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Resumo 

Estudos prévios sugeriram que P1G10, uma cisteíno protease obtida do latex 

de Vasconcellea cundinamarcensis, pudesse atuar sobre o sistema 

hemostático, uma vez que, em doses tóxicas, causou hemorragia em ratos 

Wistar. Além disto, há relatos na literatura de outras cisteínos proteases 

capazes de impedir a formação trombótica, assim como alterar o padrão de 

coagulação do sangue e da agregação plaquetária in vitro. Baseado nisto, o 

objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito antitrombótico de P1G10 em um 

modelo de obstrução trombótica induzida em microvasos da orelha de 

camundongs hairless, assim como propor um mecanismo de ação coerente 

para este efeito. A indução trombótica foi feita com 0,15 mL de FITC-dextran 

i.v. (6 %) e luz azul de mercúrio em um microscópio de epi-iluminação. P1G10 

(2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg), P1G10 com sua atividade proteolítica inibidada por 

iodoacetamida - P1G10-IAA (5,0 mg/kg) ou salina foram administrados por via 

s.c. 25 min antes da indução trombótica. Apesar de P1G10-IAA não ter sido 

diferente do controle, na dose de 2,5 mg/kg, observou-se um prolongamento do 

tempo até a formação de um trombo estável, enquanto nas doses de 5,0 e 7,5 

mg/kg, não foi observada obstrução trombótica estável durante o tempo de 

observação do vaso (20 min). Em ensaios in vitro, P1G10 inibiu a agregação 

plaquetária em PRP de forma significativa nas concentrações de 0,5 µg/µL e de 

1,0 µg/µL. Na avaliação do TP, observou-se prolongamento do tempo de 

coagulação em 1,0 µg/µL e completa anticoagulação em 2,0 µg/µL, enquanto 

pelo TTPA, P1G10 prolongou o tempo de coagulação em 0,5 e 1,0 µg/µL e 

promoveu completa anticoagulação em 2,0 µg/µL. Na avaliação do TT, 

observou-se um prolongamento significativo do tempo de coagulação a partir 

de 0,25 µg/µL, e completa anticoagulação a partir de 0,5 µg/µL. Observou-se 

ainda que a concentração de fibrinogênio em plasma foi significativamente 

reduzida em 0,05 µg/µL, e indetectável a partir de 0,5 µg/µL. Ao se avaliar a 

atividade proteolítica sobre fibrina moldada em placa de Petri, observou-se que 

1,0 µg de P1G10 demonstra uma importante atividade fibrinolítica. Diante 

desses resultados, pode-se sugerir que P1G10 possui atividade antitrombótica 

in vivo e antiplaquetária/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 

µg/µL and 1.0 µg/µL, 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 µg/µL, whereas no coagulation 

was observed at 2.0 µg/µL. By APTT, P1G10 significantly prolonged the 

coagulation time at 0.5 and 1.0 µg/µL, and no coagulation was observed at 2.0 

µg/µL.  In the TT assay, an important prolongation in the coagulation time was 

observed at 0.25 µg/µL, and no coagulation was obseved at 0.5 µg/µL. When 

plasma fibrinogen concentration was measured in vitro after incubation with 

P1G10, there was a significant decrease in fibrinogen levels at 0.05 µg/µL, 

which then became indetectable at the 0.5 µg/µL. In the fibrin plate assay, 

P1G10 showed fibrinolytic effect at 1.0 µg. Based on this results, we suggest 

that P1G10 has antithrombotic activity in vivo and antiplatelet / anticoagulant 

activity in vitro.  
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1. Introdução  

1.1  O Sistema Hemostático 

O sistema hemostático tem como objetivo manter o sangue circulante no seu 

estado fluido sob condições fisiológicas e, ao mesmo tempo, responder de 

forma rápida e localizada promovendo a interrupção da perda de sangue em 

um vaso lesado. Na ocorrência de uma lesão vascular, o sistema hemostático 

imediatamente inicia uma série de eventos celulares e moleculares que 

culminam na formação de um trombo, ou tampão hemostático (JACKSON et al, 

2003).  

Os componentes do sistema hemostático incluem vasos sanguíneos, com 

endotélio e subendotélio, plaquetas circulantes, proteínas e co-fatores da 

coagulação sanguínea, além de proteínas dos sistemas anticoagulante e 

fibrinolítico (FURIE et al, 2011). Na formação do trombo, a agregação 

plaquetária se dá após ativação das plaquetas por diversas substâncias, 

estejam tais substância circulantes, presentes no endotélio lesado ou até 

mesmo liberadas pelas próprias plaquetas (MENDOLICCHIO, 2007). Já a 

coagulação se dá pela formação de uma rede de fibrina, molécula que sustenta 

o trombo, a partir da ação de fatores de coagulação (proteases plasmáticas) no 

local onde o vaso se encontra lesado (DAVIE et al, 1964). A agregação 

plaquetária e a coagulação não são processos separados, ao contrário, estão 

intimamente relacionados, já que na trombogênese, a fibrina é formada a partir 

de reações que se dão na superfície das plaquetas, o que resulta em uma 

malha sólida de plaquetas e fibrina, além de hemácias e leucócitos, aderida à 

parede endotelial, culminando na formação do trombo (MONROE et al, 2007). 

Entretanto, uma vez cumprida a sua função hemostática, o trombo deve ser 

dissolvido. Para isto, este sistema conta, também, com fatores proteolíticos 

capazes de degradar a malha de fibrina (processo chamado de fibrinólise), 

permitindo que o fluxo sanguíneo se reestabeleça sem prejuízo para os tecidos 

adjacentes (CESARMAN-MAUS et al, 2005). Apesar do organismo, 

claramente, se beneficiar desse sistema sofisticado de reparo da parede dos 

vasos sanguíneos, a formação indevida de trombos em locais críticos pode ter 
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efeitos deletérios sobre a fisiologia. A aterotrombose, os acidentes vasculares 

encefálicos, o tromboembolismo pulmonar, a angina de peito e o infarto agudo 

do miocárdio são sabidamente condições clínicas potencialmente fatais 

resultantes de desequilíbrios no sistema hemostático. No entanto, a 

importância da trombose não se limita à patogênese de doenças 

cardiovasculares. Recentemente, um número crescente de estudos têm 

demonstrado haver uma relação íntima entre fenômenos trombóticos e a 

progressão de diversas doenças crônico-degenerativas com grande incidência 

na sociedade moderna, como o câncer (BOKEMEYER et al, 2011), a diabetes, 

a doença arterial coronariana (FARHAN et al., 2010) e a doença de Alzheimer 

(STRICKLAND et al, 2010). Por essa razão, existe atualmente um grande 

empenho da comunidade científica no sentido de descobrir as sutilezas do 

sistema hemostático e suas relações com diversas doenças crônico-

degenerativas, tendo sempre como foco principal o desenvolvimento de 

instrumentos inovadores que permitam avanços no diagnóstico, bem como no 

tratamento clínico e farmacológico de tais doenças.  

Como esta introdução não pretende esgotar um campo de estudo tão vasto 

como a hemostasia e trombose, em seguida serão abordados objetivamente 

apenas os aspectos relevantes à compreensão da presente investigação. 

 

1.2 Agregação plaquetária à camada subendotelial 

 

As plaquetas (ou trombócitos) são fragmentos citoplasmáticos discóides, de 2 a 

4 micrômetros de diâmetro, constituidas de membrana, citoplasma, grânulos e 

organelas. São originárias de megacariócitos produzidos na medula óssea, que 

normalmente produzem entre 5.000 e 10.000 plaquetas, cada um. Na 

circulação sua contagem está entre 150.000 a 400.000/µL em indivíduos 

normais, sendo sua meia-vida de circulação de aproximadamente 10 dias 

(ANDREWS et al, 2004; GIBBINS, 2004).  

Embora tenha aumentado o conhecimento a respeito das funções das 

plaquetas na modulação da resposta imune e inflamatória (WEBER, 2007), o 

seu papel na hemostasia e trombose ainda é o mais bem conhecido. Estas são 

responsáveis pelo fechamento inicial da parede do vaso lesado através da 



3 
 

formação de um tampão de plaquetas, ou agregado plaquetário (ANDREWS et 

al, 2004; GIBBINS, 2004).  

 

Quando em contato com a lesão vascular, as plaquetas são ativadas dando 

início a um processo de adesão ao vaso lesado. Isto ocorre, sobretudo, através 

da ação de agentes ativadores plaquetários, de fibrinogênio e de glicoproteínas 

(GP), receptores expressos na superfície plaquetária (Figura 1). A GP Ib/IX/V é 

um importante mediador desta adesão ao ligar-se ao fator de von Willebrand 

(vWF)  expresso na camada subendotelial dos vasos lesados (ANDREWS et 

al., 2003). Também a GP α2β1 exerce um importante papel na adesão inicial 

das plaquetas ao vaso lesado ao se ligar ao colágeno presente na matriz 

extracelular (EMSLEY et al., 2000). Tanto o vWF como colágeno são moléculas 

abundantemente expressas na camada subendotelial exposta no vaso 

sanguíneo lesado. Essa adesão inicial das plaquetas à matriz extracelular leva 

à ativação plaquetária, além de iniciar a formação do tampão hemostático 

(DAVÌ et al., 2007).  

Uma vez as plaquetas ativadas, uma variedade de mecanismos de 

amplificação são iniciados através da liberação do conteúdo dos grânulos 

(densos e alfa) o que resulta em recrutamento adicional, assim como 

agregação das plaquetas.  Os grânulos alfa contêm uma variedade de 

substâncias, como P-selectina, vWF e fibrinogênio. Enquanto a P-selectina 

participa do processo de secreção granular e adesão plaquetária ao endotélio, 

o vWF e o fibrinogênio secretados atuam diretamente na ativação e na 

agregação plaquetária (BLAIR et al., 2009).  

Nos grânulos densos armazenam e liberam, entre outras substâncias, íons 

Ca2+ e adenosina difosfato (ADP). O aumento de Ca2+ intracelular ativa 

diretamente o receptor GP IIb/IIIa, além de estimular a síntese de tromboxano 

A2 (TXA2)  pela ciclooxigenase 1 (COX1). Tanto TXA2 como ADP são 

biomoléculas que exercem uma potente função estimulante sobre as plaquetas, 

caracterizando um sistema de reforço positivo da ativação plaquetária 

(MCNICOL et al., 1999). Enquanto o ADP atua sobre o receptor P2Y, inibindo a 

adenilato ciclase e reduzindo a concentração de AMPc intracelular, o TXA2, 

atuando sobre o receptor TP, promove aumento da concentração de Ca2+. A 

elevação da concentração de Ca2+ e a redução da concentração de AMPc 
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intracelulares, resultam em um aumento da expressão de GP IIb/IIIa (DAVÌ et 

al., 2007), o principal receptor para adesão e agregação plaquetária 

(KULKARNI et al., 2000).  

