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Resumo

Estudos prévios sugeriram que P1G10, uma cisteino protease obtida do latex
de Vasconcellea cundinamarcensis, pudesse atuar sobre o sistema
hemostatico, uma vez que, em doses toxicas, causou hemorragia em ratos
Wistar. Além disto, ha relatos na literatura de outras cisteinos proteases
capazes de impedir a formacédo trombotica, assim como alterar o padréo de
coagulacdo do sangue e da agregacao plaquetéria in vitro. Baseado nisto, o
objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito antitrombético de P1G10 em um
modelo de obstrucdo trombdética induzida em microvasos da orelha de
camundongs hairless, assim como propor um mecanismo de agdo coerente
para este efeito. A inducdo trombotica foi feita com 0,15 mL de FITC-dextran
i.vV. (6 %) e luz azul de mercurio em um microscopio de epi-iluminacdo. P1G10
(2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg), P1G10 com sua atividade proteolitica inibidada por
iodoacetamida - P1G10-IAA (5,0 mg/kg) ou salina foram administrados por via
s.c. 25 min antes da inducao trombdética. Apesar de P1G10-IAA néao ter sido
diferente do controle, na dose de 2,5 mg/kg, observou-se um prolongamento do
tempo até a formacao de um trombo estavel, enquanto nas doses de 5,0 e 7,5
mg/kg, ndo foi observada obstrucdo tromboética estavel durante o tempo de
observacdo do vaso (20 min). Em ensaios in vitro, P1G10 inibiu a agregacéo
plaguetaria em PRP de forma significativa nas concentracdes de 0,5 pug/uL e de
1,0 po/pL. Na avaliagdo do TP, observou-se prolongamento do tempo de
coagulacdo em 1,0 pg/uL e completa anticoagulacdo em 2,0 ug/pL, enquanto
pelo TTPA, P1G10 prolongou o tempo de coagulacdo em 0,5 e 1,0 pg/uL e
promoveu completa anticoagulacdo em 2,0 pg/uL. Na avaliacdo do TT,
observou-se um prolongamento significativo do tempo de coagulacéo a partir
de 0,25 pg/uL, e completa anticoagulacdo a partir de 0,5 pg/pL. Observou-se
ainda que a concentracdo de fibrinogénio em plasma foi significativamente
reduzida em 0,05 pg/uL, e indetectavel a partir de 0,5 pg/uL. Ao se avaliar a
atividade proteolitica sobre fibrina moldada em placa de Petri, observou-se que
1,0 ng de P1G10 demonstra uma importante atividade fibrinolitica. Diante
desses resultados, pode-se sugerir que P1G10 possui atividade antitrombdtica

in vivo e antiplaquetéria/anticoagulante in vitro.



Abstract

Previous studies have suggested that P1G10, a cistein protease obtained from
the latex of Vasconcellea cundinamarcensis may have an effect on the
hemostatic system, given that signs of haemorrage were found in Wistar rats
during toxicological assays. In addition, the literature describes not only an
important antithrombotic effect of other cistein proteases in vivo, but also their
capacity to inhibit coagulation and platelet aggregation in vitro. Based on this,
this study aimed at evaluating the effect of P1G10 in a light/dye model of
thrombotic obstruction in the ear microvessels of hairless mice, as well as to
propose a coherent pharmacological mechanism for such effect. For the
thrombotic obstruction, 0.15 mL of FITC-dextran (6%) was injected in the tail
vessel and the ear microvessels were subjected to continuous blue mercury
light exposure on an epi-illumination microscope. P1G10 (2.5, 5.0 or 7.5 mg/kg),
P1G10-IAA (5.0 mg/kg) or saline were injected s.c. 25 min before the thrombus
induction. While P1G10-IAA showed no significant antithrombotic effect; at the
dose of 2.5 mg/kg an importat prolongation of the time for a stable thrombus
formation was observed, whereas at 5.0 and 7.5 mg/kg, no stable thrombotic
obstruction of the vessels was observed in the time elapsed for experimental
analysis (20 min). In in vitro assays, P1G10, at the final concentrations of 0.5
pg/uL and 1.0 pg/pl, significantly inhibited platelet aggregation in PRP. In
coagulation assays, a significant prolongation in the coagulation time was
observed by PT at the final concentration of 1.0 pug/uL, whereas no coagulation
was observed at 2.0 pg/uL. By APTT, P1G10 significantly prolonged the
coagulation time at 0.5 and 1.0 pg/uL, and no coagulation was observed at 2.0
Mg/uL. In the TT assay, an important prolongation in the coagulation time was
observed at 0.25 ug/uL, and no coagulation was obseved at 0.5 pug/pL. When
plasma fibrinogen concentration was measured in vitro after incubation with
P1G10, there was a significant decrease in fibrinogen levels at 0.05 ug/uL,
which then became indetectable at the 0.5 pg/pL. In the fibrin plate assay,
P1G10 showed fibrinolytic effect at 1.0 pg. Based on this results, we suggest
that P1G10 has antithrombotic activity in vivo and antiplatelet / anticoagulant

activity in vitro.
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1. Introducéo
1.1 O Sistema Hemostatico

O sistema hemostatico tem como objetivo manter o sangue circulante no seu
estado fluido sob condicbes fisiologicas e, a0 mesmo tempo, responder de
forma rapida e localizada promovendo a interrup¢cdo da perda de sangue em
um vaso lesado. Na ocorréncia de uma lesdo vascular, o sistema hemostatico
imediatamente inicia uma série de eventos celulares e moleculares que
culminam na formac&o de um trombo, ou tampao hemostatico (JACKSON et al,
2003).

Os componentes do sistema hemostatico incluem vasos sanguineos, com
endotélio e subendotélio, plaguetas circulantes, proteinas e co-fatores da
coagulacdo sanguinea, além de proteinas dos sistemas anticoagulante e
fibrinolitico (FURIE et al, 2011). Na formacdo do trombo, a agregacao
plaguetaria se d& apds ativacdo das plaquetas por diversas substancias,
estejam tais substancia circulantes, presentes no endotélio lesado ou até
mesmo liberadas pelas préprias plaquetas (MENDOLICCHIO, 2007). Ja a
coagulacao se da pela formacédo de uma rede de fibrina, molécula que sustenta
o trombo, a partir da acdo de fatores de coagulacdo (proteases plasmaticas) no
local onde o vaso se encontra lesado (DAVIE et al, 1964). A agregacao
plaguetéria e a coagulacdo ndo sdo processos separados, ao contrario, estao
intimamente relacionados, ja que na trombogénese, a fibrina é formada a partir
de reacbes que se dao na superficie das plaquetas, o que resulta em uma
malha soélida de plaquetas e fibrina, além de hemécias e leucdcitos, aderida a
parede endotelial, culminando na formac¢éo do trombo (MONROE et al, 2007).
Entretanto, uma vez cumprida a sua funcdo hemostatica, o trombo deve ser
dissolvido. Para isto, este sistema conta, também, com fatores proteoliticos
capazes de degradar a malha de fibrina (processo chamado de fibrindlise),
permitindo que o fluxo sanguineo se reestabeleca sem prejuizo para os tecidos
adjacentes (CESARMAN-MAUS et al, 2005). Apesar do organismo,
claramente, se beneficiar desse sistema sofisticado de reparo da parede dos

vasos sanguineos, a formacéo indevida de trombos em locais criticos pode ter



efeitos deletérios sobre a fisiologia. A aterotrombose, os acidentes vasculares
encefalicos, o tromboembolismo pulmonar, a angina de peito e o infarto agudo
do miocardio sdo sabidamente condi¢bes clinicas potencialmente fatais
resultantes de desequilibrios no sistema hemostatico. No entanto, a
importancia da trombose ndo se limita a patogénese de doencas
cardiovasculares. Recentemente, um numero crescente de estudos tém
demonstrado haver uma relagdo intima entre fenébmenos trombéticos e a
progressao de diversas doencas cronico-degenerativas com grande incidéncia
na sociedade moderna, como o cancer (BOKEMEYER et al, 2011), a diabetes,
a doenca arterial coronariana (FARHAN et al., 2010) e a doenga de Alzheimer
(STRICKLAND et al, 2010). Por essa razdo, existe atualmente um grande
empenho da comunidade cientifica no sentido de descobrir as sutilezas do
sistema hemostatico e suas relacbes com diversas doencas cronico-
degenerativas, tendo sempre como foco principal o desenvolvimento de
instrumentos inovadores que permitam avancos no diagnéstico, bem como no
tratamento clinico e farmacoldgico de tais doencas.

Como esta introducédo ndo pretende esgotar um campo de estudo tdo vasto
como a hemostasia e trombose, em seguida serdo abordados objetivamente
apenas 0s aspectos relevantes a compreensao da presente investigacao.

1.2 Agregacao plaquetaria a camada subendotelial

As plaquetas (ou trombdcitos) sdo fragmentos citoplasméticos discoéides, de 2 a
4 micrémetros de diametro, constituidas de membrana, citoplasma, granulos e
organelas. Sao originarias de megacariocitos produzidos na medula 6ssea, que
normalmente produzem entre 5.000 e 10.000 plaguetas, cada um. Na
circulacdo sua contagem estd entre 150.000 a 400.000/pL em individuos
normais, sendo sua meia-vida de circulacdo de aproximadamente 10 dias
(ANDREWS et al, 2004; GIBBINS, 2004).

Embora tenha aumentado o conhecimento a respeito das funcbes das
plaguetas na modulacdo da resposta imune e inflamatoria (WEBER, 2007), o
seu papel na hemostasia e trombose ainda € o mais bem conhecido. Estas sé&o

responsaveis pelo fechamento inicial da parede do vaso lesado através da



formacdo de um tampéo de plaquetas, ou agregado plaquetario (ANDREWS et
al, 2004; GIBBINS, 2004).

Quando em contato com a leséo vascular, as plaquetas sdo ativadas dando
inicio a um processo de adesdo ao vaso lesado. Isto ocorre, sobretudo, através
da acdo de agentes ativadores plaquetarios, de fibrinogénio e de glicoproteinas
(GP), receptores expressos na superficie plaquetéria (Figura 1). A GP Ib/IX/V é
um importante mediador desta adesdo ao ligar-se ao fator de von Willebrand
(VWF) expresso na camada subendotelial dos vasos lesados (ANDREWS et
al., 2003). Também a GP a2p1 exerce um importante papel na adeséo inicial
das plaguetas ao vaso lesado ao se ligar ao coladgeno presente na matriz
extracelular (EMSLEY et al., 2000). Tanto o VWF como colageno sdo moléculas
abundantemente expressas na camada subendotelial exposta no vaso
sanguineo lesado. Essa adeséo inicial das plaguetas a matriz extracelular leva
a ativacdo plaquetéria, além de iniciar a formagdo do tampado hemostéatico
(DAVI et al., 2007).

Uma vez as plaquetas ativadas, uma variedade de mecanismos de
amplificacdo séo iniciados através da liberacdo do conteido dos gréanulos
(densos e alfa) o que resulta em recrutamento adicional, assim como
agregacdo das plaguetas. Os granulos alfa contém uma variedade de
substancias, como P-selectina, VWF e fibrinogénio. Enquanto a P-selectina
participa do processo de secre¢do granular e adesdo plaquetaria ao endotélio,
o VWF e o fibrinogénio secretados atuam diretamente na ativagdo e na
agregacao plaquetaria (BLAIR et al., 2009).

Nos granulos densos armazenam e liberam, entre outras substancias, ions
Ca’* e adenosina difosfato (ADP). O aumento de Ca®" intracelular ativa
diretamente o receptor GP lIb/llla, além de estimular a sintese de tromboxano
A, (TXA;) pela ciclooxigenase 1 (COX;). Tanto TXA, como ADP séao
biomoléculas que exercem uma potente funcdo estimulante sobre as plaquetas,
caracterizando um sistema de reforco positivo da ativagdo plaquetéria
(MCNICOL et al., 1999). Enquanto o ADP atua sobre o receptor P2Y, inibindo a
adenilato ciclase e reduzindo a concentragcdo de AMPc intracelular, o TXA,,
atuando sobre o receptor TP, promove aumento da concentracdo de Ca**. A
elevacdo da concentracdo de Ca*" e a reducdo da concentracdo de AMPc

3



intracelulares, resultam em um aumento da expressé@o de GP lib/llla (DAVI et
al., 2007), o principal receptor para adesdo e agregacdo plaquetéria
(KULKARNI et al., 2000).

ApOs a sua ativacdo, as plaguetas sofrem mudanca de forma, emitindo
diversos pseudodpodes, que aumentam a sua superficie de contato. Moléculas
de fibrinogénio plasmético, ou récem liberadas por granulos alfa,
desempenham um papel fundamental ao ligarem-se as glicoproteinas lib/llla
expressas na superficie das plaquetas ativadas. Desta forma, o fibrinogénio
realiza a ligacéo entre as plaguetas formando um agregado plaquetario, o qual
ganha volume, contribuindo para o crescimento do trombo (ANDREWS et al.,
2004; FURIE et al., 2005). Esta ligacdo entre o fibrinogénio e a GP llb-llla é
essencial para a agregacao plaquetaria, e defeitos nestes receptores podem
prejudicar significativamente a hemostasia (TULLU et al., 2001).

