade foram avaliados: mutagenicidade, tumorigenicidade, 

irritabilidade e efeitos negativos sobre a reprodução. Os resultados obtidos demonstraram que 

o composto menzoquinona apresentou baixo risco de toxicidade em todos os parâmetros 

analisados (Figura 16). Em relação aos fármacos antiagregantes também avaliados, o 

clopidogrel, assim como a menzoquinona, apresentou baixo risco de toxicidade frente a todos 

os parâmetros, enquanto o AAS apresentou elevado risco de mutagenicidade, 

tumorigenicidade e efeito negativo sobre a reprodução.   

Por meio do programa Osiris® Property Explorer também foram avaliados 

parâmetros preditivos relacionados ao potencial do composto menzoquinona vir a se tornar 

um fármaco (Druglikeness e Drug score). O Druglikeness é um valor teórico que representa o 
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grau de similaridade entre os fragmentos estruturais de um composto com os fragmentos 

estruturais de fármacos comercializados presentes no banco de dados do programa. Neste 

caso, valores positivos de Druglikeness indicam que a molécula contém em sua estrutura 

fragmentos que estão frequentemente presentes em medicamentos comerciais e 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 insatisfatórios do 

composto frente a este parâmetro não expressa um caráter negativo, pois mostra que mesmo 

estruturas não convencionais são capazes de produzir um efeito antiplaquetário significativo.  

O Drug score relaciona as propriedades de Druglikeness, lipofilicidade, solubilidade, 

massa molecular e risco de toxicidade de um composto em um único valor. Para isto, o 

programa calcula valores que variam de 0 a 1, e quanto mais próximo do número 1, maior a 

probabilidade da molécula ter um perfil promissor para se tornar um fármaco (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 fármaco AAS 

(0,14) (Tabela 3), que tem sido administrado há mais de 40 anos como um antiplaquetário de 

excelente eficácia.  

Por fim, a predição teórica da biodisponibilidade oral do composto menzoquinona foi 

avaliada seguindo alguns parâmetros físicoquímicos 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 parâmetros múltiplos de cinco: coeficiente de partição 

octanol-água (LogP) menor ou igual a 5, massa molecular menor ou igual a 500 g/mol, 

apresentar 10 ou menos grupos aceptores de ligação hidrogênio (nON) e possui cinco ou 

menos grupos doadores de ligação hidrogênio (nOHNH). Como resultado, a molécula pode 

violar apenas um destes parâmetros, pois quando um composto viola mais de um parâmetro 

há uma alta probabilidade de que problemas de absorção sejam encontrados (LIPINSKI et al., 

2001). Os medicamentos clopidogrel e AAS não violam nenhum parâmetro proposto por 

Lipinski, o que justifica o uso deles por via oral. Com relação ao composto menzoquinona, os 

resultados obtidos a partir do programa Molinspiration sugerem que o 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 compilação dos resultados do presente estudo mostrou que o composto 

menzoquinona possui efeito antiagregante, sendo que este efeito está provavelmente 
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relacionado a uma inibição de vias de ativação plaquetária dependentes de proteína Gi. Ainda, 

a menzoquinona apresentou baixo risco teórico de toxicidade e favorável biodisponibilidade 

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

no desenvolvimento de novos fármacos antitrombóticos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que: 

- O composto estudado, quando analisado na ausência de agonistas plaquetários, não 

provocou a agregação das plaquetas ou a coagulação do sangue;  

- O composto menzoquinona não apresentou efeito sobre a hemostasia secundária, uma vez 

que não prolongou os tempos de TP e TTPa;  

- A menzoquinona apresentou atividade antiagregante, pois inibiu de maneira significativa a 

agregação plaquetária induzida por todos os agonistas testados;  

- O efeito antiagregante do composto é dependente da concentração, no entanto, não é tempo 

dependente; 

- A menor CI50 foi a encontrada quando a epinefrina foi utilizada como agonista e foi de 54,8 

± 2,1 µM; 

- A partir do perfil das curvas de agregação obtidas na presença do composto isolado, sugere-

se que a menzoquinona esteja inibindo a agregação plaquetária por vias de sinalização 

dependentes de proteína Gi; 

- A expressão membranar de P-selectina e a ativação de GpIIb/IIIa foi inibida por completo 

em plaquetas tratadas com o composto e estimuladas por epinefrina. Ressalta-se que este 

efeito foi dependente da concentração;   

- O composto menzoquinona apresentou baixa toxicidade sobre as plaquetas e sobre as 

hemácias quando avaliado em testes in vitro; 

- O composto estudado apresentou baixo risco teórico de mutagenicidade, tumorigenicidade, 

irritabilidade e efeitos negativos sobre a reprodução; 

- O valor teórico de Druglikeness demonstrou que os fragmentos estruturais do composto 

menzoquinona não é semelhante aos fragmentos de fármacos comercializados presentes no 

banco de dados do programa utilizado. Já os valores de Drug score, apesar de baixos, foram 

semelhantes ao fármaco AAS; 

- A menzoquinona apresentou uma biodisponibilidade favorável, sugerindo que a mesma 

possui potencial para ser administrado por via oral;  

Estes resultados evidenciam que compostos provenientes de organismos marinhos 

têm potencial para serem utilizados como protótipos no desenvolvimento de novos fármacos 

antitrombóticos.  
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8 PERSPECTIVAS  

 

- Avaliar os níveis 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 relação estrutura x atividade da 

menzoquinona. 
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