Após a sua ativação, as plaquetas sofrem mudança de forma, emitindo 

diversos pseudópodes, que aumentam a sua superfície de contato. Moléculas 

de fibrinogênio plasmático, ou récem liberadas por grânulos alfa, 

desempenham um papel fundamental ao ligarem-se às glicoproteínas IIb/IIIa 

expressas na superfície das plaquetas ativadas. Desta forma, o fibrinogênio 

realiza a ligação entre as plaquetas formando um agregado plaquetário, o qual 

ganha volume, contribuindo para o crescimento do trombo (ANDREWS et al., 

2004; FURIE et al., 2005). Esta ligação entre o fibrinogênio e a GP IIb-IIIa é 

essencial para a agregação plaquetária, e defeitos nestes receptores podem 

prejudicar significativamente a hemostasia (TULLU et al., 2001).  

A maior parte da conversão de fibrinogênio em malha de fibrina se dá na 

superfície fosfolipídica das plaquetas ativadas (MONROE et al., 2007). Essa 

conversão é feita pela trombina, uma serino-protease que atua também como 

agente agregante plaquetário ao clivar e ativar os receptores ativados por 

proteases (PAR) PAR-1 e PAR-4 localizados na membrana plaquetária 

(COUGHLIN et al., 2000). Uma vez ativados, os receptores PAR na superfície 

plaquetária modulam o aumento de Ca2+ e AMPc, o que resulta na ativação 

das plaquetas e aumento da expressão da GP IIa/IIIb (COUGHLIN et al., 2000). 

Cumpre ressaltar que  a polimerização da rede de fibrina é essencial para a 

consolidação do trombo, o qual adquire a consistência adequada para 

interromper o extravasamento de sangue do vaso lesado (FURIE et al., 2005).  
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Figura 1. Participação de agonistas e receptores na ativação plaquetária. A ativação plaquetária é 

induzida pela interação de vários agonistas com receptores expressos na membrana plaquetária. Os 

receptores de trombina (PAR), de ADP (P2Y) e de TXA2 (TP) levam ao aumento do cálcio (Ca
2+

) e a 

redução da adenosina monofosfato cíclico (AMPc) no interior das plaquetas. Esta modulação da 

concentração de AMPc e de Ca
2+

 leva a ativação de Glicoproteína IIb/IIIa, um receptor que promove a 

adesão interplaquetária ao se ligar à molécula simétrica de fibrinogênio. A adesão das plaquetas à matriz 

extracelular ocorre por meio da ligação do colágeno à glicoproteína α2β1 e do fator de von Willerbrand à 

glicoproteína Ib/IX/V. (Adaptado de DAVÌ et al., 2007).  
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1.3    A coagulação sanguínea 

 

A fisiologia da coagulação do sangue foi inicialmente proposta em 1964 pela  

hipótese de “cascata”, segundo a qual a coagulação ocorre como resultado da 

ativação proteolítica sequencial de proteases plasmáticas, resultando na 

formação de trombina que, então converte fibrinogênio em rede de fibrina, 

dando ao plasma uma consistência gelatinosa. Esta cascata de coagulação foi 

classificada em duas vias, a intrínseca e a extrínseca (Figura 2) (DAVIE et al., 

1964; MACFARLANE et al., 1964). 

A via intrínseca, ou via de ativação por contato, tem início a partir da interação 

do colágeno exposto no vaso lesado com cininogênio de alto peso molecular 

(HMWK) e pré-calicreína (PK) circulantes. O complexo colágeno/HMWK/PK 

ativa o fator Hageman, ou fator XII (FXII). A cascata de coagulação é então 

iniciada com a ativação sequencial dos zimogênios (fatores inativos) XI, IX e 

VIII nos seus respectivos fatores de coagulação ativados XIa, VIIIa e IXa. 

Esses dois últimos formam o complexo tenase, que converte FX em FXa, 

reação que ocorre na superfície de plaquetas ativadas que fornecem o 

substrato fosfolipídico necessário. A partir desse ponto tem início a via comum, 

onde o FXa forma o complexo protrombinase com o FVa e, também na 

superfície plaquetária, converte protrombina (FII) em trombina (FIIa), a qual 

finalmente fará a conversão de fibrinogênio (FI) em fibrina (FIa) 

(MACFARLANE et al., 1964). 

Considera-se que a principal via na iniciação in vivo da coagulação sanguínea 

é a via extrínseca, ou via do fator tissular (TF) (NEMERSON et al., 1973; 

NEMERSON, 1992). Essa via desencadeia grande produção de trombina, a 

qual pode ser considerada como o fator de coagulação mais importante, já que 

além de converter diretamente fibrinogênio em fibrina, também tem papel 

essencial na retroalimentação positiva de várias etapas do processo de 

coagulação, ativando os FV, FVII, FVIII e FXI (FURIE et al., 1992; GENTRY, 

2004). Além disto, a trombina atua diretamente estimulando a ativação e 

agregação plaquetária via receptores PARs (SAMBRANO et al., 2001). Após a 

lesão do vaso, o fator VII é ativado por proteases circulantes e entra em 

contato com TF, expresso na superfície de diversas células, como fibroblastos 
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e monócitos, formando o complexo FVIIa/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 possuíam igual importância, pesquisas atuais 

demonstram que, no organismo, não há separação clara entre estas vias, e 

que fatores ativados em uma delas podem ativar fatores na outra. A 

observação de que o complexo FVIIa/TF ativa não apenas o FX, como também 

FIX (OSTERUD et al., 1977) sugere que as duas vias estão interligadas in vivo. 

Mesmo não correspondendo ao que realmente ocorre in vivo, o modelo de 

cascata ainda é válido para a compreensão de resultados de avaliação de 

coagulação in vitro. A determinação do tempo de protrombina (TP), por 

exemplo, permite avaliar se um prolongamento no tempo de coagulação de 

uma amostra de plasma se deve a um defeito de fatores de coagulação 

peculiares da via extrínseca. Já a avaliação do tempo de tromboplastina parcial 

ativada (TTPA) aponta alteração dos fatores peculiares da via intrínseca. Da 

mesma forma, uma alteração no tempo de coagulação medido tanto pelo TP 

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

 

 

1.4 O modelo de coagulação baseado em superfícies celulares 

Considerando a importância do papel celular e, assim, refletindo de forma mais 

fiel o fenômeno tal como se dá in vivo, foi proposto um novo modelo para a 

hemostasia, baseado na participação celular, o qual tem substituído o modelo 

clássico da cascata da coagulação. Este modelo considera a relevância de 

células que possuem TF em sua superfície (sobretudo fibroblastos e 

monócitos). Além disto, esse modelo descreve o papel fundamental das 

plaquetas, que fornecem a superfície fosfolipídica necessária à conversão da 

trombina na coagulação (HOFFMAN et al, 2003a, HOFFMAN et al, 2003b).      

Este modelo é composto por três fases que se sobrepõem: iniciação, 

amplificação, propagação (MACFARLANE et al., 1964) (Figura 3, A-E). Na fase 

de iniciação (Figura 3A) o FVIIa forma um complexo com o TF na superfície de 

algumas células presentes na camada subendotelial do vaso lesado, como 
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fibroblastos, além de monócitos circulantes. Este complexo, além ativar o 

zimogênio IX em FIXa, também cataliza a formação de FXa. Este, juntamente 

com FVa (complexo protrombinase) dá início à formação de trombina. O 

processo de coagulação é efetivamente iniciado, entretanto, quando a trombina 

produzida na superfície celular participa da ativação de plaquetas e fatores de 

coagulação, como FVIIIa, FXIa e FVa, no processo de amplificação (Figura 

3B). Na superfície fosfolipídica das plaquetas ativadas tem lugar a fase de 

propagação (Figura 3C). Ela é caracterizada pela ativação sequencial (descrita 

anteriormente como via intrínseca) de fatores de coagulação, que culmina em 

um aumento notável na produção de trombrina (MACFARLANE et al., 1964). 

Esta é responsável pela produção da fibrina, a qual, juntamente com plaquetas, 

consolida o trombo (FURIE et al., 2005). Alguns autores sugerem que, 

baseando-se neste modelo, as vias intrínseca e podem ser melhor 

compreendidas. Assim, a via extrínseca (Fig 3D) consistiria do complexo 

TF/FVIIa atuando conjuntamente com o complexo FXa/FVa na superfície de 

células que expressam TF para iniciar e amplificar a coagulação. Já a via 

intrínseca (Fig 3E) seria caracterizada pelo FXIa, atuando juntamente com os 

complexos FVIIIa/FIXa e FXa/Va sobre a superfície das plaquetas ativadas, 

causando um ápice na produção de trombina, necessário à consolidação do 

coágulo.  
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1.5  Papel de co-fatores na hemostasia 

 

No processo hemostático há importantes co-fatores, como o cálcio e 

fosfolípidios encontrados, sobretudo, na membrana de plaquetas ativadas, cuja 

presença se faz necessária para que ocorram as reações do processo de 

coagulação. Sendo um mediador da ligação dos complexos tenase e 

protrombinase aos fosfolípidios, o cálcio é essencial para a ativação de fatores 

de coagulação (NESBITT, 2003). Outro importante co-fator no processo de 

coagulação é a vitamina K, também conhecida como fitomenadiona, a qual é 

importante para a síntese hepática de diversos fatores de coagulação, tais 

como FII, FVII, FIX e FX. Nessas reações a vitamina K participa da 

carboxilação do ácido glutâmico, formando resíduos gama-carboxilglutamato, 

com afinidade para ligarem-se ao cálcio no processo de ativação dos fatores de 

coagulação (WALLIN, et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da cascata de coagulação. A via extrínseca tem início pela 

interação do fator tissular (TF) com o FVIIa e a via intrínseca através do contato entre cininogênio de alto 

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

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

fibrinogênio em fibrina. Fosfolípidio indica que a reação requer uma superfície fosfolipídica para ocorrer, 

normalmente a superfície de plaquetas ativadas (MACFARLANE et al.1964). 
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Figura 3 – Fases do modelo de 

coagulação na superfície celular. (A) 

A iniciação ocorre em células com TF 

em suas superfícies, como monócitos e 

fibroblastos, onde FX combina com FVa, 

catalizando a produção de pequenas 

quantidades de trombina. (B) A trombina 

gerada nessas células amplifica a 

resposta procoagulante ativando FV, 

FVIII, FXI e plaquetas. (C) Ocorre 

grande formação de trombina na 

superfície fosfolipídica das plaquetas 

ativadas durante a propagação do 

coagulação. (D) Vias extrínsca e (E) 

intrínseca do processo de coagulação 

segundo o modelo baseado em 

superfícies celulares. Adaptado de 

MONROE et al (2007). 