A maior parte da conversdo de fibrinogénio em malha de fibrina se da na
superficie fosfolipidica das plaguetas ativadas (MONROE et al., 2007). Essa
conversao é feita pela trombina, uma serino-protease que atua também como
agente agregante plaquetario ao clivar e ativar os receptores ativados por
proteases (PAR) PAR-1 e PAR-4 localizados na membrana plaquetéria
(COUGHLIN et al., 2000). Uma vez ativados, os receptores PAR na superficie
plagquetaria modulam o aumento de Ca®* e AMPc, o que resulta na ativacdo
das plaquetas e aumento da expressédo da GP lla/lllb (COUGHLIN et al., 2000).
Cumpre ressaltar que a polimerizacdo da rede de fibrina é essencial para a
consolidagcdo do trombo, o qual adquire a consisténcia adequada para

interromper o extravasamento de sangue do vaso lesado (FURIE et al., 2005).
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Figura 1. Participa¢cdo de agonistas e receptores na ativacdo plaquetéaria. A ativacdo plaquetéaria é
induzida pela interacdo de varios agonistas com receptores expressos na membrana plaquetaria. Os
receptores de trombina (PAR), de ADP (P2Y) e de TXA; (TP) levam ao aumento do calcio (Ca2+) ea
reducdo da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) no interior das plaquetas. Esta modulacdo da
concentracdo de AMPc e de ca®' leva a ativacdo de Glicoproteina Ilb/llla, um receptor que promove a
adesdo interplaquetaria ao se ligar a molécula simétrica de fibrinogénio. A adesédo das plaquetas a matriz
extracelular ocorre por meio da ligacdo do colageno a glicoproteina a2f1 e do fator de von Willerbrand a
glicoproteina Ib/IX/V. (Adaptado de DAVI et al., 2007).



1.3 A coagulacdo sanguinea

A fisiologia da coagulagcdo do sangue foi inicialmente proposta em 1964 pela
hipétese de “cascata”, segundo a qual a coagulagéo ocorre como resultado da
ativacdo proteolitica sequencial de proteases plasmaticas, resultando na
formacdo de trombina que, entdo converte fibrinogénio em rede de fibrina,
dando ao plasma uma consisténcia gelatinosa. Esta cascata de coagulagéo foi
classificada em duas vias, a intrinseca e a extrinseca (Figura 2) (DAVIE et al.,
1964; MACFARLANE et al., 1964).

A via intrinseca, ou via de ativacdo por contato, tem inicio a partir da interacdo
do colageno exposto no vaso lesado com cininogénio de alto peso molecular
(HMWK) e pré-calicreina (PK) circulantes. O complexo colageno/HMWK/PK
ativa o fator Hageman, ou fator XII (FXII). A cascata de coagulacdo é entéo
iniciada com a ativacdo sequencial dos zimogénios (fatores inativos) Xl, 1X e
VIIl nos seus respectivos fatores de coagulacédo ativados Xla, Vllla e IXa.
Esses dois ultimos formam o complexo tenase, que converte FX em FXa,
reacdo que ocorre na superficie de plaquetas ativadas que fornecem o
substrato fosfolipidico necessario. A partir desse ponto tem inicio a via comum,
onde o FXa forma o complexo protrombinase com o FVa e, também na
superficie plaquetéaria, converte protrombina (FIl) em trombina (Flla), a qual
finalmente fara a conversdo de fibrinogénio (FI) em fibrina (Fla)
(MACFARLANE et al., 1964).

Considera-se que a principal via na iniciac¢éo in vivo da coagulacdo sanguinea
€ a via extrinseca, ou via do fator tissular (TF) (NEMERSON et al., 1973;
NEMERSON, 1992). Essa via desencadeia grande producédo de trombina, a
qual pode ser considerada como o fator de coagulacdo mais importante, ja que
além de converter diretamente fibrinogénio em fibrina, também tem papel
essencial na retroalimentacdo positiva de varias etapas do processo de
coagulagéo, ativando os FV, FVII, FVIII e FXI (FURIE et al., 1992; GENTRY,
2004). Aléem disto, a trombina atua diretamente estimulando a ativacdo e
agregacgéao plaquetaria via receptores PARs (SAMBRANO et al., 2001). Apoés a
lesdo do vaso, o fator VII € ativado por proteases circulantes e entra em

contato com TF, expresso na superficie de diversas células, como fibroblastos



e mondcitos, formando o complexo FVIla/TF. Esse complexo converte FX em
FXa, que forma o complexo protrombinase com o FVa e, como visto
anteriormente, converte protrombina em trombina. Embora se pensasse que as
duas vias eram independentes e possuiam igual importancia, pesquisas atuais
demonstram que, no organismo, ndo ha separacdo clara entre estas vias, e
que fatores ativados em uma delas podem ativar fatores na outra. A
observacéo de que o complexo FVIla/TF ativa ndo apenas o FX, como também
FIX (OSTERUD et al., 1977) sugere que as duas vias estao interligadas in vivo.

Mesmo nao correspondendo ao que realmente ocorre in vivo, 0 modelo de
cascata ainda é vélido para a compreensao de resultados de avaliacdo de
coagulacdo in vitro. A determinacdo do tempo de protrombina (TP), por
exemplo, permite avaliar se um prolongamento no tempo de coagulacdo de
uma amostra de plasma se deve a um defeito de fatores de coagulacdo
peculiares da via extrinseca. J4 a avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) aponta alteracdo dos fatores peculiares da via intrinseca. Da
mesma forma, uma alteracdo no tempo de coagulacdo medido tanto pelo TP

como pelo TTPA sugere haver defeito de um ou mais fatores.

1.4 O modelo de coagulacdo baseado em superficies celulares

Considerando a importancia do papel celular e, assim, refletindo de forma mais
fiel o fenbmeno tal como se da in vivo, foi proposto um novo modelo para a
hemostasia, baseado na participacdo celular, o qual tem substituido o modelo
classico da cascata da coagulacdo. Este modelo considera a relevancia de
células que possuem TF em sua superficie (sobretudo fibroblastos e
monaocitos). Além disto, esse modelo descreve o papel fundamental das
plaguetas, que fornecem a superficie fosfolipidica necesséaria a conversao da
trombina na coagulagcdo (HOFFMAN et al, 2003a, HOFFMAN et al, 2003b).

Este modelo € composto por trés fases que se sobrepBem: iniciacao,
amplificagcéo, propagacdo (MACFARLANE et al., 1964) (Figura 3, A-E). Na fase
de iniciacdo (Figura 3A) o FVlla forma um complexo com o TF na superficie de

algumas células presentes na camada subendotelial do vaso lesado, como



fibroblastos, além de mondcitos circulantes. Este complexo, além ativar o
zimogénio IX em FIXa, também cataliza a formacdo de FXa. Este, juntamente
com FVa (complexo protrombinase) d& inicio a formacdo de trombina. O
processo de coagulacao é efetivamente iniciado, entretanto, quando a trombina
produzida na superficie celular participa da ativacdo de plaquetas e fatores de
coagulagao, como FVllla, FXla e FVa, no processo de amplificagdo (Figura
3B). Na superficie fosfolipidica das plaquetas ativadas tem lugar a fase de
propagacéo (Figura 3C). Ela é caracterizada pela ativacdo sequencial (descrita
anteriormente como via intrinseca) de fatores de coagulacdo, que culmina em
um aumento notavel na produgéo de trombrina (MACFARLANE et al., 1964).
Esta é responsavel pela producéo da fibrina, a qual, juntamente com plaquetas,
consolida o trombo (FURIE et al., 2005). Alguns autores sugerem que,
baseando-se neste modelo, as vias intrinseca e podem ser melhor
compreendidas. Assim, a via extrinseca (Fig 3D) consistiria do complexo
TF/FVlla atuando conjuntamente com o complexo FXa/FVa na superficie de
células que expressam TF para iniciar e amplificar a coagulacdo. Ja a via
intrinseca (Fig 3E) seria caracterizada pelo FXla, atuando juntamente com 0s
complexos FVllla/FIXa e FXa/Va sobre a superficie das plaquetas ativadas,
causando um &pice na producdo de trombina, necessario a consolidacao do

coagulo.



1.5 Papel de co-fatores na hemostasia

No processo hemostatico hd importantes co-fatores, como o calcio e
fosfolipidios encontrados, sobretudo, na membrana de plaquetas ativadas, cuja
presenca se faz necesséaria para que ocorram as reacdes do processo de
coagulacdo. Sendo um mediador da ligacdo dos complexos tenase e
protrombinase aos fosfolipidios, o calcio é essencial para a ativagdo de fatores
de coagulacdo (NESBITT, 2003). Outro importante co-fator no processo de
coagulacéo é a vitamina K, também conhecida como fitomenadiona, a qual é
importante para a sintese hepatica de diversos fatores de coagulacéo, tais
como FIlI, FVII, FIX e FX. Nessas reacfes a vitamina K participa da
carboxilacdo do acido glutamico, formando residuos gama-carboxilglutamato,
com afinidade para ligarem-se ao célcio no processo de ativacao dos fatores de
coagulacédo (WALLIN, et al., 2004).
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Figura 2. Representacdo esquematica da cascata de coagulagdo. A via extrinseca tem inicio pela

interacéo do fator tissular (TF) com o FVlla e a via intrinseca através do contato entre cininogénio de alto

peso molecular (HMWK) e pré-calicreina com colageno exposto na matriz subendotelial. Ambas as vias

levam a formacgao do complexo de fatores Xa/Va, que converte protrombina em trombina, a qual converte

fibrinogénio em fibrina. Fosfolipidio indica que a reagdo requer uma superficie fosfolipidica para ocorrer,

normalmente a superficie de plaquetas ativadas (MACFARLANE et al.1964).
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1.6 Regulacédo do sistema de coagulagcéo

Para garantir o equilibrio hemostético, evitando a formacdo e/ou persisténcia
de trombos que poderiam causar danos ao organismo, o sistema hemostatico
possui uma série de reguladores. A proteina C, por exemplo, € um
anticoagulante fisiolégico de grande importancia. Trata-se de uma serino-
protease dependente de vitamina K que é convertida pela trombina em proteina
C ativada (APC). Juntamente com a proteina S e com fosfolipidios, seus co-
fatores, a proteina C degrada FVa e FVllla, ambos importantes para a
formacao de trombina (CLOUSE, et al., 1987). Outro regulador importante é a
antitrombina, um inibidor de serino-protease que degrada, além da trombina, 0s
fatores IXa, Xa, Xla e Xlla. A antitrombina esta constantemente ativada, mas
sua acdo inibitéria é marcadamente aumentada na presenca de heparina, um
anticoagulante classico amplamente usado em procedimentos meédico-

cirargicos e como medicacgéo (HIRSH, 1991).

Uma vez formado o trombo e cumprida a sua funcdo hemostatica, é essencial
que este seja degradado, de modo que seja restabelecida a circulacdo
sanguinea no local da lesédo. O principal componente do sistema fibrinilitico é a
plasmina, um regulador de extrema importancia que cliva a malha de fibrina
responsvavel pela sustentacdo do trombo (Figura 4). A plasmina é formada a
partir do plasminogénio, sintetizado nas células hepaticas. O plasminogénio
circulante liga-se a fibrina emaranhada ao trombo, mas € somente apds a sua
ativacdo pelo ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) e pelo ativador
uroquinase do plasminogénio (u-PA) gque este se torna ativo. Assim, ocorre a
formacdo da plasmina, que reage proteoliticamente com as moléculas de
fibrina, desfazendo a malha ao redor do trombo, processo chamado de
fibrindlise. A propria plasmina é um ativador desse sistema, induzindo a sua
formacdo ao estimular a geracdo de mais formas ativas de t-PA e u-PA. E
importante salientar que o processo fibrinolitico possui reguladores negativos
gue impedem que sua acao seja excessiva, levando a um risco de hemorragia.
Tanto t-PA como a u-PA tém sua acao suprimida pelos inibidores do ativador
do plasminogénio (PAIs), uma serino protease produzida, principalmente, por

células endoteliais (GERBER et al, 2011). A atividade fibrinolitica da plasmina
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também € regulada pela alfa-2-macroglobulina e pela alfa-2-antiplasmina,
macromoléculas que inibem alostericamente a plasmina (SCHALLER et al.,
2011), bem como, pelo inibidor de fibrindlise ativado por trombina (TAFI), o qual

impede a funcao da fibrina como co-fator na converséo de plasmina.

o
>

plasminogénio

PAIs

. Alfa-2-macroglobulina
u-PA— plasmina Alfa-2-antiplasmina

TAFI ———
— > promove

fiborina ———> fragmentos
.. 4{ inib
soluveis nibe

——> conversao

Figura 4. Representagcdo esquematica dos principais aspectos do sistema fibrinolitico. A principal
substancia fibrinolitica endégena é a plasmina, que promove a clivagem proteolitica da malha de fibrina
emaranhada ao trombo. A plasmina é produzida a partir do plasminogénio pela acéo do ativador tissular
do plasminogénio (t-PA) e do ativador uroquinase do plasminogénio (u-PA). A contra-regulacédo deste
sistema é feita pelos inibidores do ativador do plasminogénio (PAIs), por moléculas plasmaticas inibidoras
da plasmina, sobretudo a alfa-2-macroclogulina e alfa-2-antiplasmina, além do inibidor de fibrindlise
ativado por trombina (TAFI).

1.7 Atividades farmacolbégicas de cisteino-proteases do latex de

Vanconcella cundinamarcensis (Carica candamarcensis)

Ao longo dos ultimos anos, nosso grupo vem estudando as propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas de cisteino-proteases encontradas no latex da
espécie Vanconcellea cundinamarcensis, de sinonimia Carica candamarcensis.
Essa é uma planta tipica da costa oeste da América do Sul, apresentando um
tronco grosso, geralmente ramificado, medindo até 5 m de altura e contendo
uma coroa compacta de folhas na sua parte terminal ou nas extremidades das

ramificagbes. Seu fruto é elipsbéide, amarelo quando maduro, sendo que a
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polpa € delgada, aguosa e aromatica, comestivel somente apdés o0 cozimento
(LEON, 1987).

Pela separacdo cromatografica do latex de V. cundinamarcensis em Sephadex
G10, sdo obtidos dos picos bem definidos, denominados P1G10 e P2G10,
sendo o primeiro rico em cisteino-proteases com alta atividade proteolitica
(GRAVINA et al., 1994), algumas das quais estdo ausentes no latex de Carica
papaya (BAEZA et al., 1990) de onde é obtida a papaina, uma cisteino-
protease empregada em diversos processos industriais. Além disso, as
enzimas proteoliticas encontradas o latex de V. cundinamarcensis apresentam
caracteristicas bioguimicas diferentes das descritas para a papaina, tais como:
pH 6timo, ponto isoelétrico, atividade catalitica e reatividade imunoldgica
(BRAVO et al., 1994).

Apesar do papel biolégico das cisteino-proteinases presentes no latex dessas
plantas ndo estar totalmente elucidado, acredita-se que sua funcdo esteja
relacionada a protecdo do fruto. Uma observacao desse tipo é constatada no
fruto verde, no qual o processo de cicatrizacdo se inicia depois de produzida
uma lesdo. Nesse caso, a cicatrizacao € precedida pela formacédo do coagulo
de latex no local lesado. Alguns resultados demonstram que a ativacdo das
proteinases do latex precede a formacéo do coagulo, sendo que esta ativacdo
€ de natureza sequencial, de forma semelhante ao que ocorre no processo de
coagulacao sanguinea (SILVA et al., 1997; MOUTIM et al., 1999).

Nosso grupo de pesquisa jA obteve consideravel volume de informacdes a
respeito das propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas da fracdo proteolitica
P1G10. Resumidamente, estudos in vivo demonstraram uma capacidade
cicatrizante cutanea, dependente da dose, de P1G10 em modelo murino de
dermoabrasdo (MELLO et al., 2006) e queimadura (GOMES et al., 2010), além
de terem sido evidenciadas atividades protetora e cicatrizante gastrica em
modelos de lesBes ulcerativas agudas e crénicas (MELLO et al., 2008; SILVA,
2009). Essa atividade cicatrizante pode ser justificada pelas a¢cdes mitogénica,
angiogénica e proteolitica de P1G10 (GOMES et al., 2005; MELLO et al. 2006),
bem como pela promocdo do recrutamento de células envolvidas na
regeneracao de tecidos (CHRISTIANO, 2008).
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Outra linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida em nosso laboratorio tem
sido a determinacgé&o das atividades farmacologicas de P1G10 no tratamento de
tumores. Estudos em modelos murinos de melanoma com baixo potencial
metastatico, B16-F1, melanoma com alto potencial metastatico, B16-F10,
carcinoma de Ehrlich e carcinoma de colon CT26WT, P1G10 mostrou
consideravel efeito antitumoral e antimetastatico (VIANA et al., 2008;
FIGUEIREDO et al., 2009, DITTZ et al., 2010). Nessas publicacdes foi sugerido
que as atividades antiangiogénica e imunomodulatdria sejam responsaveis pela
eficacia antitumoral e que, alteracBes promovidas na superficie das células
tumorais, resultando em menor capacidade de adeséo, participem do efeito

antimetastatico.

Essas observacfes abriram caminho para que nosso grupo realizasse
esforcos para a elaboracdo de um produto para uso farmacéutico. Isto tornou
necessaria a avaliacdo dos parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos da
fracdo P1G10. A avaliagdo dos parametros farmacocinéticos foi definida e se
mostrou que a biodisponibilidade de P1G10 por via subcutanea é comparavel
aguela por via endovenosa, sendo a via oral a que forneceu menor
biodisponibilidade (8%) (LEMOS, et. al., submetido). Através das avaliacdes
pré-clinicas de toxicidade aguda foi determinada a dose de 10 mg/kg/dia
(NOAEL) como a dose maxima segura para futuros estudos pré-clinicos
cronicos e clinicos, além de indicar a auséncia de um potencial

mutagénico/genotoxico da fragéo proteolitica P1G10 (VILLALBA et al., 2010)

Dentre os diversos testes toxicoldgicos realizados, nosso grupo se deparou
com resultados que sugeriam uma possivel acdo de P1G10 sobre o processo
hemostéatico. Em estudos de toxicidade aguda, apOs terem recebido 2.000
mg/kg de P1G10 por via oral ou 50 mg/kg por via intraperitoneal ou
endovenosa, ratos Wistar apresentaram sinais de hemorragia (VILLALBA et al.,
2010). Além disto, em estudos sub-cronicos, o grupo de animais que recebeu
300 mg/kg de P1G10 por v.0. morreu apos 8 semanas de tratamento, sendo
gue a partir da sexta semana apresentavam hemorragia nasal, sangramento
nos olhos e unhas escurecidas (SALAS et al., 2010). Mesmo que estes estudos
tenham tido, inicialmente, o objetivo de determinar a seguranca de P1G10, eles

nos permitiram lancar a hipotese de que a fracdo P1G10 poderia inibir o
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processo de coagulacao in vivo se administrada nas doses seguras usualmente
ja utilizadas em experimentos farmacolégicos. Essa hipétese foi reforcada
quando estudos preliminares permitiram observar uma atividade
fibrinogenolitica consideravel de CMS2MS2, uma proteina purificada a partir de
P1G10 (Figura 5). Através de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE
10%) se observou que a incubacao de fibrinogénio com CMS2MS2 resultava
em clivagem da molécula de fibrinogénio, sendo que a degradacdo da molécula
aumentava em funcao do tempo de incubacéo (0 — 120 min) (BILHEIRO et al.,
2009).

1 23456 7
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Figura 5 — Acdo fibrinogenolitica de CMS2MS2. Clivagem progressiva do fibrinogénio ao longo do
tempo (0 120 min) medido por eletrofore (SDS-PAGE 10%). Canaletas: 1- fibrinogénio (6.25 mM); 2 — 6
fibrinogénio apés tratamento com CMS2MS2 (8 ug) em intervalos especificos e 7 — Marcadores de massa
molecular (Sigma): albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbdnica (30 kDa).
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1.8 Cisteino-proteases no processo hemostatico

Estudos relacionados ao processo hemostatico, ou seja, que envolvem
trombogénese, coagulacdo sanguinea e agregacdo de plaquetas, ja foram
realizados com cisteino-proteases presentes na bromelina, um extrato aquoso
obtido das folhas do abacaxi (Ananas comosus). Em modelos murinos a
bromelina aumentou a atividade fibrinolitica de uma forma dependente da dose
(PIROTTA et al.,1978), sendo a fracdo fibrinolitica isolada mais tarde por
métodos bioquimicos (AKO et al., 1981). Também foi demonstrado que a
bromelina aumenta o tempo de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial
ativada (TTPa), bem como reduz a agregacao plaquetaria induzida por ADP
(HEINICKE, et al., 1972; LIVIO et al., 1978). Esse ultimo efeito parece estar
relacionado a atividade proteolitica da bromelina, ja que a inibicdo desta o
aboliu (MORITA et al., 1979).

Em um estudo comparativo, foi avaliada a acdo da bromelina e da papaina
(cisteino-proteases obtida da planta Carica papaya) sobre a adesao in vitro de
plaguetas marcadas com BCECF-AM a células endoteliais (BKEz-7). Quando
as plaquetas foram incubadas com papaina ou com bromelina, previamente a
ativagcdo por trombina, observou-se uma redugao de 22% e 28% na adeséo
plaguetaria as células endoteliais, respectivamente. Nesse mesmo estudo foi
usado um modelo in vivo de trombose induzida por laser em ratos, em que a
administragdo oral de bromelina reduziu 11% a formacdo de trombo nas
arteriolas mesentéricas (METZIG et al., 1999). Além disso, in vitro, a bromelina
foi capaz de ativar o plasminogénio, formando plasmina, a qual é o principal
fibrinolitico endégeno (MAURER et al., 2000). Um depésito de patente ja foi
feito das proteases da bromelina para inibir a coagulacdo sanguinea (Patent
WO PCT/EP 98/04406).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que enzimas proteoliticas estdo entre 0os componentes que
modulam a coagulacdo sanguinea e a agregacao plaquetéaria; os trabalhos
descritos na literatura cientifica em que se observa que outras cisteino
proteases possuem efeito anti-hemostatico; os efeitos hemorragicos de P1G10
em ensaios de toxicidade aguda e crdnica e, finalmente, os resultados prévios
obtidos por nosso grupo que apontam para uma acao proteolitica de P1G10
sobre a molécula de fibrinogénio, foi hipotetizado neste estudo que P1G10, em
doses seguras, possui efeito antitrombético. Assim, esfor¢os foram envidados
no sentido de compreender as alteracdes de origem hemorragica observadas
durante os estudos toxicol6gicos, bem como expandir o conhecimento sobre a
acdo de P1G10 sobre o sistema hemostatico. Como oportuna
complementacao, foi também analisada a possibilidade de P1G10 constituir um

candidato a fitoterapico usado no tratamento de eventos trombaticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitrombotica da fracdo proteolitica P1G10 in vivo e, ainda,
avaliar seus efeitos anticoagulante e antiagregante plaquetario in vitro como

possiveis mecanismos de agao.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antitrombética de P1G10 por microscopia intravital
em modelo de trombose induzida por luz/corante fluorescente na

microcirculagdo da orelha de camundongos hairless.

e Avaliar o efeito anticoagulante de P1G10 pela da determinacdo do
tempo de protrombina, do tempo de tromboplastina parcial ativada, do
tempo de trombina e da concentracdo de fibrinogénio em plasma de
ratos Wistar por coagulometria foto-Gptica.

e Avaliar o efeito antiagregante plaquetario de P1G10 em plasma de ratos

Wistar por agregometria por impedancia.

e Avaliar o efeito fibrinolitico de P1G10 sobre coagulo de fibrina moldado
em placa de Petri.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para os testes de coagulacao e de agregacao plaquetaria foram utilizados ratos
machos da linhagem Wistar, pesando entre 120 e 150 g, com
aproximadamente 8 semanas de vida, obtidos do Centro de Bioterismo
(CEBIO) da UFMG. Nos ensaios de microscopia intravital foram utilizados
camundongos da linhagem hairless, machos, pesando entre 20 e 25 g, com
aproximadamente 8 a 10 semanas de vida, cuja colénia é mantida no biotério
do Departamento de Farmacologia, ICB, UFMG. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFMG
(CETEA — PROTOCOLO 247/2011).

4.2 Obtencéao e purificagcdo das amostras de P1G10

A obtencdo e purificacdo da fracdo P1G10 foi realizadas pelo Prof. Carlos
Edmundo Salas Bravo do laboratorio de Biologia Molecular de Produtos
Naturais do Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB, UFMG,
conforme descrito anteriormente (TEIXEIRA et al., 2008). Brevemente, a partir
de incisdes no epicarpo de frutos maduros, o latex foi coletado e armazenado a
4°C, sendo a sequir liofilizado e novamente armazenado a -20°C. No processo
de separacdo cromatografica foram dissolvidos 15,0 g do latex liofilizado em
75,0 mL de solucéao tampéo de ativacdo. A seguir, a mistura foi agitada durante
30 min e centrifugada (9.000 G) durante 10 min a 4 °C. Apos a filtracdo do
sobrenadante, o residuo obtido foi novamente submetido ao procedimento
descrito acima, utilizando agora 25,0 mL de tampé&o de ativagdo. O produto
filtrado foi aplicado em uma coluna de filtracdo contendo resina Sephadex® G-
10 equilibrada com tampao de acetado de sédio 1,0 M. As fracdes protéicas
coletadas foram triadas mediante a determinacdo da absorbancia a 280 nm,
formando dois picos de perfis cromatograficos distintos, sendo as do primeiro

pico reunidas para compor a fracdo P1G10.
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4.3 Inibicdo da atividade proteolitica de P1G10 por iodoacetamida (IAA)

A iodoacetamida (IAA) foi utilizada para promover a inibicdo irreversivel da
atividade enzimética de P1G10, conforme previamente descrito (GOMES et al.,
2005). Inicialmente, foi preparada uma solugéo aquosa (35,0 mL) de P1G10 na
concentracdo de 2,0 mg/mL, a qual foram adicionados 4,9 mg de DTT. A
solucéo resultante foi incubada a 4 °C por 30 min sob agitacdo constante. A
seguir, esta solucao foi deixada em incubacao por 1 h e 40 min com 2,94 g de
IAA. Para eliminar o excesso de IAA, a amostra entédo foi dialisada a 4 °C, por
48 h, com leve agitacao contra 2.500 mL de agua mili-Q (troca de agua a cada
12 h). A segquir, a amostra foi esterilizada e disponibilizada para utilizacdo nos

ensaios biolégicos.
4.4 Coleta de sangue

Para realizacdo dos ensaios de coagulacdo e de agregacao plaquetaria foi
utilizado o sangue de ratos Wistar, conforme caracteristicas descritas acima.
ApOs anestesia por via i.m., utilizando uma mistura de 80 mg/Kg de quetamina
(Vetnil®, 100mg/mL) e 10 mg/kg de xilazina (Sytec®, 20mg/mL), foi realizada
laparotomia para permitir acesso a veia cava caudal. Utilizando uma agulha de
25x7 (Embramac®) e seringa de 5 mL (Embramac®) foram coletados 3,5 mL de
sangue e transferidos para tubos (Vacuette®) contendo o anticoagulante citrato
de sodio (3,8%, 9:1 v/v). Depois de colhido o sangue, os animais, ainda
anestesiados, foram exsanguinados até a morte por um corte na artéria aorta

abdominal.

4.5 Obtencédo do plasma rico em plaquetas (PRP) e do plasma pobre em

plaquetas (PPP).

A amostra de sangue foi centrifugada em 1.500 rpm por 10 minutos a fim de se
obter o PRP a ser utilizado nos ensaios de agregacdo plaquetaria. Para a
obtencdo do PPP (plasma), utilizado para diluir o PRP e para os ensaios de
coagulagdo, o sangue foi centrifugado por mais 20 min em 3.000 rpm. O
sangue coletado de cada animal forneceu um volume de PRP
(aproximadamente 800 pL) insuficiente para que se pudesse fazer repeticbes

para andlise estatistica. Assim, optou-se por realizar cada repeticdo a partir de
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um pool de PRPs. Para o ensaio de agregacdo plaquetaria foram utilizados 4

pools de PRP (5 animais/pool).
4.6 Avaliagcédo do Tempo de Protrombina

A determinacgdo do Tempo de Protrombina (TP) foi realizada com a incubacao
por 5 min, a 37°C, de 50 pL de plasma com 2 pyL de P1G10 (0,25, 0,5, 1,0 ou
2,0 pg/uL), ou P1G10-IAA 2,0 pg/uL ou agua deionizada. A seguir, foram
adicionados a cubeta 100 pL de Thromborel® (tromboplastina célcica),
desencadeando o processo de coagulacdo. O tempo necessario para a
formacdo do coagulo foi aferido automaticamente em coagulémetro Dade-
Behring BFT 11°.