D 

E 
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1.6   Regulação do sistema de coagulação 

 

Para garantir o equilíbrio hemostático, evitando a formação e/ou persistência 

de trombos que poderiam causar danos ao organismo, o sistema hemostático 

possui uma série de reguladores. A proteína C, por exemplo, é um 

anticoagulante fisiológico de grande importância. Trata-se de uma serino-

protease dependente de vitamina K que é convertida pela trombina em proteína 

C ativada (APC). Juntamente com a proteína S e com fosfolípídios, seus co-

fatores, a proteína C degrada FVa e FVIIIa, ambos importantes para a 

formação de trombina (CLOUSE, et al., 1987). Outro regulador importante é a 

antitrombina, um inibidor de serino-protease que degrada, além da trombina, os 

fatores IXa, Xa, XIa e XIIa. A antitrombina está constantemente ativada, mas 

sua ação inibitória é marcadamente aumentada na presença de heparina, um 

anticoagulante clássico amplamente usado em procedimentos médico-

cirúrgicos e como medicação (HIRSH, 1991). 

Uma vez formado o trombo e cumprida a sua função hemostática, é essencial 

que este seja degradado, de modo que seja restabelecida a circulação 

sanguínea no local da lesão. O principal componente do sistema fibrinilítico é a 

plasmina, um regulador de extrema importância que cliva a malha de fibrina 

responsvável pela sustentação do trombo (Figura 4). A plasmina é formada a 

partir do plasminogênio, sintetizado nas células hepáticas. O plasminogênio 

circulante liga-se à fibrina emaranhada ao trombo, mas é somente após a sua 

ativação pelo ativador tecidual do plasminogênio (t-PA) e pelo ativador 

uroquinase do plasminogênio (u-PA) que este se torna ativo. Assim, ocorre a 

formação da plasmina, que reage proteolíticamente com as moléculas de 

fibrina, desfazendo a malha ao redor do trombo, processo chamado de 

fibrinólise. A própria plasmina é um ativador desse sistema, induzindo a sua 

formação ao estimular a geração de mais formas ativas de t-PA e u-PA. É 

importante salientar que o processo fibrinolítico possui reguladores negativos 

que impedem que sua ação seja excessiva, levando a um risco de hemorragia. 

Tanto t-PA como a u-PA têm sua ação suprimida pelos inibidores do ativador 

do plasminogênio (PAIs), uma serino protease produzida, principalmente, por 

células endoteliais (GERBER et al, 2011). A atividade fibrinolítica da plasmina 
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também é 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 fibrinólise ativado por trombina (TAFI), o qual 

impede a funçao da fibrina como co-fator na conversão de plasmina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática dos principais aspectos do sistema fibrinolítico. A principal 

substância fibrinolítica endógena é a plasmina, que promove  a clivagem proteolítica da malha de fibrina 

emaranhada ao trombo. A plasmina é produzida a partir do plasminogênio pela ação do ativador tissular 

do plasminogênio (t-PA) e do ativador uroquinase do plasminogênio (u-PA). A contra-regulação deste 

sistema é feita pelos inibidores do ativador do plasminogênio (PAIs), por moléculas plasmáticas inibidoras 

da plasmina, sobretudo a alfa-2-macroclogulina e alfa-2-antiplasmina, além do inibidor de fibrinólise 

ativado por trombina (TAFI).  

 

 

1.7 Atividades farmacológicas de cisteíno-proteases do látex de 

Vanconcella cundinamarcensis (Carica candamarcensis) 

Ao longo dos últimos anos, nosso grupo vem estudando as propriedades 

bioquímicas e farmacológicas de cisteíno-proteases encontradas no látex da 

espécie Vanconcellea cundinamarcensis, de sinonímia Carica candamarcensis. 

Essa é uma planta típica 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 

ramificações. Seu fruto é elipsóide, amarelo quando maduro, sendo que a 
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polpa é delgada, aquosa e aromática, comestível somente após o cozimento 

(LEON, 1987).  

Pela separação cromatográfica do látex de V. cundinamarcensis em Sephadex 

G10, são obtidos dos picos bem definidos, denominados P1G10 e P2G10, 

sendo o primeiro rico em cisteíno-proteases com alta atividade proteolítica 

(GRAVINA et al., 1994), algumas das quais estão ausentes no látex de Carica 

papaya (BAEZA et al., 1990) de onde é obtida a papaína, uma cisteíno-

protease empregada em diversos processos industriais. Além disso, as 

enzimas proteolíticas encontradas o látex de V. cundinamarcensis apresentam 

características bioquímicas diferentes das descritas para a papaína, tais como: 

pH ótimo, ponto isoelétrico, atividade catalítica e reatividade imunológica 

(BRAVO et al., 1994). 

Apesar do papel biológico das cisteíno-proteinases presentes no látex dessas 

plantas não estar totalmente elucidado, acredita-se que sua função esteja 

relacionada à proteção do fruto. Uma observação desse tipo é constatada no 

fruto verde, no qual o processo de cicatrização se inicia depois de produzida 

uma lesão. Nesse caso, a cicatrização é precedida pela formação do coágulo 

de látex no local lesado. Alguns resultados demonstram que a ativação das 

proteinases do látex precede a formação do coágulo, sendo que esta ativação 

é de natureza sequencial, de forma semelhante ao que ocorre no processo de 

coagulação sanguínea (SILVA et al., 1997; MOUTIM et al., 1999).  

 

Nosso grupo de pesquisa já obteve considerável volume de informações a 

respeito das propriedades farmacológicas e toxicológicas da fração proteolítica 

P1G10. Resumidamente, estudos in vivo demonstraram uma capacidade 

cicatrizante cutânea, dependente da dose, de P1G10 em modelo murino de 

dermoabrasão (MELLO et al., 2006) e queimadura (GOMES et al., 2010), além 

de terem sido evidenciadas atividades protetora e cicatrizante gástrica em 

modelos de lesões ulcerativas agudas e crônicas (MELLO et al., 2008; SILVA, 

2009).  Essa atividade cicatrizante pode ser justificada pelas ações mitogênica, 

angiogênica e proteolítica de P1G10 (GOMES et al., 2005; MELLO et al. 2006), 

bem como pela promoção do recrutamento de células envolvidas na 

regeneração de tecidos (CHRISTIANO, 2008). 
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Outra linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida em nosso laboratório tem 

sido a determinação das atividades farmacológicas de P1G10 no tratamento de 

tumores. Estudos em modelos murinos de melanoma com baixo potencial 

metastático, B16-F1, melanoma com alto potencial metastático, B16-F10, 

carcinoma de Ehrlich e carcinoma de colon CT26WT, P1G10 mostrou 

considerável efeito antitumoral e antimetastático (VIANA et al., 2008; 

FIGUEIREDO et al., 2009, DITTZ et al., 2010). Nessas publicações foi sugerido 

que as atividades antiangiogênica e imunomodulatória sejam responsáveis pela 

eficácia antitumoral e que, alterações promovidas na superfície das células 

tumorais, resultando em menor capacidade de adesão, participem do efeito 

antimetastático. 

Essas observações abriram caminho para que nosso grupo realizasse 

esforços para a elaboração de um produto para uso farmacêutico. Isto tornou 

necessária a avaliação dos parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos da 

fração P1G10. A avaliação dos parâmetros farmacocinéticos foi definida e se 

mostrou que a biodisponibilidade de P1G10 por via subcutânea é comparável 

àquela por via endovenosa, sendo a via oral a que forneceu menor 

biodisponibilidade (8%) (LEMOS, et. al., submetido). Através das avaliações 

pré-clínicas de toxicidade aguda foi determinada a dose de 10 mg/kg/dia 

(NOAEL) como a dose máxima segura para futuros estudos pré-clínicos 

crônicos e clínicos, além de indicar a ausência de um potencial 

mutagênico/genotóxico da fração proteolítica P1G10 (VILLALBA et al., 2010) 

Dentre os diversos testes toxicológicos realizados, nosso grupo se deparou 

com resultados que sugeriam uma possível ação de P1G10 sobre o processo 

hemostático.  Em estudos de toxicidade aguda, após 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-crônicos, o grupo de animais que recebeu 

300 mg/kg de P1G10 por v.o. morreu após 8 semanas de tratamento, sendo 

que 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 segurança de P1G10, eles 

nos permitiram lançar a hipótese de que a fração P1G10 poderia inibir o 
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processo de coagulação in vivo se administrada nas doses seguras usualmente 

já utilizadas em experimentos farmacológicos. Essa hipótese foi reforçada 

quando estudos preliminares permitiram observar uma atividade 

fibrinogenolítica considerável de CMS2MS2, uma proteína purificada a partir de 

P1G10 (Figura 5). Através de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE 

10%) se observou que a incubação de fibrinogênio com CMS2MS2 resultava 

em clivagem da molécula de fibrinogênio, sendo que a degradação da molécula 

aumentava em função do tempo de incubação (0 – 120 min) (BILHEIRO et al., 

2009).  

 

 

 

 

Figura 5 – Ação fibrinogenolítica de CMS2MS2. Clivagem progressiva do fibrinogênio ao longo do 

tempo (0 120 min) medido por eletrofore (SDS-PAGE 10%). Canaletas: 1- fibrinogênio (6.25 mM); 2 – 6 

fibrinogênio após tratamento com CMS2MS2 (8 μg) em intervalos específicos e 7 – Marcadores de massa 

molecular (Sigma): albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbônica (30 kDa). 
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1.8  Cisteíno-proteases no processo hemostático 

 

Estudos relacionados ao processo hemostático, ou seja, que envolvem 

trombogênese, coagulação sanguínea e agregação de plaquetas, já foram 

realizados com cisteíno-proteases presentes na bromelina, um extrato aquoso 

obtido das folhas do abacaxi (Ananas comosus). Em modelos murinos a 

bromelina aumentou a atividade fibrinolítica de uma forma dependente da dose 

(PIROTTA et al.,1978), sendo a fração fibrinolítica isolada mais tarde por 

métodos bioquímicos (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 agregação plaquetária induzida por ADP 

(HEINICKE, et al., 1972; LIVIO et al., 1978). Esse último efeito parece estar 

relacionado à atividade proteolítica da bromelina, já que a inibição desta o 

aboliu (MORITA et al., 1979).  