4.7 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

Na determinagdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), 50 pL
do plasma foram incubados a 37°C, por 5 min, com 2 uL P1G10 (0,25, 0,5, 1,0
e 2,0 ug/uL), ou P1G10-I1AA (2,0 pg/pL) ou agua deionizada. A seguir, foram
adicionados & cubeta 50 pL de Dade Actin® (cefaloplastina ativada) e, a sequir,
50 pL de CaCl, 0,02M (Dade® Cloreto de célcio), desencadeando o processo
de coagulacdo. O tempo necessario para a formacao do coagulo foi aferido

automaticamente em coaguldémetro Dade-Behring BFT 11°.

4.8 Avaliacdo por microscopia intravital fluorescente do efeito de P1G10
em um modelo de trombose induzida em orelha de camundongo hairless.
Inicialmente, os animais (n = 5/grupo) foram anestesiados por injecao
intramuscular de uma mistura de 150mg/kg de quetamina (Vetnil®, 10%) e 10
mg/kg de xilazina (Sytec®, 2%). Apds a canulacdo da veia caudal, os animais
receberam diferentes doses de P1G10 (2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg), ou P1G10-I1AA
(5mg/kg) ou salina por via s.c. sendo deixados em repouso sobre manta
térmica com temperatura constante de 36° C. Em seguida, foram
cuidadosamente transportados ao microscopio com epi-iluminagdo (Nikon Ti-
E), equipado com um filtro de luz azul (lampada de mercario 100W,
comprimento de onda de excitacdo de 465-495 nm e de emissao de 515-555

nm). Foram ent&o selecionadas vénulas variando entre 10 e 15 um de diametro
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(observadas com objetiva de aumento de 60x) e feito o registro da velocidade
basal das hemécias (fluxo sanguineo) por um periodo de aproximadamente 2
minutos (Figura 6). Vinte e cinco minutos apds a administracdo da P1G10 ou
P1G10-IAA ou salina, foi realizada a inducédo trombdtica de acordo com um
meétodo previamente descrito por ROESKEN et al (1997). Brevemente, através
da cauda canulada, foi realizada a administracéo i.v. de 0,15 mL (6 % p/v) do
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina-dextrana (FITC-dextrana, peso
molecular 150.000, Sigma, EUA), o qual fornece o contraste para visualizacao
do plasma, além de participar da inducao trombatica fotoquimica (ROESKEN et
al 1997). A seguir, a trombose foi induzida na microcirculacdo da superficie
dorsal da orelha do camundongo por exposicéo (10 min) do FITC-dextrana a
luz azul. A area de exposicdo da orelha a fotoestimulacdo foi de
aproximadamente 300 pm e o campo de observacdo de 150 pm. Apds 10 min
de estimulagdo continua da formacgdo trombdtica, o fluxo no vaso foi registrado
por um outro periodo de 10 min (utilizacdo de luz verde, incapaz de induzir
trombose fotoquimica), afim de avaliar a ocorréncia ou ndo de recanalizacao.
No set up de gravacao das imagens obtitidas pela microscopia intravital (Figura
7) foi utilizada uma camera de video Dage-MTI®, ligada a um sistema de
gravacdo com mesa de edicdo DVCAM (Sony®), sendo os videos convertidos
em computador para o formato AVI pelo programa VirtualDub, afim de permitir

a analise posterior das imagens digitais.
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Figura 6. Desenho experimental do protocolo da avaliagdo da atividade antitrombética de P1G10
em funcdo do tempo. Depois de anestesiado, cada camundongo recebeu P1G10 (2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg),
ou P1G10-1AA ou salina por via s.c.. Apés 25 min, o animal foi colocado sob o microscépio e, uma vez
selecionado o vaso, as imagens do fluxo sanguineo basal foram registradas por pelo menos 2 min. A
seguir, o trombo foi induzido através da injecdo i.v. de FITC-dextran (150pL, 6%) e fotoestimulagdo com
luz azul por 10 min. O fluxo sanguineo foi registrado por 20 minutos para posterior obtengdo da

Velocidade dos Glébulos Vermelhos (VGV, expressa em pm/s).
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Figura 7. Set up da microscopia intravital fruorescente. Imagem fotografica do sistema de aquisicéo,
captura e analise das imagens do fluxo sanguineo da microcirculagdo da orelha dos camundongos,
obtidas por microscopia intravital, apés inducao do trombo fotoquimico. A seta em primeiro plano indica o
animal anestesiado sobre o microscépio de epi-iluminagdo invertido o qual esta acoplado a uma camera
de video (ndo mostrada) durante a fotoestimulagdo do FITC-dextran. Ao fundo, seta dupla mostrando
sistema on-line de captacdo e gravacdo de imagens, consistindo de gravador DVCAM (esquerda) e
computador (direita). No monitor, pode-se observar o contraste da albumina fluorescente contra a imagem

escura dos glébulos vermelhos no interior do vaso sanguineo (seta).
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A analise das imagens digitais foi feita através do programa ImageJ (National
Institute of Health, EUA). Com a finalidade de obter a velocidade dos glébulos
vermelhos (VGV), em um/s, foi tracado sobre cada vaso analisado uma régua
virtual (Figura 8), cujo comprimento arbitrario € dado em um numero conhecido
de pixels (um pixel € a menor unidade que forma uma imagem digital e, nas
imagens analisadas, mede 4,7 um). Em seguida mediu-se o numero de
quadros (frames), necessarios para um globulo vermelho atravessar a régua
virtual. A conversédo da velocidade para um/s foi realizado por regra de trés,
sabendo-se que, nos videos obtidos, cada pixel da régua mede 4,7 um e que,
através do sistema de filmagem utilizado, captura-se 29,97 quadros/s. A
determinacao offline da VGV no vaso foi feita em intervalos de 10 s e, a seguir,
o valor de cada velocidade foi normalizado em funcdo da média da VGV obtida

da andlise do fluxo sanguineo basal.
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Figura 8. Imagens obtidas para a determinagdo da velocidade dos glébulos vermelhos (VGV). Os
videos obtidos durante os experimentos foram analisados offline utilizando-se o programa ImageJ, a fim
de obter a velocidade das hemécias. Para isto, foi tragada sobre o vaso analisado uma régua virtual (em
vermelho), com seu comprimento definido arbitrariamente com um ndmero de pixels conhecido. O nimero
de quadros necessario para que cada hemacia cobrisse toda a régua foi medido a cada 10 segundos.
Sabendo que cada segundo de filmagem contem 30 quadros e que cada pixel corresponde a 4,7 pum foi
possivel converter a VGV de quadros/pixel para pm/s. O valore da VGV em cada momento da andlise foi

normalizado em funcdo da VGV média do vaso durante seu fluxo basal, o qual foi considerado como 1.
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4.9 Avaliacdo da agregacao plaquetaria

ApoOs a separacédo do plasma rico em plaquetas (PRP), o sangue remanescente
no tubo foi novamente centrifugado (3.000 rpm, 20 min) para a obtencao do
plasma pobre em plaquetas (PPP). A seguir foi feita a determinagéo inicial do
ndmero de plaquetas na amostra de PRP (Coulter® T-890, Chrono-log) e o
nimero de plaquetas foi ajustado com PPP para se obter 3,0 x 10® plaquetas
/mL. Os ensaios de agregacao plaquetaria foram adaptados do método descrito
por BORN e CROSS (1963). Brevemente, 450 pL de PRP foram incubados por
10 min com P1G10 (0,25, 0,50 ou 1,0 pg/pL), ou P1G10-IAA (1,0 pg/pL) ou
agua deionizada. A seguir, 50 pL do agente agregante ADP (600 pM) (Serva®
Elecrophoresis) foram adicionados ao PRP, desencadeando a agregacao
plaguetaria. O processo de agregacao foi aferido por 10 minutos (600 s) e a
percentagem de agregacdo maxima das plaquetas foi registrada por um
computador acoplado a um agregdémetro de modelo PACKS-4® (Helena
Laboratories), sendo os dados obtidos (curvas e porcentagem de agregacao
maxima) impressos para posterior analise quantitativa e qualitativa. Todas as
amostras de P1G10 foram adicionadas em volume de 5 pL e todos os

reagentes foram mantidos a temperatura de 37°C durante o ensaio.
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4.10 Tempo de trombina (TT) e concentracado plasmatica de fibrinogénio.

Os ensaios de tempo de trombina (TT) foram realizados conforme descrito por
CLAUSS e colaboradores (1957). Inicialmente foi determinada a curva de
calibracdo (Figura 9) que relaciona o tempo de trombina a concentracdo de
fibrinonénio na amostra, a partir de fibrinogénio (TriniCAL®, plasma humano
citratado e liofilizado) que acompanha o kit Triniclot® Fibrinogen (Trinity
Biotech), conforme instru¢c6es do fabricante. O kit também contém um reagente
de trombina bovina (75 NIH U/mL). Os ensaios in vitro foram realizados em
plasma de ratos Wistar machos (n = 5), usando 0 mesmo reagente de trombina
descrito acima. Nestes ensaios, concentracdes crescentes de P1G10 (0,25,
0,50. 1,0 ou 2,0 pg/uL), ou P1G10-1AA (2,0 pg/uL), ou agua deionizada (5 pL)
foram incubadas a 37°C com 100 pL de plasma obtido como descrito
anteriormente. A seguir, foram acrescentados ao plasma 50 pL de reagente de
trombina pré-incubado a 37°C e o tempo até a coagulacdo foi medido
automaticamente. Tanto para a determinacdo da curva de calibragdo quanto
para os ensaios com P1G10 foi utilizado um coagulémetro da marca STAGO
STA4.

Concentragio de Fibrinogénio {(mafdL)

Tempo de trombina (s)

Figura 9. Curva de calibragdo da concentracdo de fibrinogénio (mg/dL) em fun¢&o do tempo de trombina
(s) obtida conforme instruc¢des do kit TriniCLOT® Fibrinogen.
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4.11 Avaliacéo do efeito fibrinolitico de P1G10

O efeito fibrinolitico de P1G10 foi avaliado pelo método da placa de fibrina
(ESTEVAO-COSTA et al, 2000). Brevemente, 63 pL de uma solucédo de
trombina (Sigma, USA) a 32 NIH U/mL foram adicionados a 15 mL de uma
solucéo de fibrinogénio (Sigma, USA) (3,0 mg/mL) dissolvida em tamp&o de
Tris-HCI (pH 7,4). A mistura foi homogeneizada, vertida sobre uma placa de
Petri e mantida em temperatura ambiente por 2 h, para formacédo do coagulo de
fibrina. A seqguir, 5 pL de solugdes contendo diferentes concentragbes de
P1G10 (0,10; 0,20; 0,40; 0,70 ou 1,0 pg/uL) foram adicionados a superficie de
diferentes placas de fibrina, as quais foram incubadas overnight. Finalmente, os
diametros dos halos formados sobre a placa de fibrina foram medidos e
expressos em fungéo da concentracao de P1G10 testada.
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5. RESULTADOS

Para avaliar a atividade da fracdo P1G10 sobre a coagulagdo sanguinea in
vitro foi inicialmente determinada sua acéo sobre o tempo de protrombina (TP)
e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Tendo sido observado um
prolongamento significativo no tempo de coagulacdo através de ambos os
parametros, buscamos conhecer o efeito da fracdo P1G10 sobre a formacao de
trombos in vivo, utilizando o modelo de trombose induzida por reacao
fotoquimica (FITC-dextrana) na microcirculacdo da orelha de camundongos
hairless. A partir da observacdo de uma importante atividade antitrombotica da
P1G10 nesse modelo, propusemo-nos a tentar elucidar, ao menos
parcialmente, os mecanismos envolvidos nesta atividade utilizando ensaios in
vitro. Foram avaliadas as atividades fibrinogenolitica e antiagregante
plaquetaria de P1G10 em amostra de plasma de ratos Wistar, bem como, a
clivagem de fibrina (fibrindlise). Todos os resultados sdo detalhadamente

descritos abaixo.