Em um estudo comparativo, foi avaliada a ação da bromelina e da papaína 

(cisteíno-proteases obtida da planta Carica papaya) sobre a adesão in vitro de 

plaquetas marcadas com BCECF-AM a células endoteliais (BKEz-7). Quando 

as plaquetas foram incubadas com papaína ou com bromelina, previamente à 

ativação por trombina, observou-se uma reduçao de 22% e 28% na adesão 

plaquetária às células endoteliais, respectivamente. Nesse mesmo estudo foi 

usado um modelo in vivo de trombose induzida por laser em ratos, em que a 

administração oral de bromelina reduziu 11% a formação de trombo nas 

arteríolas mesentéricas (METZIG et al., 1999). Além disso, in vitro, a bromelina 

foi capaz de ativar o plasminogênio, formando plasmina, a qual é o principal 

fibrinolítico endógeno (MAURER et al., 2000). Um depósito de patente já foi 

feito das proteases da bromelina para inibir a coagulação sanguínea (Patent 

WO PCT/EP 98/04406).  

 

 

 

 

 

 



18 
 

                                         

 

 

 

 

 

2.  JUSTIFICATIVA 

 

Considerando que enzimas proteolíticas estão entre os componentes que 

modulam a coagulação sanguínea e a agregação plaquetária; os trabalhos 

descritos na literatura científica em que se observa que outras cisteíno 

proteases possuem efeito anti-hemostático; os efeitos hemorrágicos de P1G10 

em ensaios de toxicidade aguda e crônica e, finalmente, os resultados prévios 

obtidos por nosso grupo que apontam para uma ação proteolítica de P1G10 

sobre a molécula de fibrinogênio, foi hipotetizado neste estudo que P1G10, em 

doses seguras, possui efeito antitrombótico. Assim, esforços foram envidados 

no sentido de compreender as alterações de origem hemorrágica observadas 

durante os estudos toxicológicos, bem como expandir o conhecimento sobre a 

ação de P1G10 sobre o sistema hemostático. Como oportuna 

complementação, foi também analisada a possibilidade de P1G10 constituir um 

candidato a fitoterápico usado no tratamento de eventos trombóticos.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade antitrombótica da fração proteolítica P1G10 in vivo e, ainda, 

avaliar seus efeitos anticoagulante e antiagregante plaquetário in vitro como 

possíveis mecanismos de ação.   

 

3.2   Objetivos específicos 

 

 Avaliar a atividade antitrombótica de P1G10 por microscopia intravital 

em modelo de trombose induzida por luz/corante fluorescente na 

microcirculação da orelha de camundongos hairless. 

 

 Avaliar o efeito anticoagulante de P1G10 pela da determinação do 

tempo de protrombina, do tempo de tromboplastina parcial ativada, do 

tempo de trombina e da concentração de fibrinogênio em plasma de 

ratos Wistar por coagulometria foto-óptica. 

 

 Avaliar o efeito antiagregante plaquetário de P1G10 em plasma de ratos 

Wistar por agregometria por impedância. 

 

 Avaliar o efeito fibrinolítico de P1G10 sobre coágulo de fibrina moldado 

em placa de Petri.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Para os testes de coagulação e de agregação plaquetária 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 colônia é mantida no biotério 

do Departamento de Farmacologia, ICB, UFMG. Os protocolos experimentais 

foram aprovados pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal da UFMG 

(CETEA – PROTOCOLO 247/2011). 

 

4.2 Obtenção e purificação das amostras de P1G10 

A obtenção e purificação da fração P1G10 foi realizadas pelo Prof. Carlos 

Edmundo Salas Bravo do laboratório de Biologia Molecular de Produtos 

Naturais do Departamento de Bioquímica e Imunologia do ICB, UFMG, 

conforme descrito anteriormente (TEIXEIRA et al., 2008). Brevemente, a partir 

de incisões no epicarpo de frutos maduros, o látex foi coletado e armazenado a 

4°C, sendo a seguir liofilizado e novamente armazenado a -20°C. No processo 

de separação cromatográfica foram dissolvidos 15,0 g do látex liofilizado em 

75,0 mL de solução tampão de ativação. A seguir, a mistura foi agitada durante 

30 min e centrifugada (9.000 G) durante 10 min a 4 °C. Após a filtração do 

sobrenadante, o resíduo obtido foi novamente submetido ao procedimento 

descrito acima, utilizando agora 25,0 mL de tampão de ativação. O produto 

filtrado foi aplicado em uma coluna de filtração contendo resina Sephadex® G-

10 equilibrada com tampão de acetado de sódio 1,0 M. As frações protéicas 

coletadas foram triadas mediante a determinação da absorbância a 280 nm, 

formando dois picos de perfis cromatográficos distintos, sendo as do primeiro 

pico reunidas para compor a fração P1G10.  
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4.3 Inibição da atividade proteolítica de P1G10 por iodoacetamida (IAA) 

A iodoacetamida (IAA) foi utilizada para promover a inibição irreversível da 

atividade enzimática de P1G10, conforme previamente descrito (GOMES et al., 

2005). Inicialmente, foi preparada uma solução aquosa (35,0 mL) de P1G10 na 

concentração de 2,0 mg/mL, à qual foram adicionados 4,9 mg de DTT. A 

solução resultante foi incubada a 4 °C por 30 min sob agitação constante. A 

seguir,  esta solução foi deixada em incubação por 1 h e 40 min com 2,94 g de 

IAA. Para eliminar o excesso de IAA, a amostra então foi dialisada a 4 °C, por 

48 h, com leve agitação contra 2.500 mL de água mili-Q (troca de água a cada 

12 h). A seguir, a amostra foi esterilizada e disponibilizada para utilização nos 

ensaios biológicos.  

4.4  Coleta de sangue 

Para realização dos ensaios de coagulação e de agregação plaquetária foi 

utilizado o sangue de ratos Wistar, conforme características descritas acima. 

Após 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 à 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 sódio (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 Obtenção 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 agregação plaquetária. Para a 

obtenção do PPP (plasma), utilizado para diluir o PRP e para os ensaios de 

coagulação, 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 µL) insuficiente para que se pudesse fazer repetições 

para análise estatística. Assim, optou-se por realizar cada repetição a partir de 
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um pool de PRPs. Para o ensaio de agregação plaquetária foram utilizados 4 

pools de PRP (5 animais/pool).  

4.6  Avaliação do Tempo de Protrombina  

A determinação do Tempo de Protrombina (TP) foi realizada com a incubação 

por 5 min, a 37°C, de 50 µL de plasma com 2 µL de P1G10 (0,25, 0,5, 1,0 ou 

2,0 µg/µL), ou P1G10-IAA 2,0 µg/µL ou água deionizada. A seguir, foram 

adicionados à cubeta 100 µL de Thromborel® (tromboplastina cálcica), 

desencadeando o processo de coagulação. O tempo necessário para a 

formação do coágulo foi aferido automaticamente em coagulômetro Dade-

Behring BFT II®.  

 

4.7  Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada 

Na determinação do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), 50 µL 

do plasma foram incubados a 37°C, por 5 min, com 2 µL P1G10 (0,25, 0,5, 1,0 

e 2,0 µg/µL), ou P1G10-IAA (2,0 µg/µL) ou água deionizada. A seguir, foram 

adicionados à cubeta 50 µL de Dade Actin® (cefaloplastina ativada) e, a seguir, 

50 µL de CaCl2 0,02M (Dade® Cloreto de cálcio), desencadeando o processo 

de coagulação. O tempo necessário para a formação do coágulo foi aferido 

automaticamente em coagulômetro Dade-Behring BFT II®.  

4.8  Avaliação 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 injeção 

intramuscular de uma mistura de 150mg/kg de quetamina (Vetnil®, 10%) e 10 

mg/kg de xilazina (Sytec®, 2%). Após a canulação da veia caudal, os animais 

receberam diferentes doses de P1G10 (2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg), ou P1G10-IAA 

(5mg/kg) ou salina por via s.c. sendo deixados em repouso sobre manta 

térmica com temperatura constante de 36º C. Em seguida, foram 

cuidadosamente transportados ao microscópio com epi-iluminação (Nikon Ti-

E), equipado com um filtro de luz azul (lâmpada de mercúrio 100W, 

comprimento de onda de excitação de 465-495 nm e de emissão de 515-555 

nm). Foram então selecionadas vênulas variando entre 10 e 15 m de diâmetro 
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(observadas com objetiva de aumento de 60x) e feito o registro da velocidade 

basal das hemácias (fluxo sanguíneo) por um período de aproximadamente 2 

minutos (Figura 6). Vinte e cinco minutos após a administração da P1G10 ou 

P1G10-IAA ou salina, foi realizada a indução trombótica de acordo com um 

método previamente descrito por ROESKEN et al (1997).  Brevemente, através 

da cauda canulada, foi realizada a administração i.v. de 0,15 mL (6 % p/v) do 

fluorocromo isotiocianato de fluoresceína-dextrana (FITC-dextrana, peso 

molecular 150.000, Sigma, EUA), o qual fornece o contraste para visualizaçao 

do plasma, além de participar da indução trombótica fotoquímica (ROESKEN et 

al 1997). A seguir, a trombose foi induzida na microcirculação da superfície 

dorsal da orelha do camundongo por exposição (10 min) do FITC-dextrana a 

luz azul. A área de exposição da orelha à fotoestimulação foi de 

aproximadamente 300 µm e o campo de observação de 150 µm. Após 10 min 

de estimulação contínua da formação trombótica, o fluxo no vaso foi registrado 

por um outro período de 10 min (utilização de luz verde, incapaz de induzir 

trombose fotoquímica), afim de avaliar a ocorrência ou não de recanalização. 