5.1 Efeito de P1G10 sobre o Tempo de Protrombina

A acdo de P1G10 sobre a coagulacdo plasmatica pelo tempo de protrombina
(TP), avaliada em diferentes concentracdes (0,25, 0,50, 1,0 e 2,0 ug/uL), foi
determinada (Figura 10). Embora na concentracdo de 0,25 e 0,50 nédo tenha
sido observada qualquer alteragio no TP, em 1,0 pg/uL houve um
prolongamento significativo do tempo de coagulagéo (15,8 £ 2,4 s) em relacao
ao controle (10,7 £ 0,4 s) (p<0,05, One Way ANOVA, post-test Bonferroni).
Quando a concentracao foi elevada para 2,0 ug/pL, ndo houve coagulacdo do
plasma no periodo de 200 segundos, sendo entdo a contagem interrompida
manualmente (p<0,0001, One Way ANOVA, post-test Bonferroni). No entanto,
a coagulacdo plasmética na presenca de P1G10-I1AA (8,3 + 0,5 s) ndo sofreu

qualquer alteracéo.
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5.2 Efeito de P1G10 sobre o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

Para a avaliacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) (Figura
11) foram testadas as mesmas concentracdes plasméaticas de P1G10 utilizadas
no experimento anterior. Embora na concentracdo de 0,25 ndo tenha sido
observada qualquer alteracdo no TTPA, houve um prolongamento
concentracédo-dependente no tempo de coagulagdo nas demais concentragdes
testadas. Enquanto observou-se um prolongamento significativo nos tempos de
coagulacédo nas concentracdes de 0,5 pg/uL (47,0 £ 6,3 s) e 1,0 ug/uL (92,4 £
11,7 s) em relagdo ao controle (19,0 = 2,1 s) (p<0,0001, One-Way ANOVA,
post-test Bonferroni), na concentracdo de 2,0 ug/uL ndo houve coagulacdo do
plasma no periodo de 200 segundos, quando a contagem foi interrompida
manualmente (p<0,0001, One-Way ANOVA, post-test Bonferroni). Entretanto, o
efeito anticoagulante de P1G10 ndo foi importante quando o plasma foi
incubado com P1G10-IAA (17,4 £ 1,7).
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Figura 10. Efeito de P1G10 sobre o tempo de protrombina (TP) in vitro. Amostras de plasma (50pL)
de ratos Wistar (n=5) foram analisadas apds incubacéo (5 min) com concentragfes crescentes de P1G10
(0,25, 0,50, 1,0 2,0 pg/pL) ou P1G10-IAA, ou agua deionizada. Apds a adicdo de Thromborel® (100uL) o
tempo de formagdo do coagulo foi determinado em coagulémetro (*p<0.05; *** p<0,0001 em relac&o ao

controle; it p<0,0001 entre concentra¢des; One-Way ANOVA, Post-test Bonferroni).
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Figura 11. Efeito de P1G10 sobre o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) in vitro.
Amostras de plasma (50uL) de ratos Wistar (n=5) foram incubadas (5 min) com concentra¢des crescentes
de P1G10 (0,25, 0,50, 1,0 2,0 pg/uL) ou P1G10-IAA, ou agua deionizada. Apds este periodo, foram
adicionados Actin® (50 pL) e cloreto de calcio (50pL, 0,025mol/L) a amostra, e o tempo de formagéo do
coagulo foi determinado em coagulémetro (***p<0,0001em relagdo ao controle; it p<0,0001 entre

concentragfes, One-Way ANOVA, pos-test Bonferroni).
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5.3 Avaliacdo do efeito antitrombotico de P1G10 in vivo por microscopia
intravital fluorescente.

Depois de anestesiados, camundongos hairless receberam dose Unica (s.c.) de
P1G10 (2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg) ou P1G10-IAA 5 mg/kg, ou salina. A atividade
de P1G10 sobre a formacao de trombos foi avaliada, por microscopia intravital,
em modelo de trombose induzida fotoquimicamente na microcirculacdo da
orelha, conforme descrito em Materiais e Métodos. Em todos os animais, a
administracdo do FITC-dextran foi feita 2 min apds o registro do fluxo
sanguineo basal. Na avaliacéo estatistica do efeito de P1G10 sobre a VGV em
grupos de camundongos hairless (n = 5/grupo) (Figura 12A), observou-se que
no grupo controle houve uma completa interrup¢do do fluxo 6 min apés a
inducdo trombdtica, e esta obstrucdo se manteve estavel ao longo de todo o
periodo experimental (20 min). Apesar de, na dose de 2,5 mg/kg, se observar a
formacado de trombo na microcirculagdo, este processo aconteceu tardiamente
(10 min) em relacédo ao grupo controle. Notavelmente, porém, nos grupos que
receberam doses de 5,0 e de 7,5 mg/kg de P1G10, a avaliacdo da VGV
mostrou que nao houve obstrucdo trombdtica estavel do fluxo sanguineo
durante todo o periodo de analise dos vasos. Além disso, na dose de 5 mg/kg,
a VGV retornou a um nivel equivalente a velocidade basal 17 min apds a
inducao do trombo (seta), enquanto na dose de 7,5 mg/kg, este retorno ocorreu
20 min apods a inducdo trombotica (seta). Quando 5 mg/kg de P1G10-1AA foi

administrada, nao foi observado qualquer efeito antitrombotico.
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Com a finalidade de quantificar, nos grupos testados, a significancia do efeito
antitrombdtico observado, foi determinada a area sob a curva ao longo da
escala de tempo de analise da VGV em cada grupo (Figura 12B). Dessa
maneira, observou-se que na dose de 2,5 mg/kg (4,6 £ 1,3), P1G10 n&o alterou
significativamente a obstrucdo trombotica dos vasos analisados em relacdo ao
controle (3,9 £ 1,7). Contudo, na dose de 5,0 mg/kg, verificou-se um importante
efeito antitrombético (17,7 + 12,3, p< 0,05, One-Way ANOVA, post-test
Bonferroni). Por outro lado, na dose de 7,5 mg/kg, embora se observe uma
clara tendéncia de aumento da area sob a curva (11,9 + 6,2), ndo foi
encontrada diferenca estatistica. Da mesma forma, no grupo que recebeu
P1G10-1AA 5,0 mg/kg, ndo houve diferencga estatistica da VGV em relacdo ao
grupo controle. Nos gréaficos da Figura 11 evidenciamos as alteracdes da
velocidade dos glébulos vermelhos (VGV) nos vasos de um animal, nas
diferentes condicdes experimentais (controle, P1G10, e P1G10-IAA) (Figura
12C, graficos A-E).
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Figura 12. Efeito P1G10 sobre a velocidade dos glébulos
vermelhos (VGV) na circulacéo da orelha de camundongos
hairless apds obstru¢do trombética induzida por FITC-
dextran. (A) Os animais (n=5/grupo) receberam P1G10 2,5
mg/kg ou 5,0 ou 7,5 mg/kg ou P1G10-1AA 5,0 mg/kg ou salina
em dose Unica por via s.c., 30 min antes da indugdo tromboética.
No microscopio de epi-iluminagdo, receberam injecéo de FITC-
dextran (i.v., 150 pL, 6%) e incidéncia local de luz de por 10
min. As imagens digitais obtidas foram analisadas “offline” para
obtencéio da VGV a cada minuto, durante 20 min. (B) Area sob
a curva da VGV nos grupos tratados com P1G10 ou P1G10-
IAA, ou salina (* p<0,05 One-Way ANOVA, post-test
Bonferroni). (C) Graficos representativos da velocidade dos
glébulos vermelhos (VGV) em um animal de cada grupo
experimental. Seta indica momento da administra¢do do FITC-
dextran.
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5.4 Avaliacédo do efeito antiagregante plaquetéario de P1G10

Inicialmente foram definidas as condicfes experimentais ideais para se obter a
méaxima agregacdo plaquetaria, além de saturagdo da curva de agregacao.
Para isso, inicialmente foram definidas a melhor concentragédo de adenosina
difosfato (ADP) a ser usada como agente agregante e, a seguir, 0 numero de
plaguetas no plasma rico em plaquetas (PRP), obtido da amostra de sangue
coletado de ratos Wistar. Na avaliacdo da saturacdo da curva de agregacao
(Figura 13A), na concentragdo de 300 pM e 600 pM de ADP, nota-se a
formacdo de um platé, o que nao foi observado na concentracdo de 100 uM,
indicando ocorrer desagregacao plaquetaria na menor concentracdo de ADP.
Nos resultados de experimentos realizados em triplicadas, através de andlise
estatistica, ndo foi observada diferenca (One-Way ANOVA, post-test
Bonferroni) na percentagem de agregacdo plaquetaria méaxima entre as
concentraces de ADP testadas (100, 300 e 600) (dados ndo mostrados).

Diante dos resultados, optou-se por realizar os experimentos seguintes fixando
a concentracdo do ADP em 600 uM, de modo a permitir um excesso deste
agente agregante durante 0s experimentos e evitar desagregacao das
plaguetas. Para investigar se a agregacdo maxima obtida poderia melhorar
dependendo do numero de plaguetas, foi avaliada a percentagem de
agregacdo plaquetaria em 1,0, 3,0 e 5,0x10® plaquetas/mL (Figura 13B). Foi
observado que a agregacdo em 5,0x10® plaquetas/mL (79,4 + 3,4%) e em
3,0x10° (71,5 + 7,2%) se equivalem, porém ambas foram superiores a obtida
com 1,0x10® (49 + 5,0%, p<0,05, One-way ANOVA, post-test Bonferroni).
Diante dessa observacgdo, optou-se por fixar o numero de plaquetas do PRP
em 3,0x10% (*p<0,05 em relacdo a 1,0x10%, One-way ANOVA, post-test

Bonferroni).
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Figura 13. Determinacgéo do perfil de agregacédo plaquetaria em funcéo da concentracdo de ADP e
do nimero de plaquetas em plasma rico em plaquetas (PRP). (A) Amostras de PRP (3,0x108/ mL) de
ratos Wistar foram ativadas por concentraces crescentes de ADP (100, 300 e 600 pM) e o perfil da
agregacao plaquetaria foi registrado durante 10 min (600 segundos). (B) A agregacéo plaquetéria maxima
(%) de amostras de PRP em densidades crescentes (1,0, 3,0 e 5,0x108plaquetas/mL) foi avaliada apoés
ativacdo com 600 puM de ADP (* p<0,05 em relagdo a 1,0x108plaquetas/mL, One-way ANOVA, post-test
Bonferroni). Ensaios feitos em triplicata por agregometria de transmisséo.
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Nos experimentos de inibicdo da agregacdo plaquetaria por P1G10, a
percentagem média de agregacdo em amostras controle, em que se adiciona
salina e ADP, foi considerada como 100% e, assim, 0% de inibicdo (Figura
14A). Amostras de PRP (n = 4) foram incubadas a 37°C por 10 min com agua
deionizada, ou concentragdes crescentes de P1G10 (0,25, 0,5 e 1,0 pg/uL) ou
P1G10-I1AA 1,0 pg/uL. Observou-se uma tendéncia de inibicdo da agregacao
das plaquetas na concentracdo de 0,25 pg/uL (10 + 3,4%), que, porém, nao
assumiu significancia estatistica em relacdo ao controle. Entretanto, verificou-
se uma inibicdo significativa da agregacdo plaguetaria nas concentracdes de
0,5 pg/uL (25,3 £ 1,9%, p<0,05) e de 1,0 pg/pL (43,9 £ 14,9%, p<0,05), onde foi
observada uma relacdo dependente da dose (p<0,05) do efeito antiagregante
de P1G10. A inibigcao por P1G10-IAA 1,0 pg/uL (6,3 £ 4,5%) néo foi significativa
(One-way ANOVA, post-test Bonferroni). A figura 14B ilustra o perfil da inibigdo

da agregacao plaquetaria nas diferentes concentracdes de P1G10 avaliadas.
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5.5 Efeito de P1G10 sobre o Tempo de Trombina

A avaliacao do tempo de trombina (TT) do plasma de ratos Wistar (n = 5) apos
a incubacado (5 min) de 100 pyL de plasma com concentracdes crescentes de
P1G10 (0,25, 0,5, 1,0 ou 2,0 pg/uL), ou P1G10-IAA 2.0 pg/uL ou agua
deionizada (Figura 15A) mostrou que na concentracao de 0,25 upg/uL, P1G10
prolongou o TT em 3,6 vezes (28 + 9 s, p<0,0001) em relacdo ao controle (8 £
1 s). Além disso, nas concentracdes de 0,5, 1,0 ou 2,0 pug/uL, ndo houve
coagulacdo detectavel do plasma durante 200 s (p<0,0001), quando a
contagem do tempo foi interrompida automaticamente. Entretanto, quando
P1G10-1AA 2,0 pg/uL foi incubada com a amostra, o TT nao foi diferente do
controle (***p<0,0001, One-way ANOVA, Post-test Bonferroni).

A fim de estabelecer uma relacdo de concentracdo-resposta de P1G10 sobre o
TT nas amostras de plasma, foram realizadas avaliacbes utilizando
concentracbes menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ou 0,25 pg/uL)
(Figura 15B). Os resultados demonstraram que a menor concentracao de
P1G10 capaz de prolongar o tempo de trombina foi a de 0,20 pg/uL (29 + 9s,
p<0,0001), ndo havendo diferenca estatistica entre este prolongamento do TT
e aquele observado na concentracdo 0,25 pg/pL (***p<0,0001, One-way
ANOVA, post-test Bonferroni).
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Figura 14. Inibicdo da agregacédo plaquetaria na presenca de P1G10. (A) Apéds incubadas a 37°C por
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Figura 15. Determinagdo do tempo de trombina (TT) frente a concentragdes crescentes de P1G10
in vitro. (A) P1G10 (0,25, 0,50, 1,0, 2,0 pg/uL), ou P1G10-IAA (2,0 pg/pL), ou agua deionizada foi
incubada (5 min) com plasma (100 pL) de ratos Wistar (n=5) e, a seguir, foi avaliado o TT. (B) Nas
mesmas condic¢des, avaliou-se o efeito de concentragdes menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20
ou 0,25ug/uL) sobre o TT. O tempo de trombina foi avaliado por coagulometria e os resultados expressos
em média + E.P.M. (*** p<0,0001 em relagdo ao controle, i p<0,0001 entre concentracdes, One-way
ANOVA, post-test Bonferroni).
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5.6 Efeito de P1G10 sobre a concentracéo de fibrinogénio in vitro.

Na determinacao in vitro da concentracéo de fibrinogénio em plasma (100 pL),
pré-incubado por 5 min com concentra¢gdes crescentes de P1G10 (0,25, 0,5,
1,0 e 2,0 pg/pL) (Figura 16A), observou-se uma reducao significativa nos niveis
de fibrinogénio (27,4 £ 8,8 mg/dL, p<0,0001) ja na concentracdo de 0,25 ug/uL.
Essa reducgéo foi de aproximadamente 10 vezes em relagéo ao controle (303,6
+ 32,8 mg/dL). Nas concentracdes seguintes, os niveis de fibrinogénio
decairam intensamente, de modo que suas concentracdes nao foram
detectadas pelo coaguldbmetro. No entanto, na presenca de P1G10-1AA 2,0
pg/uL, nao foi verificada qualquer alteracao significativa em relagéo ao controle
(p<0,0001, One-way ANOVA, post-test Bonferroni).