No set up de gravação das imagens obtitidas pela microscopia intravital (Figura 

7) foi utilizada uma câmera de vídeo Dage-MTI®, ligada a um sistema de 

gravação com mesa de edição DVCAM (Sony®), sendo os vídeos convertidos 

em computador para o formato AVI pelo programa VirtualDub, afim de permitir 

a análise posterior das imagens digitais.  
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Figura 6.  Desenho experimental do protocolo da avaliação da atividade antitrombótica de P1G10 

em função do tempo. Depois de anestesiado, cada camundongo recebeu P1G10 (2,5, 5,0 ou 7,5 mg/kg), 

ou P1G10-IAA ou salina por via s.c.. Após 25 min, o animal foi colocado sob o microscópio e, uma vez 

selecionado o vaso, as imagens do fluxo sanguíneo basal foram registradas por pelo menos 2 min. A 

seguir, o trombo foi induzido através da injeção i.v. de FITC-dextran (150µL, 6%) e fotoestimulação com 

luz azul por 10 min. O fluxo sangüíneo foi registrado por 20 minutos para posterior obtenção da 

Velocidade dos Glóbulos Vermelhos (VGV, expressa em µm/s). 
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Figura 7. Set up da microscopia intravital fruorescente. Imagem fotográfica do sistema de aquisição, 

captura e análise das imagens do fluxo sanguíneo da microcirculação da orelha dos camundongos, 

obtidas por microscopia intravital, após indução do trombo fotoquímico. A seta em primeiro plano indica o 

animal anestesiado sobre o microscópio de epi-iluminação invertido o qual está acoplado a uma câmera 

de vídeo (não mostrada) durante a fotoestimulação do FITC-dextran. Ao fundo, seta dupla mostrando 

sistema on-line de captação e gravação 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 glóbulos vermelhos no interior do vaso sanguíneo (seta). 
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A análise das imagens digitais foi feita através do programa ImageJ (National 

Institute of Health, EUA). Com a finalidade de obter a velocidade dos glóbulos 

vermelhos (VGV), em µm/s, foi traçado sobre cada vaso analisado uma régua 

virtual (Figura 8), cujo comprimento arbitrário é dado em um número conhecido 

de pixels (um pixel é a menor unidade que forma uma imagem digital e, nas 

imagens analisadas, mede 4,7 µm). Em seguida mediu-se o número de 

quadros (frames), necessários para um glóbulo vermelho atravessar a régua 

virtual. A conversão da velocidade para µm/s foi realizado por regra de três, 

sabendo-se que, nos vídeos obtidos, cada pixel da régua mede 4,7 µm e que, 

através do sistema de filmagem utilizado, captura-se 29,97 quadros/s. A 

determinação offline da VGV no vaso foi feita em intervalos de 10 s e, a seguir, 

o valor de cada velocidade foi normalizado em função da média da VGV obtida 

da análise do fluxo sanguíneo basal. 
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Figura 8. Imagens obtidas para a determinação da velocidade dos glóbulos vermelhos (VGV). Os 

vídeos obtidos durante os experimentos foram analisados offline utilizando-se o programa ImageJ, a fim 

de obter a velocidade das hemácias. Para isto, foi traçada sobre o vaso analisado uma régua virtual (em 

vermelho), com seu comprimento definido arbitrariamente com um número de pixels conhecido. O número 

de quadros necessário para que cada hemácia 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 µm foi 

possível converter a VGV de quadros/pixel para µm/s. O valore da VGV em cada momento da análise foi 

normalizado em função da VGV média do vaso durante seu fluxo basal, o qual foi considerado como 1. 

 

 

 

 

 

1 pixel ---------- 4,7 µm
n pixels ---------- x µm

30 quadros ---------- 1 segundo
n quadros  ----------- y segundos

Medições feitas a cada 10 s

VGV =  (x µm / y segundos) / média do fluxo basal
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4.9 Avaliação da agregação plaquetária  

 

Após a separação do plasma rico em plaquetas (PRP), o sangue remanescente 

no tubo foi novamente centrifugado (3.000 rpm, 20 min) para a obtenção do 

plasma pobre em plaquetas (PPP). A seguir foi feita a determinação inicial do 

número de plaquetas na amostra de PRP (Coulter® T-890, Chrono-log) e o 

número de plaquetas foi ajustado com PPP para se obter 3,0 x 108 plaquetas 

/mL. Os ensaios de agregação plaquetária foram adaptados do método descrito 

por BORN e CROSS (1963). Brevemente, 450 µL de PRP foram incubados por 

10 min com P1G10 (0,25, 0,50 ou 1,0 µg/µL), ou P1G10-IAA (1,0 µg/µL) ou 

água deionizada. A seguir, 50 µL do agente agregante ADP (600 µM) (Serva® 

Elecrophoresis) foram adicionados ao PRP, desencadeando a agregação 

plaquetária. O processo de agregação foi aferido por 10 minutos (600 s) e a 

percentagem de agregação máxima das plaquetas foi registrada por um 

computador acoplado a um agregômetro de modelo PACKS-4® (Helena 

Laboratories), sendo os dados obtidos (curvas e porcentagem de agregação 

máxima) impressos para posterior análise quantitativa e qualitativa.  Todas as 

amostras de P1G10 foram adicionadas em volume de 5 µL e todos os 

reagentes foram mantidos à temperatura de 37°C durante o ensaio. 
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4.10  Tempo de trombina (TT) e concentração plasmática de fibrinogênio. 

Os ensaios de tempo de trombina (TT) foram realizados conforme descrito por 

CLAUSS e colaboradores (1957). Inicialmente foi determinada a curva de 

calibração (Figura 9) que relaciona o tempo de trombina à concentração de 

fibrinonênio na amostra, a partir de fibrinogênio (TriniCAL®, plasma humano 

citratado e liofilizado) que acompanha o kit Triniclot® Fibrinogen (Trinity 

Biotech), conforme instruções 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 o mesmo reagente de trombina 

descrito acima. Nestes ensaios, concentrações crescentes de P1G10 (0,25, 

0,50. 1,0 ou 2,0 µg/µL), ou P1G10-IAA (2,0 µg/µL), ou água deionizada (5 µL) 

foram incubadas a 37°C com 100 µL de plasma obtido como descrito 

anteriormente. A seguir, foram acrescentados ao plasma 50 µL de reagente de 

trombina pré-incubado a 37°C e o tempo até a coagulação foi medido 

automaticamente. Tanto para a determinação da curva de calibração quanto 

para os ensaios com P1G10 foi utilizado um coagulômetro da marca STAGO 

ST4. 

 

Figura 9. Curva de calibração da concentração de fibrinogênio (mg/dL) em função do tempo de trombina 

(s) obtida conforme instruções do kit TriniCLOT
®
 Fibrinogen.  
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4.11  Avaliação do efeito fibrinolítico de P1G10 

 

O efeito fibrinolítico de P1G10 foi avaliado pelo método da placa de fibrina 

(ESTÊVÃO-COSTA et al, 2000). Brevemente, 63 µL de uma solução de 

trombina (Sigma, USA) a 32 NIH U/mL foram adicionados a 15 mL de uma 

solução de fibrinogênio (Sigma, USA) (3,0 mg/mL) dissolvida em tampão de 

Tris-HCl (pH 7,4). A mistura foi homogeneizada, vertida sobre uma placa de 

Petri e mantida em temperatura ambiente por 2 h, para formação do coágulo de 

fibrina. A seguir, 5 µL de soluções contendo diferentes concentrações de 

P1G10 (0,10; 0,20; 0,40; 0,70 ou 1,0 µg/µL) foram adicionados à superfície de 

diferentes placas de fibrina, as quais foram incubadas overnight. Finalmente, os 

diâmetros dos halos formados sobre a placa de fibrina foram medidos e 

expressos em função da concentração de P1G10 testada. 
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5. RESULTADOS 

 

Para avaliar a atividade da fração P1G10 sobre a coagulação sanguínea in 

vitro foi inicialmente determinada sua ação sobre o tempo de protrombina (TP) 

e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Tendo sido observado um 

prolongamento significativo no tempo de coagulação através de ambos os 

parâmetros, buscamos conhecer o efeito da fração P1G10 sobre a formação de 

trombos in vivo, utilizando o modelo de trombose induzida por reação 

fotoquímica (FITC-dextrana) na microcirculação da orelha de camundongos 

hairless. A partir da observação de uma importante atividade antitrombótica 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 fibrinogenolítica e antiagregante 

plaquetária de P1G10 em amostra de plasma de ratos Wistar, bem como, a 

clivagem de fibrina (fibrinólise). Todos os resultados são detalhadamente 

descritos abaixo.  

 

5.1  Efeito de P1G10 sobre o Tempo de Protrombina  

 

A ação de P1G10 sobre a coagulação plasmática pelo tempo de protrombina 

(TP), avaliada em diferentes concentrações (0,25, 0,50, 1,0 e 2,0 µg/µL), foi 

determinada (Figura 10). Embora na concentração de 0,25 e 0,50 não tenha 

sido observada qualquer alteração no TP, em 1,0 µg/µL houve um 

prolongamento significativo do tempo de coagulação (15,8 ± 2,4 s) em relação 

ao controle (10,7 ± 0,4 s) (p<0,05, One Way ANOVA, post-test Bonferroni). 

Quando a concentração foi elevada para 2,0 µg/µL, não houve coagulação do 

plasma no periodo de 200 segundos, sendo então a contagem interrompida 

manualmente (p<0,0001, One Way ANOVA, post-test Bonferroni). No entanto, 

a coagulação plasmática na presença de P1G10-IAA (8,3 ± 0,5 s) não sofreu 

qualquer alteração. 



32 
 

 

 

 

 

 

5.2  Efeito de P1G10 sobre o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada  

 

Para a avaliação do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) (Figura 

11) foram testadas as mesmas concentrações plasmáticas de P1G10 utilizadas 

no experimento anterior. Embora na concentração de 0,25 não tenha sido 

observada qualquer alteração no TTPA, houve um prolongamento 

concentração-dependente no tempo de coagulação nas demais concentrações 

testadas. Enquanto observou-se um prolongamento significativo nos tempos de 

coagulação nas concentrações de 0,5 µg/µL (47,0 ± 6,3 s) e 1,0 µg/µL (92,4 ± 

11,7 s) em relação ao controle (19,0 ± 2,1 s) (p<0,0001, One-Way ANOVA, 

post-test Bonferroni), na concentração de 2,0 µg/µL não houve coagulação do 

plasma no período de 200 segundos, quando a contagem foi interrompida 

manualmente (p<0,0001, One-Way ANOVA, post-test Bonferroni). Entretanto, o 

efeito anticoagulante de P1G10 não 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 (50µL) 

de ratos Wistar (n=5) foram analisadas após incubação (5 min) com concentrações crescentes de P1G10 

(0,25, 0,50, 1,0 2,0 µg/µL) ou P1G10-IAA, ou água deionizada. Após a adição de Thromborel
®
 (100µL) o 

tempo de formação do coágulo foi determinado em coagulômetro (*p<0.05; *** p<0,0001 em relação ao 

controle; 
###

 p<0,0001 entre concentrações; 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 (50µL) de ratos Wistar (n=5) foram incubadas (5 min) com concentrações crescentes 

de P1G10 (0,25, 0,50, 1,0 2,0 µg/µL) ou P1G10-IAA, ou água deionizada. Após este período, foram 

adicionados Actin
®
 (50 µL) e cloreto de cálcio (50µL, 0,025mol/L) à amostra, e o tempo de formação do 

coágulo foi determinado em coagulômetro (***p<0,0001em relação ao controle; 
###

 p<0,0001 entre 

concentrações, One-Way ANOVA, pos-test Bonferroni). 
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5.3 Avaliação do efeito antitrombótico de P1G10 in vivo por microscopia 

intravital fluorescente. 

 

Depois de anestesiados, camundongos hairless receberam dose única (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 formação de trombos foi avaliada, por microscopia intravital, 

em modelo de trombose induzida fotoquímicamente na microcirculação da 

orelha, conforme descrito em Materiais e Métodos. Em todos os animais, a 

administração do FITC-dextran foi feita 2 min após o registro do fluxo 

sanguíneo basal. Na avaliação estatística 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 interrupção do fluxo 6 min após a 

indução trombótica, e esta obstrução se manteve estável ao longo de todo o 

período experimental (20 min). Apesar de, na dose de 2,5 mg/kg, se observar a 

formação de trombo na microcirculação, este processo aconteceu tardiamente 

(10 min) em relação ao grupo controle. Notavelmente, porém, nos grupos que 

receberam doses de 5,0 e de 7,5 mg/kg de P1G10, a avaliação da VGV 

mostrou que não houve obstrução trombótica estável do fluxo sanguíneo 

durante todo o período de análise dos vasos. Além disso, na dose de 5 mg/kg, 

a VGV retornou a um nível equivalente à velocidade basal 17 min após a 

indução do trombo (seta), enquanto na dose de 7,5 mg/kg, este retorno ocorreu 

20 min após a indução trombótica (seta). Quando 5 mg/kg de P1G10-IAA foi 

administrada, não foi observado qualquer efeito antitrombótico.  
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Com a finalidade de quantificar, nos grupos testados, a significância do efeito 

antitrombótico observado, foi determinada a área sob a curva ao longo da 

escala de tempo de análise da VGV em cada grupo (Figura 12B). Dessa 

maneira, observou-se que na dose de 2,5 mg/kg (4,6 ± 1,3), P1G10 não alterou 

significativamente a obstrução trombótica dos vasos analisados em relação ao 

controle (3,9 ± 1,7). Contudo, na dose de 5,0 mg/kg, verificou-se um importante 

efeito antitrombótico (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 tendência de aumento da  área sob a curva (11,9 ± 6,2), não foi 

encontrada diferença estatística. Da mesma forma, no grupo que recebeu 

P1G10-IAA 5,0 mg/kg, não houve diferença estatística da VGV em relação ao 

grupo controle. Nos gráficos da Figura 11 evidenciamos as alterações da 

velocidade dos glóbulos vermelhos (VGV) nos vasos de um animal, nas 

diferentes condições experimentais (controle, P1G10, e P1G10-IAA) (Figura 

12C, gráficos A-E).  
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 Figura 12. Efeito P1G10 sobre a velocidade dos glóbulos 

vermelhos (VGV) na circulação da orelha de camundongos 

hairless após obstrução trombótica 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-IAA 5,0 mg/kg ou salina 

em dose única por via s.c., 30 min antes da indução trombótica. 

No microscópio de epi-iluminação, receberam injeção de FITC-

dextran (i.v., 150 µL, 6%) e incidência local de luz de por 10 

min. As imagens digitais obtidas foram analisadas “offline” para 

obtenção da VGV a cada minuto, durante 20 min. (B) Área 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) Gráficos representativos da velocidade dos 

glóbulos vermelhos (VGV) em um animal de cada grupo 

experimental. Seta indica momento da administração do FITC-

dextran.   
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5.4  Avaliação do efeito antiagregante plaquetário de P1G10 

 

Inicialmente foram definidas as condições experimentais ideais para se obter a 

máxima agregação plaquetária, além de saturação da curva de agregação. 

Para isso, inicialmente foram definidas a melhor concentração de adenosina 

difosfato (ADP) a ser usada como agente agregante e, a seguir, o número de 

plaquetas no plasma rico em plaquetas (PRP), obtido da amostra de sangue 

coletado de ratos Wistar. Na avaliação da saturação da curva de agregação 

(Figura 13A), na concentração de 300 µM e 600 µM de ADP, nota-se a 

formação de um platô, o que não foi observado na concentração de 100 µM, 

indicando ocorrer desagregação plaquetária na menor concentração de ADP. 

Nos resultados de experimentos realizados em triplicadas, através de análise 

estatística, não foi observada diferença (One-Way ANOVA, post-test 

Bonferroni) na percentagem de agregação plaquetária máxima entre as 

concentrações de ADP testadas (100, 300 e 600) (dados não mostrados).  

Diante dos resultados, optou-se por realizar os experimentos seguintes fixando 

a concentração do ADP em 600 µM, de modo a permitir um excesso deste 

agente agregante durante os experimentos e evitar desagregaçao das 

plaquetas. Para investigar se a agregação máxima obtida poderia melhorar 

dependendo do número de plaquetas, foi avaliada a percentagem de 

agregação plaquetária em 1,0, 3,0 e 5,0x108 plaquetas/mL (Figura 13B). Foi 

observado que a agregação em 5,0x108 plaquetas/mL (79,4 ± 3,4%) e em 

3,0x108 (71,5 ± 7,2%) se equivalem, porém ambas foram superiores a obtida 

com 1,0x108 (49 ± 5,0%, p<0,05, One-way ANOVA, post-test Bonferroni). 

Diante dessa observação, optou-se por fixar o número de plaquetas do PRP 

em 3,0x108 (*p<0,05 em relação a 1,0x108, One-way ANOVA, post-test 

Bonferroni).   
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Figura 13. Determinação do perfil de agregação plaquetária em função da concentração de ADP e 

do número de plaquetas em plasma rico em plaquetas (PRP). (A) Amostras de PRP (3,0x10
8
/ mL) de 

ratos Wistar foram ativadas por concentrações crescentes de ADP (100, 300 e 600 µM) e o perfil da 

agregação plaquetária foi registrado durante 10 min (600 segundos). (B) A agregação plaquetária máxima 

(%) de amostras de PRP em densidades crescentes (1,0, 3,0 e 5,0x10
8
plaquetas/mL) foi avaliada após 

ativação com 600 µM de ADP (* p<0,05 em relação a 1,0x10
8
plaquetas/mL, One-way ANOVA, post-test 

Bonferroni). Ensaios feitos em triplicata por agregometria de transmissão.  
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Nos experimentos de inibição da agregação plaquetária por P1G10, a 

percentagem média de agregação em amostras controle, em que se adiciona 

salina e ADP, foi considerada como 100% e, assim, 0% de inibição (Figura 

14A). Amostras de PRP (n = 4) foram incubadas a 37°C por 10 min com água 

deionizada, ou concentrações crescentes de P1G10 (0,25, 0,5 e 1,0 µg/µL) ou 

P1G10-IAA 1,0 µg/µL. Observou-se uma tendência de inibição da agregação 

das plaquetas na concentração de 0,25 µg/µL (10 ± 3,4%), que, porém, não 

assumiu significância estatística em relação ao controle. Entretanto, verificou-

se uma inibição significativa da agregação plaquetária nas concentrações de 

0,5 µg/µL (25,3 ± 1,9%, p<0,05) e de 1,0 µg/µL (43,9 ± 14,9%, p<0,05), onde foi 

observada uma relação dependente da dose (p<0,05) do efeito antiagregante 

de P1G10. A inibição por P1G10-IAA 1,0 µg/µL (6,3 ± 4,5%) não foi significativa 

(One-way ANOVA, post-test Bonferroni). A figura 14B ilustra o perfil da inibição 

da agregação plaquetária nas diferentes concentrações de P1G10 avaliadas. 
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5.5  Efeito de P1G1O sobre o Tempo de Trombina 

 

A avaliação do tempo de trombina (TT) do plasma de ratos Wistar (n = 5) após 

a incubação (5 min) de 100 µL de plasma com concentrações crescentes de 

P1G10 (0,25, 0,5, 1,0 ou 2,0 µg/µL), ou P1G10-IAA 2.0 µg/µL ou água 

deionizada (Figura 15A) mostrou que na concentração de 0,25 µg/µL, P1G10 

prolongou o TT em 3,6 vezes (28 ± 9 s, p<0,0001) em relação ao controle (8 ± 

1 s). Além disso, nas concentrações de 0,5, 1,0 ou 2,0 µg/µL, não houve 

coagulação detectável do plasma durante 200 s (p<0,0001), quando a 

contagem do tempo foi interrompida automaticamente. Entretanto, quando 

P1G10-IAA 2,0 µg/µL foi incubada com a amostra, o TT não foi diferente do 

controle (***p<0,0001, One-way ANOVA, Post-test Bonferroni).   

A fim de estabelecer uma relação de concentração-resposta de P1G10 sobre o 

TT nas amostras de plasma, foram realizadas avaliações utilizando 

concentrações menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ou 0,25 µg/µL) 

(Figura 15B). Os resultados demonstraram que a menor concentração de 

P1G10 capaz de prolongar o tempo de trombina foi a de 0,20 µg/µL (29 ± 9s, 

p<0,0001), não havendo diferença estatística entre este prolongamento do TT 

e aquele observado na concentração 0,25 µg/µL (***p<0,0001, One-way 

ANOVA, post-test Bonferroni).  
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Figura 14. Inibição da agregação plaquetária na presença de P1G10. (A) Após incubadas a 37°C por 

10 min com água deionizada ou P1G10 (0,25, 0,50 ou 1,0 µg/ µL), ou P1G10-IAA, amostras (450 µL)  de 

PRP (3,0x10
8
 plaquetas/mL) foram ativadas pela adição de 50 µL de ADP (600 µM) e a agregação 

registrada por 10 min por agregometria de transmissão. As médias das percentagens de inibição da 

agregação plaquetária foram divididas pela média da agregação nas amostras controle (considerados 

como 100% de agregação, logo 0% de inibição) de cada pool, e expressas como média ± SEM. (* p<0,05 

em relação ao controle, 
#
 p<0,05 entre concentrações, One-way ANOVA, post-test Bonferroni). (B) 

Imagem ilustrativa de curvas de inibição da agregação plaquetária por P1G10.  

P1G10 1,0 µg/µL

P1G10 0,5 µg/µL

P1G10 0,25 µg/µL
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Figura 15. Determinação do tempo de trombina (TT) frente a concentrações crescentes de P1G10 

in vitro.  (A) P1G10 (0,25, 0,50, 1,0, 2,0 µg/µL), ou P1G10-IAA (2,0 µg/µL), ou água deionizada foi 

incubada (5 min) com plasma (100 µL) de ratos Wistar (n=5) e, a seguir, foi avaliado o TT. (B) Nas 

mesmas condições, avaliou-se o efeito de concentrações menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 

ou 0,25µg/µL)  sobre o TT. O tempo de trombina foi avaliado por coagulometria e os resultados expressos 

em média ± E.P.M. (*** p<0,0001 em relação ao controle, 
###

 p<0,0001 entre concentrações, One-way 

ANOVA, post-test Bonferroni). 
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5.6  Efeito de P1G10 sobre a concentração de fibrinogênio in vitro. 

 

Na determinação in vitro da concentração de fibrinogênio em plasma (100 µL), 

pré-incubado por 5 min com concentrações crescentes de P1G10 (0,25, 0,5, 

1,0 e 2,0 µg/µL) (Figura 16A), observou-se uma redução significativa nos níveis 

de fibrinogênio (27,4 ± 8,8 mg/dL, p<0,0001) já na concentração de 0,25 µg/µL. 