A fim de estabelecer uma relacdo de concentracéo-resposta de P1G10 sobre o
nivel de fibrinogénio nas amostras de plasma, foram realizadas avaliacGes
utilizando concentra¢cdes menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ou
0,25 pg/pL) (Figura 16B). Os resultados mostram uma redugéo significativa nos
niveis de fibrinogénio a partir de 0,05ug/uL de P1G10 (207,5 + 15,2mg/dL,
p<0,001) em relacéo ao controle (273,7 £ 9,9 mg/dL). Essa reducdo se torna
mais expressiva em funcdo do aumento das concentracfes para 0,10ug/pL de
P1G10 (157,7 + 25,0 mg/dL, p<0,0001), 0,15pg/puL (153,8 + 24 mg/dL,
p<0,0001), 0,20ug/uL (84,2 + 24,3 mg/dL, p<0,0001) e 0,25ug/uL (27,4 + 8,8
mg/dL, p<0,0001). Foi observada, ainda, uma relagdo concentragédo-resposta
entre 0,05 e 0,10ug/puL de P1G10 (p<0,05), 0,15 e 0,20 pg/uL (p<0,0001) e
entre 0,20 e 0,25 pg/pL (p<0,001) (One-way ANOVA, post-test Bonferroni).
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Figura 16. Efeito de P1G10 sobre a concentracédo de fibrinogénio in vitro. (A) P1G10 (0,25, 0,50, 1,0
ou 2,0 pg/pL) ou P1G10-IAA ou agua deionizada foi incubada (5 min) com plasma (100 pL) de ratos
Wistar (n = 5) e, a seguir, foi avaliada a concentracdo de fibrinogénio (mg/dL) na amostra. (B) Nas
mesmas condi¢des, avaliou-se o efeito de concentracées menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15,
0,20pg/pL) sobre a concentracdo de fibrinogénio. A concentracdo de fibrinogénio foi avaliada por
coagulometria e os resultados expressos em média + E.P.M. (**p<0,001, *** p<0,0001 em relacdo ao

controle, ¥ p<0,05, ™ p<0,001 ** p<0,0001 entre concentracdes, One-way ANOVA, post-test Bonferroni).
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5.7 Avaliacédo do efeito fibrinolitico de P1G10

A atividade fibrinolitica de P1G10 foi qualitativamente avaliada pelos diametros
dos halos produzidos em malha de fibrina em placa de Petri (Figura 17A).
Concentragcdes crescentes de P1G10 (0,10, 0,20, 40, 0,70, 1,0 pg/uL) foram
adicionadas sobre a fibrina formada nas placas (n = 2) e, apds incubacédo
(“overnight”, a 37°C), os didmetros dos halos produzidos foram medidos.
Observou-se um efeito fibrinolitico dependente da concentracdo, em que o
diametro dos halos aumentou em funcdo da concentracdo de P1G10
adicionada a placa de fibrina. Nas 3 primeiras concentracbes de P1G10
testadas (0,1, 0,2, e 0,4 pg/pL), o aumento médio dos halos foi maior (0,3, 0,5 e
1,37 cm, respectivamente). Nas ultimas concentragbes (0,7 e 1,0 pg/pL),
observa-se uma tendéncia a formacdo de um platé nos valores médios dos

diametros (1,55 e 1,67 cm, respectivamente).

A atividade fibrinolitica de P1G10 e de P1G10-IAA foi qualitativamente
comparada a da toxina mutalisina (Figura 17B). Cada substéancia foi adicionada
na dose de 1 ug (0,2 pg/pL) as placas contendo polimero de fibrina, que foram
incubadas overnight, a 37°C. Observou-se que o didmetro médio (0,45 cm) do
halo formado por P1G10 foi de aproximadamente 41% daquele formado (1,1
cm) por mutalisina. Além disto, a adicdo de P1G10-IAA ndo resultou em
formacao de halo na malha de fibrina. 5 pL de agua deionizada foram usadas
como controle. A figura 16C ilustra a placa de fibrina, onde se pode observar os
halos formados por P1G10 (B) e mutalisina (D), enquanto nota-se auséncia de

halos no controle (A), bem como quando P1G10-1AA foi utilizada.
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Figura 17. Efeito fibrinolitico de P1G0. (A) A atividade
fibrinolitica de P1G10 foi medida em duplicata através do
diametro do halo produzido em placas de fibrina apos sua
incubacdo (overnight, 37°C) com concentra¢cfes crescentes de
P1G10 (0,10, 0,20, 40, 0,70, 1,0pg/uL). (B) A atividade
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incubacdo com 1,0 pg (0,2 pg/uL) de cada substancia ou
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dos halos produzidos na placa de fibrina apés incubagéo com 1
Mg (0,2pg/pL) de P1G10, P1G10-1AA e Mutalisina.
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6. DISCUSSAO

Para avaliar a atividade da fracdo P1G10 sobre a coagulacdo sanguinea foi,
inicialmente, determinada sua agéo sobre o tempo de protrombina (TP) e o
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) em plasma de ratos Wistar.
Tendo sido observado um prolongamento significativo no tempo de coagulacéo
em ambas as técnicas, buscou-se conhecer o efeito da fracdo P1G10 sobre a
formacdo de trombos venosos em ensaios in vivo, utilizando o modelo de
trombose induzida por luz/corante fluorescente em microvasos da orelha de
camundongos hairless. A partir da observagdo de uma importante atividade
antitrombdtica nesse modelo, foi proposto desvendar, ao menos parcialmente,
0S mecanismos envolvidos nesta atividade utilizando para isto ensaios in vitro.
Foram avaliadas as atividades fibrinogenolitica e antiagregante plaquetaria de
P1G10 em amostra de plasma de ratos Wistar, bem como a fibrinélise em
placa de Petri. Os resultados analisados em conjunto, discutidos a seguir,
permitem sugerir um mecanismo coerente para o efeito antitrombotico

observado.

A formacédo de trombos ndo € um evento causado por um fator isolado e bem
delineado. Trata-se, ao contrario, do resultado de uma complexa interacdo
entre plaquetas e moléculas presentes no plasma e nos vasos sanguineos, que
de uma forma invariavelmente complementar, constituem o sistema
hemostatico (FURIE et al., 2005). Para determinar a acao de P1G10 sobre a
coagulagao, foram realizados, inicialmente, os testes de TP e TTPA (Figura 1).
Nas doses testadas, P1G10 foi capaz de prolongar tanto o TP, como o TTPA.
Por si sO, essas observagfes ndo sdo suficientes para definir o mecanismo
responsavel pelas hemorragias observadas nos estudos toxicologicos, pois tais
testes ndo sdo capazes de apontar quais fatores poderiam ser alterados pela
acdo de P1G10. Esses resultados também n&o levam em conta a participacao
das plaquetas que, em conjunto com os fatores da coagulacdo plasmética, tém
um papel determinante na hemostasia (JACKSON et al, 2003). Por outro lado,
o prolongamento observado no TP e TTPA demonstra que P1G10
definitivamente possui acdo sobre um ou mais dos componentes fundamentais
para a formacdo do coagulo in vitro. Sabendo-se que o TP é sensivel as

deficiéncias de fatores das vias extrinseca (VIl) e comum (X,V, Il e I) e que o
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TTPA é sensivel as deficiéncias das vias intrinseca (XII, XI, IX e VIII) e comum
(X,V, Il e 1), pode-se admitir que os prolongamentos observados em ambos o0s
testes podem refletir um efeito sobre um anico fator comum as duas vias ou um
efeito sobre multiplos fatores. Além disto, quando esta P1G10 foi utilizada com
sua atividade proteolitica innibida IAA (iodoacetamida), os tempos de
coagulacdo medidos ndo foram diferentes dos controles, evidenciando que a
inibicdo da coagulacéo é dependente da atividade proteolitica de P1G10,

A atividade anticoagulante de P1G10 parece ser mais potente quando avaliada
pelo TTPA, posto que por esta medida a inibicdo da coagulacdo se deu de
forma significativa ja na concentracdo de 0,5 pg/uL (concentracdo final no
plasma), aumentando de uma forma dependente da concentragdo até 2,0
pg/puL. Contudo, pelo teste de TP, somente a partir de 1,0 pug/uL pode ser
observado efeito anticoagulante expressivo. Deve-se salientar que na
determinacao de TTPA a importancia do cininogénio de alto peso molecular e
da pré-calicreina séo, também, consideradas na formacéo do coagulo (FURIE
et al., 1992). Essas macroproteinas plasméaticas poderiam ser clivadas por
P1G10, o que contribuiria para o efeito anticoagulante mais expressivo
observado. Além disso, a maior poténcia de P1G10 em prolongar a coagulacao
pelo TTPA pode se dever também a clivagem, isoladamente ou em conjunto,
dos fatores XlI, Xl, IX e VIII, os quais ndo estdo envolvidos na coagulacdo in
vitro avaliada pelo TP (MACFARLANE et al., 1964). Portanto, a via intrinseca,
por ser naturalmente uma via mais complexa, comporta um maior nimero de
sitios para a acédo proteolitica de P1G10, e o conjunto desta acdo prolonga de

forma importante o tempo de coagulacao.

Na atividade anticoagulante medida pelo TP, a participacdo do fator tissular
(TF) é fundamental. Entretanto, o método ndo permitiu avaliar se P1G10
alteraria esse fator, pois este € adicionado, na forma de tromboplastina
adicionada de fons Ca?*, somente apds a incubacéo da amostra com P1G10 e
imediatamente antes de se iniciar a contagem do tempo de coagulacdo. De
fato, € justamente a adicdo de tromboplastina calcica que permite o inicio do
processo de coagulacdo pelo teste do TP. Pode-se especular que o
mecanismo pelo do qual P1G10 atua sobre a via extrinseca pode estar

relacionado ao seu efeito proteolitico sobre o FVII, que além de ser exclusivo
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desta via, participa da iniciacdo da mesma (MACFARLANE et al., 1964).
Entretanto, além de uma possivel acdo sobre a via extrinseca e intrinseca
isoladamente, a analise conjunta dos resultados do TP e do TTPA permite
inferir uma possivel acdo da P1G10 sobre fator (es) da via comum. Nesse
caso, P1G10 poderia atuar, isoladamente ou em conjunto, sobre FX, FV,
protrombina (FIl), fibrinogénio (FI) ou fibrina (Fla). Como visto anteriormente, o
complexo protrombinase (FXa/FVa) participa na formacao de trombina, a qual
converte fibrinogénio em fibrina (MACFARLANE et al., 1964). Assim, a perda
da funcéo da trombina, seja por atuacéo direta de P1G10 sobre esta, seja por
acao sobre o complexo protrombinase, naturalmente levaria ao prolongamento
do tempo de coagulag&o, por ambos os testes, TP e TTPA. Da mesma forma,
como a formacao de fibrina, que compreende a Ultima etapa do processo de
formacdo do coagulo, depende do fibrinogénio, a acao proteolitica de P1G10

sobre este ultimo levaria ao prolongamento tanto do TP como do TTPA.

Com base nos resultados acima, € possivel admitir indubitavelmente que houve
um prolongamento do tempo de coagulacdo na presenca da fragdo P1G10 em
cada um dos testes, resultante da acdo desta sobre um ou mais fatores da

coagulacéo.

AplOs essas primeiras evidéncias de acdo anticoagulante de P1G10, foi
investigado se esta fragdo possui efeito de natureza anti-hemostatica in vivo.
Para testar essa hipoétese, foi utilizado o modelo de trombose microvascular
induzida por luz/corante na orelha de camundongo hairless, estabelecido por
Roesken et al. (1997).

A técnica envolve a administracdo sistémica de um corante fluorescente
associado a uma macromolécula, seguida de exposi¢do local da orelha do
camundongo a epi-iluminagdo em uma faixa de excitagdo apropriada. A foto-
ativacdo induz uma lesao endotelial limitada ao local que recebe o foco da epi-
iluminacao, e disto resulta um aumento gradual do trombo luminal na érea de
iluminacdo. Em arteriolas, mas ndo em vénulas, a resposta €, geralmente,
acompanhada de vasoconstricdo. A vasoconstricdo arteriolar independe das
plaguetas, uma vez que a reducdo das plaquetas circulatérias prolonga

notavelmente o tempo até a formacdo do trombo, mas nao influencia a
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vasoconstricdo (LINDBERG et al., 1994). Para induzir a lesdo endotelial sé&o
necessarios tanto a luz como o corante fluorescente, pois a presenca de
apenas um deles ndo se mostra capaz de induzir um trombo estavel e,
portanto, detectavel. Além disso, a inducédo trombotica independe da acédo da
luz ultravioleta (UV) e do calor produzidos pela lampada de excitacéo, ja que
sao interpostos filtros para a luz UV e calor no trajeto da luz (ROSENBLUM et
al., 1977).

O mecanismo envolvendo a formagéo de trombos nesse modelo de luz/corante
fluorescente parece ser mediado pela liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), especialmente o oxigénio atdbmico, o qual é gerado pela
excitacdo do fluor6cromo (SHINDO et al., 1996). De fato, agentes que
capturam oxigénio atbmico demonstraram inibir a formacéo trombética induzida
por luz/corante fluorescente tanto in vitro (RUMBAUT et al., 1999), como in
vivo (HERRMANN et al., 1983).

Em arteriolas, em geral ndo se encontram células, apenas plaquetas, no
trombo fotoquimico. Em vénulas, além de plaguetas, eventualmente podem ser
vistos leucdcitos, sobretudo neutrofilos, aderidos as bordas do trombo
(ROESKEN et al., 1997). Além disto, uma caracteristica marcante do modelo é
a presenca de adesao plaquetaria ao endotélio vascular (POVLISHOCK et al.,
1987). Nao ocorre, portanto, denudacao do endotélio como em métodos que
utilizam cloreto férrico e laser como indutores tromboticos, onde as plaquetas
se aderem, ndo ao endotélio, mas a componentes da matrix subendotelial
(GORDON et al., 1973).