Essa redução foi de aproximadamente 10 vezes em relação ao controle (303,6 

± 32,8 mg/dL). Nas concentrações seguintes, os níveis de fibrinogênio 

decaíram intensamente, de modo que suas concentrações não foram 

detectadas pelo coagulômetro.  No entanto, na presença de P1G10-IAA 2,0 

µg/µL, não foi verificada qualquer alteração significativa em relação ao controle 

(p<0,0001, One-way ANOVA, post-test Bonferroni).  

A fim de estabelecer uma relação de concentração-resposta de P1G10 sobre o 

nível de fibrinogênio nas amostras de plasma, foram realizadas avaliações 

utilizando concentrações menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 ou 

0,25 µg/µL) (Figura 16B). Os resultados mostram uma redução significativa nos 

níveis de fibrinogênio a partir de 0,05µg/µL de P1G10 (207,5 ± 15,2mg/dL, 

p<0,001) em relação ao controle (273,7 ± 9,9 mg/dL). Essa redução se torna 

mais expressiva em função do aumento das concentrações para 0,10µg/µL de 

P1G10 (157,7 ± 25,0 mg/dL, p<0,0001), 0,15µg/µL (153,8 ± 24 mg/dL, 

p<0,0001), 0,20µg/µL (84,2 ± 24,3 mg/dL, p<0,0001) e 0,25µg/µL (27,4 ± 8,8 

mg/dL, p<0,0001). Foi observada, ainda, uma relação concentração-resposta 

entre 0,05 e 0,10µg/µL de P1G10 (p<0,05), 0,15 e 0,20 µg/µL (p<0,0001) e 

entre 0,20 e 0,25 µg/µL (p<0,001) (One-way ANOVA, post-test Bonferroni). 

           



46 
 

             

Controle 0,25 0,50 1,0 2,0 2.0-IAA
0

10

20

30

40

50
200

250

300

350

***

Concentração de P1G10 (g/L)

A

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 d
e
 F

ib
ri

n
o

g
ê
n

io
 (

m
g

/d
L

)

 

           

controle 0,01 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
0

100

200

300

400

**

*** ***

***

Concentração de P1G10 (g/L)

#

# # #

***

##

B

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 d
e
 F

ib
ri

n
o

g
ê
n

io
 (

m
g

/d
L

)

 

Figura 16. Efeito de P1G10 sobre a concentração de fibrinogênio in vitro. (A) P1G10 (0,25, 0,50, 1,0 

ou 2,0 µg/µL) ou P1G10-IAA ou água deionizada foi incubada (5 min) com plasma (100 µL) de ratos 

Wistar (n = 5) e, a seguir, foi avaliada a concentração de fibrinogênio (mg/dL) na amostra. (B) Nas 

mesmas condições, avaliou-se o efeito de concentrações menores de P1G10 (0,01, 0,05, 0,10, 0,15, 

0,20µg/µL) sobre a concentração de fibrinogênio. A concentração de fibrinogênio foi avaliada por 

coagulometria e os resultados expressos em média ± E.P.M. (**p<0,001, *** p<0,0001 em relação ao 

controle, 
#
 p<0,05, 

##
 p<0,001 

###
 p<0,0001 entre concentrações, One-way ANOVA, post-test Bonferroni).  
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5.7  Avaliação do efeito fibrinolítico de P1G10  

 

A atividade fibrinolítica de P1G10 foi qualitativamente avaliada pelos diâmetros 

dos halos produzidos em malha de fibrina em placa de Petri (Figura 17A). 

Concentrações crescentes de P1G10 (0,10, 0,20, 40, 0,70, 1,0 µg/µL) foram 

adicionadas sobre a fibrina formada nas placas (n = 2) e, após incubação 

(“overnight”, a 37°C), os diâmetros dos halos produzidos foram medidos. 

Observou-se um efeito fibrinolítico dependente da concentração, em que o 

diâmetro dos halos aumentou em função da concentração de P1G10 

adicionada à placa de fibrina. Nas 3 primeiras concentrações de P1G10 

testadas (0,1, 0,2, e 0,4 µg/µL), o aumento médio dos halos foi maior (0,3, 0,5 e 

1,37 cm, respectivamente). Nas últimas concentrações (0,7 e 1,0 µg/µL), 

observa-se uma tendência à formação de um platô nos valores médios dos 

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

A atividade fibrinolítica de P1G10 e de P1G10-IAA foi qualitativamente 

comparada à da toxina mutalisina (Figura 17B). Cada substância foi adicionada 

na dose de 1 µg (0,2 µg/µL) às placas contendo polímero de fibrina, que foram 

incubadas overnight, a 37°C. Observou-se que o diâmetro médio (0,45 cm) do 

halo formado por P1G10 foi de aproximadamente 41% daquele formado (1,1 

cm) por mutalisina. Além disto, a adição de P1G10-IAA não resultou em 

formação de halo na malha de fibrina. 5 µL de água 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 ausência de 

halos no controle (A), bem como quando P1G10-IAA foi utilizada. 
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 Figura 17. Efeito fibrinolítico de P1G0. (A) A atividade 

fibrinolítica de P1G10 foi medida em duplicata através do 

diâmetro do halo produzido em placas de fibrina após sua 

incubação (overnight, 37°C) com concentrações crescentes de 

P1G10 (0,10, 0,20, 40, 0,70, 1,0µg/µL). (B) A atividade 

fibrinolítica de P1G10, P1G10-IAA e da toxina mutalisina foi 

comparada qualitativamente (duplicata) em função dos 

diâmetros dos halos produzido em placas de fibrina após 

incubação com 1,0 µg (0,2 µg/µL) de cada substância ou 

controle (5 µL de água deionizada). (C) Imagem representativa 

dos halos produzidos na placa de fibrina após incubação com 1 

µg (0,2µg/µL) de P1G10, P1G10-IAA e Mutalisina.  
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6.   DISCUSSÃO  

Para avaliar a atividade da fração P1G10 sobre a coagulação sanguínea foi, 

inicialmente, determinada sua ação 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 coagulação 

em ambas as técnicas, buscou-se conhecer o efeito da fração P1G10 sobre a 

formação 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 observação de uma importante atividade 

antitrombótica nesse modelo, foi proposto desvendar, ao menos parcialmente, 

os mecanismos envolvidos nesta atividade utilizando para isto ensaios in vitro. 

Foram avaliadas as atividades fibrinogenolítica e antiagregante plaquetária de 

P1G10 em amostra de plasma de ratos Wistar, bem como a fibrinólise em 

placa de Petri. Os resultados analisados em conjunto, discutidos a seguir, 

permitem sugerir um mecanismo coerente para o efeito antitrombótico 

observado.  

A formação de trombos não é um evento causado por um fator isolado e bem 

delineado. Trata-se, ao contrário, do resultado de uma complexa interação 

entre plaquetas e moléculas presentes no plasma e nos vasos sanguíneos, que 

de uma forma invariavelmente complementar, constituem o sistema 

hemostático (FURIE et al., 2005). Para determinar a ação de P1G10 sobre a 

coagulação, 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 só, essas observações não são suficientes para definir o mecanismo 

responsável pelas hemorragias observadas nos estudos toxicológicos, pois tais 

testes não são capazes de apontar quais fatores poderiam ser alterados pela 

ação de P1G10. Esses resultados também não levam em conta a participação 

das plaquetas que, em conjunto com os fatores da coagulação plasmática, têm 

um papel determinante na hemostasia (JACKSON et al, 2003). Por outro lado, 

o prolongamento observado no TP e TTPA demonstra que P1G10 

definitivamente possui ação sobre um ou mais dos componentes fundamentais 

para a formação do coágulo in vitro. Sabendo-se que o TP é sensível às 

deficiências de fatores das vias extrínseca (VII) e comum (X,V, II e I) e que o 
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TTPA é sensível às deficiências das vias intrínseca (XII, XI, IX e VIII) e comum 

(X,V, II e I), pode-se admitir que os prolongamentos observados em ambos os 

testes podem refletir um efeito sobre um único fator comum às duas vias ou um 

efeito sobre múltiplos fatores. Além disto, quando esta P1G10 foi utilizada com 

sua atividade proteolítica innibida IAA (iodoacetamida), os tempos de 

coagulação medidos não foram diferentes dos controles, evidenciando que a 

inibição da coagulação é dependente da atividade proteolítica de P1G10,  

A atividade anticoagulante de P1G10 parece ser mais potente quando avaliada 

pelo TTPA, posto que por esta medida a inibição da coagulação se deu de 

forma significativa já na concentração de 0,5 µg/µL (concentração final no 

plasma), aumentando de uma forma dependente da concentração até 2,0 

µg/µL. Contudo, pelo teste de TP, somente a partir de 1,0 µg/µL pôde ser 

observado efeito anticoagulante expressivo. Deve-se salientar que na 

determinação de TTPA a importância do cininogênio de alto peso molecular e 

da pré-calicreína são, também, consideradas na formação do coágulo (FURIE 

et al., 1992). Essas macroproteínas plasmáticas poderiam ser clivadas por 

P1G10, o que contribuiria para o efeito anticoagulante mais expressivo 

observado. Além disso, a maior potência de P1G10 em prolongar a coagulação 

pelo TTPA pode se dever também à clivagem, isoladamente ou em conjunto, 

dos fatores XII, XI, IX e VIII, os quais não estão envolvidos na coagulação in 

vitro avaliada pelo TP (MACFARLANE et al., 1964). Portanto, a via intrínseca, 

por ser naturalmente uma via mais complexa, comporta um maior número de 

sítios para a ação proteolítica de P1G10, e o conjunto desta ação prolonga de 

forma importante o tempo de coagulação.  

Na atividade anticoagulante medida pelo TP, a participação do fator tissular 

(TF) é fundamental. Entretanto, o método não permitiu avaliar se P1G10 

alteraria esse fator, pois este é adicionado, na forma de tromboplastina 

adicionada de íons Ca2+, somente após a incubação da amostra com P1G10 e 

imediatamente antes de se iniciar a contagem do tempo de coagulação. De 

fato, é justamente a adição de tromboplastina cálcica que permite o início do 

processo de coagulação pelo teste do TP. Pode-se especular que o 

mecanismo pelo do qual P1G10 atua sobre a via extrínseca pode estar 

relacionado ao seu efeito proteolítico sobre o FVII, que além de ser exclusivo 



51 
 

desta via, participa da iniciação da mesma (MACFARLANE et al., 1964). 