Um destaque interessante do modelo de inducdo trombdtica por luz/corante € a
observacéo frequente de que a predisposicdo para a formacdo trombdtica
difere entre arteriolas e vénulas. Uma explicacdo possivel para isto € a
diferenca de taxas de cisalhamento vascular entre vénulas a arteriolas, posto
gue alguns estudos descrevem a influéncia deste fendbmeno vascular sobre a
formacao trombdtica induzida por luz/corante em arteriolas (SATO et al., 1990).
Entretanto, essa explicagdo ndo é totalmente satisfatoria, pois outros estudos
mostram que a inducdo trombdtica persiste em vénulas cuja taxa de

cisalhamento vascular é equivalente a de arteriolas (RUMBAUT et al., 2004).
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Portanto, sdo ainda necessarios estudos que possam esclarecer se as células
endoteliais de vénulas e de arteriolas apresentam diferente sensibilidade ao
modelo.

Com base nas informacdes conhecidas sobre o modelo, em nosso estudo, foi
proposto utilizarem-se somente vénulas da microcirculacdo na orelha de
camundongo hairless, tendo em conta sua predisposicdo a formacgdo de
trombos, além da j& descrita responsividade a acdo de agentes anti-
hemostaticos (ROESKEN et al., 1997; AGERO et al., 2007). Com a finalidade
de definir vénulas com aproximadamente o mesmo fluxo sanguineo, termo
usado aqui como sinbnimo de vasdo ou escoamento do sangue e cuja
grandeza expressa pelo Sistema Internacional é m?/s, selecionaram-se apenas
vasos em que se podia observar o rolamento de leucdcitos. A seguir, foi
localizado um ponto de continuidade desses vasos cujo diametro estivesse
entre 10 e 15 um. Dessa forma, foi possivel assumir que a velocidade (m/s) do
sangue e o diametro (m?) dos vasos estudados possuiam valores aproximados
entre si. Além disto, com o fim de reduzir a variabilidade experimental e
aumentar a reprodutibilidade do método, manteve-se a taxa de iluminacgao local
em 450-490 nm e a dose administrada do corante isotiocianato de fluoresceina-
dextrana (FITC-dextrana) em 6% p.v. Devemos, também, esclarecer que a via
s.c. foi escolhida neste estudo para a administracdo de P1G10, por ser
sabidamente segura e de facil acesso. Além disso, estudos farmacocinéticos
pré-clinicos conduzidos por nosso grupo demonstraram que P1G10
administrado pela via s.c. fornece biodisponibilidade equivalente a

administragao i.v. (LEMOS et al., submetido).

Com os experimentos de microscopia intravital (Figura 11) péde-se observar
que no grupo controle a velocidade dos glébulos vermelhos (VGV) decresce ja
no primeiro minuto imediatamente apos o inicio da indug&o trombotica, sendo o
fluxo sanguineo, finalmente, interrompido ap6s cerca de 6 min de andlise. Um
perfil semelhante foi encontrado em relatos de ROESKEN et al. (1998), que
avaliaram o efeito antitrombotico de hirudina (inibidor da trombina) em vénulas
de orelhas de camundongos hairless, cujo trombo fotoquimico levou cerca de
5,7 min para obstruir completamente o fluxo em animais controle. Em outro

estudo, relatado por SORG et al. (2006), onde se comparou o efeito
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antitrombdtico de heparina (ativador da antitrombina), hirudina e antitrombina
(inibidor da trombina), observou-se que a completa oclusdo das vénulas nos
animais controle ocorreu cerca de 7 min apds a inducdo trombdética. Dessa
forma, no presente estudo, o grupo que recebeu injecdo de salina s.c. foi
utilizado como controle positivo para o método, validando-o. Ao mesmo tempo,
fornece o pardmetro negativo para a comparagcdo do efeito antitrombético de
P1G10.

Quando 2,5 mg/kg de P1G10 foram administrados, observou-se um
prolongamento médio do tempo até a completa cessacdo do fluxo para
aproximadamente 10 min, ou seja, ocorre um atraso de 66,6% no tempo até a
formacao de um trombo estavel, em relagdo ao controle. Esse efeito foi mais
intenso nas maiores doses testadas, onde observou-se que com 5,0 mg/kg néo
ocorreu formacdo de trombo estavel ou interrupcdo do fluxo sanguineo em
qualquer momento do periodo experimental. Além disso, a partir de 17 min da
andlise, a VGV manteve-se sempre igual ou superior a VGV basal (VGV = 1),
mostrando que P1G10 ndo somente foi capaz de impedir a obstrucao
trombotica do vaso, como também favoreceu o retorno do fluxo ao nivel basal,
revertendo o efeito trombético da associa¢do luz/corante fluorescente. A area
sob a curva (AUC) da VGV durante 20 min da analise na dose de 5,0 mg/kg

mostrou uma atividade antitrombética significativa em relacdo ao controle.

Na dose de 7,5 mg/kg também n&o houve formacdo de um trombo estavel que
levasse a consistente interrupcdo do fluxo durante a analise. Entretanto, seu
efeito foi menos expressivo, ja que néo foi observada significancia estatistica
da érea sob a curva da VGV durante 20 min da analise. Analisando-se a AUC
da VGV entre 0 e 10 min e, em seguida, entre 10 e 20 min apds a
administracdo de P1G10 na dose de 7,5 mg/kg, nota-se que nos primeiros 10
min ndo ocorre efeito antitrombético consideravel em relacdo ao controle. Ja
nos ultimos 10 min, o efeito antitrombdtico é estatisticamente significativo
(dados nédo mostrados). Isso mostra que, nesta dose, a inibicdo da formacao de
um trombo estavel € atingida, embora de forma mais tardia. Além disso, na
dose de 7,5 mg/kg, o retorno do fluxo ao nivel basal (VGV = 1) ocorre 20 min
apos o inicio do periodo experimental, apenas 3 min mais tarde do que na dose

de 5,0 mg/kg. Isto corrobora a observacdo de que esta dose é eficaz na
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prevencao do trombo, ainda que seu efeito se dé mais tardiamente. A VGV de
P1G10-IAA 5,0 mg/kg n&o foi estatisticamente diferente do controle,
evidenciando que a atividade antitrombotica de P1G10 esta estritamente ligada

a sua atividade proteolitica.

Uma peculiaridade foi observada em todos os animais do grupo que recebeu
P1G10 7,5 mg/kg: a formacao de uma lesdo cutanea no local da injecdo. Essa
lesdo foi caracterizada, inicialmente, por vermelhiddo local e edema, a qual,
cerca de 5 h mais tarde, evoluiu para uma ferida circular de 2 a 2,5 cm de
extensdo, com marcada presenca de hematoma nas bordas. Para avaliar se o
efeito lesivo se deu como consequéncia da alta concentracdo de enzimas
proteoliticas presentes na fracdo P1G10 nessa dose, uma injecdo s.c. de
P1G10-IAA 7,5 mg/kg foi administrada em camundongos hairless (n = 3),
guando ndo foram observados sinais lesivos até 5 h apds a injecdo. Pode-se
especular que a lesdo produzida alterou a velocidade de absorcdo e ou a
quantidade de P1G10 absorvida, atrasando o inicio da acdo ou reduzindo a
acdo antitrombdtica. Em estudos farmacocinéticos, observou-se que a
concentracdo maxima sanguinea de P1G10 se deu em até 15 min (primeiro
tempo avaliado) apés a administracdo s.c. de 99mTc-P1G10 1 mg/kg (LEMOS
et al., submetido). Pode-se inferir, assim, que a acdo de P1G10 sobre os
componentes de sistema hemostatico atinge seu pico aos 15 min apos a
administracdo s.c. da fracdo. Um retardamento no tempo até atingir seu pico de
concentracdo plasmaética resultaria, como consequéncia, em uma diminuicdo
significativa do seu efeito antitrombadtico no intervalo de tempo experimental
(20 min). Por outro lado, € preciso considerar que uma perda de integridade do
tecido subcutaneo, bem como uma ruptura de microvasos locais, poderiam
favorecer a absor¢cdo de P1G10. Assim, a fracdo atingiria seu pico de
concentracdo plasmatica em um periodo inferior a 15 min. Desta forma, no
momento da indugéo trombadtica, uma consideravel parte da droga ja teria sido
distribuida, e seu efeito antitrombdtico consequentemente reduzido. Portanto,
para se conhecer com exatiddo como a cinética de absorcéo e distribuicdo de
P1G10 poderia ser alterada na dose de 7,5 mg/kg, fazem-se necessarios
ensaios comparativos de biodisponibilidade em funcéo de o tecido subcutaneo

estar integro ou lesado.
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O efeito antitromboético da fracdo proteolitica P1G10 pode ser comparado
aquele de outras substancias classicamente conhecidas como anti-
hemostéaticas. De forma bastante interessante, segundo ROESKEN et al.
(1998), apds a administracdo de 1 mg/kg de r-hirudina i.v. imediatamente antes
da inducéo trombdtica (FITC-dextran 150.000 i.v. e exposicdo a luz azul) em
orelhas de camundongos hairless, observou-se um prolongamento do tempo
para 9 min até a completa obstrucdo das vénulas. Em nosso estudo, um efeito
semelhante péde ser observado ao se administrar P1G10 2,5 mg/kg s.c. 25 min
antes da inducdo trombdtica, quando o tempo até a completa interrupcdo do
fluxo subiu para cerca de 10 min. Ainda, segundo SORG et al. (2006), nos
animais que receberam, 5 min antes da indug&o trombdtica, injecdo i.v. de
heparina (100 Ul/kg) ou hirudina (1 mg/kg) ou antitrombina (25 Ul/kg),
observou-se um prolongamento significativo (p<0,05, ANOVA, test post-hoc)
nesses tempos até a obstrucdo trombdética para aproximadamente 15, 17 e 17
min, respectivamente. Observa-se, assim, que o efeito antitromboético de
P1G10 relatado neste estudo pode ser comparado ao de outros agentes
antitromboticos testados no modelo aqui utilizado. E interessante notar que a
hirudina, a heparina e a antitrombina sdo agentes que tém a trombina como
seu principal alvo de acdo antitrombdtica. Entretanto, mesmo tendo aqui sido
demonstrada a acdo de P1G10 sobre o fibrinogénio, principal substrado da
trombina, mais estudos séo necessarios para avaliar se o efeito antitrombaético
de P1G10 pode ser dar também a partir de uma acao proteoitica sobre a

prépria molécula de trombina.

Assim, neste estudo, foi possivel identificar uma dose (2,5 mg/kg) que prolonga
0 tempo até a obstrucdo do vaso, e duas doses (5,0 e 7,5 mg/kg) em que ndo
ocorreu interrupgdo continua do fluxo sanguineo durante o tempo de analise

experimental (20 min).

Uma vez tendo observada a acdo antitrombotica de P1G10 in vivo, uma série
de analises in vitro foram empreendidas a fim de propor um mecanismo de
acdo coerente para esse efeito. Observou-se que a acdo antibromdética de
P1G10 ndo é consequéncia de um efeito isolado, antes, se d4 como resultado

de uma consideravel atividade anticoagulante, antiagregante plaquetaria,
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fibrinogenolitica e fibrinolitica, as quais sdo abolidas quando P1G10 tem sua
atividade proteolitica inibida por IAA (P1G10-IAA). Portanto, pode-se partir do
pressuposto de que, mesmo que o efeito anti-hemostatico de P1G10 néo se
deva exclusivamente a sua atividade proteolitica, esta exerce um papel

fundamental para a ocorréncia do mesmo.

Nesse contexto, a acdo proteolitica de P1G10 sobre o fibrinogénio (acéo
fibrinogenolitica) fornece uma explicacdo consistente para os demais efeitos
observados. Essa acao € evidenciada pelo prolongamento significativo do TT e
na reducdo dos niveis de fibrinogénio quando diferentes concentracdes de
P1G10 foram incubadas com amostras de plasma. O efeito fibrinogenolitico
inibe o processo de formacdo trombdética, tanto ao nivel da coagulacéo,
prolongando os tempos até a formacgéo do codgulo pelos ensaios de TP e de
TTPA, como ao da agregacdo plaquetaria, mostrado pela reducdo da
percentagem maxima de agregacdo pelo ensaio de agregometria. Vale
esclarecer que tanto os testes coagulométricos, TP e TTPA, quanto o teste da
agregacdo plaquetéria, dependem de concentracbes 6timas de fibrinogénio
funcional para que valores normais sejam obtidos. Dessa forma, o fibrinogénio
constitui um fator em comum e essencial, tanto nos testes coagulométricos

guanto nos de agregometria.

7

O fibrinogénio € uma glicoproteina solavel, de massa molecular 340 kDa,
sintetizada no figado e encontrada naturalmente no plasma (KAMATH et al.,
2003). Possui trés pares de cadeias polipeptidicas (alfa, beta e gama) ligadas
umas as outras por ligacdes dissulfeto (DOOLITTLE et al., 1998). Embora
novos estudos relacionem o fibrinogénio a inflamacéo (DAVALOS et al., 2012),
€ na hemostasia e, por conseqiiéncia, na trombogénese, que seu papel é mais
bem descrito. Ao nivel plaquetario, o fibrinogénio desempenha um papel
fundamental ao aumentar diretamente a deglanulacdo das plaquetas ativadas
pelo ADP, atuando ele proprio como um refor¢co positivo sobre o processo de
formacao trombotica (SCHNEIDER et al., 1999). Além disso, durante a ativacao
plaguetaria, a molécula simétrica do fibrinogénio liga-se a integrina a2@33
presente em diferentes plaquetas, formando uma ligacdo entre elas. Dessa
forma, o fibrinogénio permite o0 contato entre as plaguetas presentes no

microambiente favorecendo a sua adesdo, 0 que resulta na agregacao
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plaquetéaria essencial a formacao do trombo plaquetario (BROOS et al., 2011).
E importante salientar, entretanto, que esses efeitos proagregantes s&o
observados somente quando a integridade da molécula de fibrinogénio esta
totalmente preservada (NIEWIAROWSKI et al.,, 1977). A integridade do
fibrinogénio, no entanto, provavelmente ndo se manteve na presenca de
P1G10, como demonstram os resultados in vitro aqui descritos. O efeito
fibrinogenolitico de P1G10 tem uma poténcia consideravel, pois na
concentracdo de 0,05 pg/pL (concentracdo final no plasma) houve uma
reducado significativa da concentracdo de fibrinogénio plasmatico. Portanto, o
efeito antiplaquetario in vitro de P1G10 pode dever-se, pelo menos
parcialmente, a reducdo da disponibilidade de fibrinogénio plasmaético,

necessario a ligacao entre as plaguetas via receptores a233.

A reducéo do fibrinogénio nas amostras de plasma sugere a possibilidade de
que a acao fibrinogenolitica de P1G10 possa se dar também in vivo, visto que
esta fracao apresenta biodisponibilidade de 100 % quando administrada por via
s.c. Havendo essa acdo, P1G10 promoveria a clivagem do fibrinogénio
plasmatico circulante de tal modo que sua disponibilidade no microambiente da
inducao trombdtica estaria reduzida, o que inviabilizaria a formacgéo trombatica.
Outras analises sdo necessarias, porém, para se determinar se ha uma
correlacao significativa entre o efeito antitrombético de P1G10 e os niveis de

fibrinogénio plasmético nos animais estudados.

Conforme mencionado anteriormente, além do seu papel na agregacao
plaquetéria, o fibrinogénio € essencial para a formacdo do coagulo plasmatico
(FURIE et al., 1992). Dessa forma, o efeito fibrinogenolitico de P1G10 pode ter
como consequéncia a reducédo de fibrinogénio plasmatico disponivel para a
etapa final do processo de coagulacéo, a saber, a conversédo de fibrinogénio
em malha de fibrina, reduzindo a dispobilibidade desta para a sustentacao do
trombo. Além disto, mesmo havendo fibrina no local de indug¢do trombdtica,
formada a partir do fibrinogénio néao clivado por P1G10, esta também podera
sofrer a acao proteolitica da fracéo, posto que, em placa de Petri, os resultados
obtidos demonstram que P1G10 promove a clivagem proteolitica de fibrina.
Como produto desses dois efeitos, fibrinogenolitico e fibrinolitico, a malha de

fibrina formada podera nédo ser suficientemente estavel, e o trombo ndo sera
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capaz de resistir a pressdo sanguinea local, sendo disperso pelo fluxo
sanguineo. Em concordancia com isto, na avaliagdo por microscopia intravital,
observa-se que quando P1G10 € administrada nas doses de 5,0 e de 7,5
mg/kg, apesar de se observar, inicialmente, a inducdo de um trombo, este ndo

se mantém estavel, contrariamente ao controle.

Os resultados descritos neste estudo fornecem uma explicacdo, ainda que
parcial, para alguns efeitos observados em animais Wistar durante a avaliagdo
do potencial toxicolégico de P1G10. Nas doses testadas em ensaios de
toxicidade aguda (50 i.p, 50 i.v e 2.000 mg/kg v.0.) e sub-cronica (300 mg/kg
v.0), foi observada morte dos animais com sinais de hemorragia em diversos
orgaos (estdbmago, intestinos, pulmao, rins) (SALAS et al., 2010; Villalba et al.,
2010). A hemorragia observada se deu, possivelmente, como resultado da
ineficiéncia do sistema hemostatico em produzir trombos estaveis que
obstruissem sangramentos em eventuais vasos lesados pelo efeito proteolitico
nas doses toxicas. Tal ineficiéncia seria o resultado da inibicdo da coagulacao
plasmatica, bem como da agregacdo plaquetaria, resultantes da drastica
reducdo por P1G10 da disponibilidade de fibrinogénio e de fibrina, fatores
essenciais a estes fondbmenos. Em nosso estudo, no entanto, as doses
administradas sdo consideravelmente inferiores as letais supracitadas,
encontrando-se na faixa em que P1G10 é utilizada para avaliacdo de efeitos
farmacolégicos em ensaios pré-clinicos. Como esperado, nas doses
farmacoldgicas, foi observada uma atividade anti-trombética de P1G10, ao

invés da atividade hemorragica relacionada as doses toxicas.

Além disto, o efeito antiplaquetario e anticoagulante de P1G10 pode explicar,
pelo menos em parte, outro efeito farmacologico importante desta fracao, ja
demonstrado em nosso grupo de pesquisa: o0 efeito antitumoral e
antimetastatico.

Em experimentos utilizando modelo antitumoral de melanoma murino B16-F1
inoculados no flanco de camundongos C57B16, observou-se uma reducao
estatisticamente significativa da massa tumoral no grupo tratado com P1G10
s.c. na dose de 5 mg/kg (1,05 = 0,92 g) em relagdo ao grupo controle (2,36 *
1,57g). Nao houve diferenca significativa, entretanto, entre o grupo que
recebeu P1G10-IAA 5 mg/kg (1,23 £ 1,21 g) e o controle (FIGUEIREDO, 2009).
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Nesse mesmo estudo, com o fim de avaliar o efeito de P1G10 sobre a
angiogénese tumoral, foi determinada a concentracdo de hemoglobina.
Observou-se uma reducdo significativa da quantidade de hemoglobina no
tumor dos animais tratados (2,15 + 1,19 pg/mg de tumor) com P1G10 5 mg/kg
em relacdo ao grupo controle (7,90 2,04) (FIGUEIREDO, 2009). Diante destes
dados, nos perguntamos se os efeitos antitumoral e antihemostético de P1G10
poderiam estar mecanisticamente relacionados. De forma intrigante, nesse
mesmo estudo sobre a atividade antitumoral, foi observada uma reducao
significativa dos niveis de fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF),
em pg/mg de tumor, no grupo tratado com P1G10 5 mg/kg (1,4 = 0,35) em
relacéo ao controle (3,09 + 0,80) (FIGUEIREDO, 2009). E importante notar que
o VEGF, uma citocina com potente atividade angiogénica (DVORAK et al,
1995; FERRARA et al, 1995; THOMAS 1996), foi originalmente identificado
como um produto sintetizado por células tumorais (SENGER et al, 1983, 1986).
Atualmente, porém, sabe-se que além de o VEGF ser produzido e armazenado
nas plaquetas (BANKS et al., 1998; SALGADO et al., 2000), estas células sao
a principal fonte de VEGF sérico (BANKS et al., 1998; SALGADO et al., 1998).
Além disso, foi demonstrado que a progressao tumoral esta correlacionada ao
aumento do estoque de VEGF plaquetario (VERHEUL et al., 1997; BANKS et
al., 1998; SALGADO et al., 1998). Interessantemente, observa-se um aumento
importante nos niveis de VEGF em plasma rico em plaquetas (PRP) exposto a
trombina e ao célcio, demonstrando que a liberacdo de VEGF por estas células
aumenta apds serem ativadas (WEBB et al., 1998, BANKS et al., 1998). Alguns
autores sugerem que a adesdo de células tumorais as plaquetas levaria a
ativacdo plaquetaria, com consequente liberacdo de VEGF, resultando em
aumento da angiogénese local e permeabilidade endotelial, finalmente
permitindo a migracdo tumoral (BANKS et al., 1998). Embora P1G10 tenha
reduzido a producao de VEGF tumoral, ndo foi observada qualquer alteracéo
nos niveis séricos desta citocina, sugerindo que P1G10 exerce seu efeito
antiangiogénico em nivel local (FIGUEIREDO, 2009). Como discutido
anteriormente, a inibicdo da agregacao plaquetéaria por P1G10 parece se dar,
pelo menos em parte, através da clivagem proteolitica do fibrinogénio
necessario a ativacao e agregacao plaquetéria. Assim, o efeito fibrinogenolitico
de P1G10 poderia ser parcialmente responsavel pela reducdo do VEGF
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observada no estudo de FIGUEIREDO (2009), uma vez que inibiria a ativacéo
das plaguetas, e assim, a liberacdo de VEGF plaquetéario, nas proximidades to
tumor. Outras moléculas, no entanto, poderiam ser clivadas ou mesmo
bloqueadas por P1G10, inibindo a ativacdo das plaguetas. Dentre os alvos
possiveis estariam receptores de membrana e moléculas de adesao,
encontrados na superficie plaguetaria, no endotélio e na camada subendotelial.
O presente trabalho ndo fornece evidéncias de que P1G10 tenha efeito
inibitério sobre a liberacdo de VEGF relacionada a ativacdo plaquetaria. Mais
estudos, assim, se fazem necessarios para avaliar a relacdo entre a atividade

antihemostatica de P1G10 e sua acdo antiangiogénica na progressao tumoral.

Em outro estudo farmacolégico com P1G10, avaliou-se o seu efeito
antimetastatico em animais portadores de carcinoma de colon (CT26.WT) ou
de melanoma (B16-F10). O tratamento s.c. com P1G10 5 mg/kg reduziu os
pontos metastaticos em 78% no figado e em 82% no pulméo , respectivamente
(DITTZ, 2011). Estudos se encontram em curso, porém 0S mecanismos que
explicam esse efeito ndo estdo completamente elucidados. De forma bastante
interessante, diversos trabalhos mostram haver uma relacdo entre o sistema
hemostatico e a evolu¢cdo do quadro de diversos tipos de cancer. Sabe-se
atualmente que a procoagulacéo induzida por células tumorais esta relacionada
com o avanco da doenca e a piora do prognéstico de diversos tipos de tumores
(KORTE et al.,, 2000). Além disto, o potencial metastatico de um tumor
correlaciona-se com o seu potencial de induzir agregacdo plaquetaria (TANG
et al.,, 1994, NASH et al.,, 2002). De fato, a formacdo do tumor-agregado
plaquetéario confere as células malignas vantagens ao protegé-las da vigilancia
imunologica (PHILIPPE et al., 1993, NIESWANDT et al., 1999,) permitindo que
permanecam no compartimento vascular e aumentem o0 seu potencial
metastatico (GASIC et al.,, 1968, PEARLSTEIN et al.,, 1984, POGGI et al.,
1993). Além desse agregado de plaquetas, acredita-se que células tumorais
sejam capazes de formar uma camada protetora ao seu redor ao polimerizarem
fibrina e dela revestirem-se (LIPINSKI et al., 2000). Esse agregado tumoral-
plaquetéario € resistente a acao proteolitica de proteases enddgenas, como a
plasmina, e fornecem a célula tumoral uma protecdo conveniente contra a acdo
do sistema imune (LIPINSKI et al., 2000).
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Ja estd bem documentado na literatura cientifica que farmacos com atividade
antitrombotica sdo capazes de reduzir o potencial metastatico de tumores
(HEJNA et al., 1999). Ja nos anos 60 foi relatado que a heparina ndo somente
prolonga a sobrevida de animais que receberam injecdo de células de
carcinoma (AGOSTINO et al., 1961), como também reduz o nimero de pontos
metastaticos (HAGMAR, 1968). Também a relacdo entre as plaquetas e o
cancer levou a pesquisa do potencial antitumoral de farmacos antiplaquetarios.
Estudos com o acido acetilsalicilico (AAS), um inibidor da sintese de
tromboxano A e, logo, um inibidor da agregacédo plaquetaria (RAINSFORD,
2004), esta associado a reducao da prevaléncia de diversos tipos de cancer
(THUN et al., 1993), havendo evidéncias de que o efeito antiagregante do AAS
esta diretamente relacionado ao seu efeito antitumoral (Mehta at al., 1986; De
Laval et al., 2003). No que tange a atividade de cisteino-proteases no combate
a tumores, os efeitos da bromelina ja estdo bem descritos na literatura. A
bromelina apresenta efeito consideravel na reducdo do crescimento tumoral
local (BEUTH et al.,, 2005; BAEZ et al., 2007), bem como na formacdo de
metastases (BAEZ et al., 2007). Esse efeito in vivo da bromelina parece dever-
se ndo apenas a inibicdo direta das células tumorais, mas também a outros
efeitos sistémicos relacionados a progressdo tumoral (CHOBOTOVA et al.,
2010). Visto que a acéo proteolitica da bromelina pode reduzir a quantidade de
fibrina no local do trombo (FENTON et al., 2004), especula-se que a bromelina
seria capaz de causar “desencapsulacao” das células tumorais circulantes ao
reduzir a rede de fibrina e plaquetas ao redor destas células. Isto tornaria a
célula tumoral passivel de reconhecimento, logo, da acao, por parte do sistema
imunoldgico (LIPINSKI et al., 2000). Além disto, tanto a administracédo oral de
bromelina como avaliagdes in vitro resultaram em reducéo da ativacao e da
agregacéo de plaquetas (HEINICKE et al., 1972; METZIG et al., 1999), o que
alimenta a hipotese de que a atividade inibidora tumoral da bromelina pode
estar relacionada a seus efeitos anti-hemostéaticos. A papaina também figura
entre as cisteino proteases que apresenta ao mesmo tempo atividade
antihemostatica (Metzig et al., 1999) e antitumoral (BELLELLI et al., 1990).
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos do presente estudo permitem apontar as seguintes

conclusoes:

- P1G10 demonstra atividade antitrombédtica in vivo em um modelo de trombose
induzida por luz/corante em vénulas da micro-circulagdo da orelha de

camundongos hairless;

- P1G10 demonstra atividade anticoagulante, antiagregante plaquetaria,
fibrinogenolitica e fibrinolitica in vitro, as quais sdo dependentes da

concentragao.

- O mecanismo da acdo antitrombdtica, anticoagulante e antiagregante
plaquetario de P1G10 pode ser, pelo menos parcialmente, explicado pela

clivagem proteolitica de fibrinogénio e da fibrina.
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