Entretanto, além de uma possível ação sobre a via extrínseca e intrínseca 

isoladamente, a análise conjunta dos resultados do TP e do TTPA permite 

inferir uma possível ação da P1G10 sobre fator (es) da via comum. Nesse 

caso, P1G10 poderia atuar, isoladamente ou em conjunto, sobre FX, FV, 

protrombina (FII), fibrinogênio (FI) ou fibrina (FIa). Como visto anteriormente, o 

complexo protrombinase (FXa/FVa) participa na formação de trombina, a qual 

converte fibrinogênio em fibrina (MACFARLANE et al., 1964). Assim, a perda 

da função da trombina, seja por atuação direta de P1G10 sobre esta, seja por 

ação sobre o complexo protrombinase, naturalmente levaria ao prolongamento 

do tempo de coagulação, por ambos os testes, TP e TTPA. Da mesma forma, 

como a formação de fibrina, que compreende a última etapa do processo de 

formação do coágulo, depende do fibrinogênio, a ação proteolítica de P1G10 

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

Com base nos resultados acima, é possível admitir indubitavelmente que houve 

um prolongamento do tempo de coagulação na presença da fração P1G10 em 

cada um dos testes, resultante da ação desta sobre um ou mais fatores da 

coagulação. 

Após essas primeiras evidências de ação anticoagulante de P1G10, foi 

investigado se esta fração possui efeito de natureza anti-hemostática in vivo. 

Para testar essa hipótese, 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 administração sistêmica de um corante fluorescente 

associado a uma macromolécula, seguida de exposição local da orelha do 

camundongo à epi-iluminação em uma faixa de excitação apropriada. A foto-

ativação induz uma lesão endotelial limitada ao local que recebe o foco da epi-

iluminação, e disto resulta um aumento gradual do trombo luminal na área de 

iluminação. Em arteríolas, mas não em vênulas, a resposta é, geralmente, 

acompanhada de vasoconstrição. A vasoconstrição arteriolar independe das 

plaquetas, uma vez que a redução das plaquetas circulatórias prolonga 

notavelmente o tempo até a formação do trombo, mas não influencia a 
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vasoconstrição (LINDBERG et al., 1994). Para induzir a lesão endotelial são 

necessários tanto a luz como o corante fluorescente, pois a presença de 

apenas um deles não se mostra capaz de induzir um trombo estável e, 

portanto, detectável. Além disso, a indução trombótica independe da ação da 

luz ultravioleta (UV) e do calor produzidos pela lâmpada de excitação, já que 

são interpostos filtros para a luz UV e calor no trajeto da luz (ROSENBLUM et 

al., 1977).  

O mecanismo envolvendo a formação de trombos nesse modelo de luz/corante 

fluorescente parece ser mediado pela liberação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), especialmente o oxigênio atômico, o qual é gerado pela 

excitação do fluorócromo (SHINDO et al., 1996). De fato, agentes que 

capturam oxigênio atômico demonstraram inibir a formação trombótica induzida 

por luz/corante fluorescente tanto in vitro (RUMBAUT  et al., 1999), como in 

vivo (HERRMANN  et al., 1983).  

Em arteríolas, em geral não se encontram células, apenas plaquetas, no 

trombo fotoquímico. Em vênulas, além de plaquetas, eventualmente podem ser 

vistos leucócitos, sobretudo neutrófilos, aderidos às bordas do trombo 

(ROESKEN et al., 1997). Além disto, uma característica marcante do modelo é 

a presença de adesão plaquetária ao endotélio vascular (POVLISHOCK et al., 

1987). Não ocorre, portanto, denudação do endotélio como em métodos que 

utilizam cloreto férrico e laser como indutores trombóticos, onde as plaquetas 

se aderem, não ao endotélio, mas a componentes da matrix subendotelial 

(GORDON et al., 1973).  

Um destaque interessante do modelo de indução trombótica por luz/corante é a 

observação freqüente de que a predisposição para a formação trombótica 

difere entre arteríolas e vênulas. Uma explicação possível para isto é a 

diferença de taxas de cisalhamento vascular entre vênulas a arteríolas, posto 

que alguns estudos descrevem a influência deste fenômeno vascular sobre a 

formação trombótica induzida por luz/corante em arteríolas (SATO et al., 1990). 

Entretanto, essa explicação não é totalmente satisfatória, pois outros estudos 

mostram que a indução trombótica persiste em vênulas cuja taxa de 

cisalhamento vascular é equivalente à de arteríolas (RUMBAUT et al., 2004). 
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Portanto, são ainda necessários estudos que possam esclarecer se as células 

endoteliais de vênulas e de arteríolas apresentam diferente sensibilidade ao 

modelo.  

Com base nas informações conhecidas sobre o modelo, em nosso estudo, foi 

proposto utilizarem-se somente vênulas da microcirculação na orelha de 

camundongo hairless, tendo em conta sua predisposição à formação de 

trombos, além da já descrita responsividade à ação de agentes anti-

hemostáticos (ROESKEN et al., 1997; AGERO et al., 2007). Com a finalidade 

de definir vênulas com aproximadamente o mesmo fluxo sanguíneo, termo 

usado aqui como sinônimo de vasão ou escoamento do sangue e cuja 

grandeza expressa pelo Sistema Internacional é m3/s, selecionaram-se apenas 

vasos em que se podia observar o rolamento de leucócitos. A seguir, foi 

localizado um ponto de continuidade desses vasos cujo diâmetro estivesse 

entre 10 e 15 µm. Dessa forma, foi possível assumir que a velocidade (m/s) do 

sangue e o diâmetro (m2) dos vasos estudados possuíam 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 iluminação local 

em 450-490 nm e a dose administrada do corante isotiocianato de fluoresceína-

dextrana (FITC-dextrana) em 6% p.v. Devemos, também, esclarecer que a via 

s.c. foi escolhida neste estudo para a administração de P1G10, por ser 

sabidamente segura e de fácil acesso. Além disso, estudos farmacocinéticos 

pré-clínicos conduzidos por nosso grupo demonstraram que P1G10 

administrado pela via s.c. fornece biodisponibilidade equivalente à 

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

Com os experimentos de microscopia intravital (Figura 11) pôde-se observar 

que no grupo controle a velocidade dos glóbulos vermelhos (VGV) decresce já 

no primeiro minuto imediatamente após o início da indução trombótica, sendo o 

fluxo sanguíneo, finalmente, interrompido após cerca de 6 min de análise. Um 

perfil semelhante foi encontrado em relatos de ROESKEN et al. (1998), que 

avaliaram o efeito antitrombótico de hirudina (inibidor da trombina) em vênulas 

de orelhas de camundongos hairless, cujo trombo fotoquímico 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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antitrombótico de heparina (ativador da antitrombina), hirudina e antitrombina 

(inibidor da trombina), observou-se que a completa oclusão das vênulas nos 

animais controle ocorreu cerca de 7 min após a indução trombótica. Dessa 

forma, no presente estudo, o grupo que recebeu injeção de salina s.c. foi 

utilizado como controle positivo para o método, validando-o. Ao mesmo tempo, 

fornece o parâmetro negativo para a comparação do efeito antitrombótico de 

P1G10.   

Quando 2,5 mg/kg de P1G10 foram administrados, observou-se um 

prolongamento médio do tempo até a completa cessação do fluxo para 

aproximadamente 10 min, ou seja, ocorre um atraso de 66,6% no tempo até a 

formação de um trombo estável, em relação ao controle. Esse efeito foi mais 

intenso nas maiores doses testadas, onde observou-se que com 5,0 mg/kg não 

ocorreu formação de trombo estável ou interrupção do fluxo sanguíneo em 

qualquer momento do período experimental. Além disso, a partir de 17 min da 

análise, a VGV manteve-se sempre igual ou superior à VGV basal (VGV ≥ 1), 

mostrando que P1G10 não somente foi capaz de impedir a obstrução 

trombótica do vaso, como também favoreceu o retorno do fluxo ao nível basal, 

revertendo o efeito trombótico da associação luz/corante fluorescente. A área 

sob a curva (AUC) da VGV durante 20 min da análise na dose de 5,0 mg/kg 

mostrou uma atividade antitrombótica significativa em relação ao controle.         

Na dose de 7,5 mg/kg também não houve formação de um trombo estável que 

levasse à consistente interrupção do fluxo durante a análise. Entretanto, seu 

efeito foi menos expressivo, já que não foi observada significância estatística 

da área sob a curva da VGV durante 20 min da análise. Analisando-se a AUC 

da VGV entre 0 e 10 min e, em seguida, entre 10 e 20 min após a 

administração de P1G10 na dose de 7,5 mg/kg, nota-se que nos primeiros 10 

min não ocorre efeito antitrombótico considerável em relação ao controle. Já 

nos últimos 10 min, o efeito antitrombótico é estatisticamente significativo 

(dados não mostrados). Isso mostra que, nesta dose, a inibição da formação de 

um trombo estável é atingida, embora de forma mais tardia. Além disso, na 

dose de 7,5 mg/kg, o retorno do fluxo ao nível basal (VGV ≥ 1) ocorre 20 min 

após o início do período experimental, apenas 3 min mais tarde do que na dose 

de 5,0 mg/kg. Isto corrobora a observação de que esta dose é eficaz na 
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prevenção do trombo, ainda que seu efeito se dê mais tardiamente. A VGV de 

P1G10-IAA 5,0 mg/kg não foi estatisticamente diferente do controle, 

evidenciando que a atividade antitrombótica de P1G10 está estritamente ligada 

a sua atividade proteolítica.  

Uma peculiaridade foi observada em todos os animais do grupo que recebeu 

P1G10 7,5 mg/kg: a formação de uma lesão cutânea no local da injeção. Essa 

lesão foi caracterizada, inicialmente, por vermelhidão local e edema, a qual,  

cerca de 5 h mais tarde, evoluiu para uma ferida circular de 2 a 2,5 cm de 

extensão, com marcada presença de hematoma nas bordas. Para avaliar se o 

efeito lesivo se deu como consequência da alta concentração de enzimas 

proteolíticas presentes na fração P1G10 nessa dose, uma injeção s.c. de 

P1G10-IAA 7,5 mg/kg foi administrada em camundongos hairless (n = 3), 

quando não foram observados sinais lesivos até 5 h após a injeção. Pode-se  

especular que a lesão produzida alterou a velocidade de absorção e ou a 

quantidade de P1G10 absorvida, atrasando o início da ação ou reduzindo a 

ação antitrombótica. Em estudos farmacocinéticos, observou-se que a 

concentração máxima sanguínea de P1G10 se deu em até 15 min (primeiro 

tempo avaliado) após a administração s.c. de 99mTc-P1G10 1 mg/kg (LEMOS 

et al., submetido). Pode-se inferir, assim, que a ação de P1G10 sobre os 

componentes de sistema hemostático atinge seu pico aos 15 min após a 

administração s.c. da fração. Um retardamento no tempo até atingir seu pico de 

concentração plasmática resultaria, como consequência, em uma diminuição 

significativa do seu efeito antitrombótico no intervalo de tempo  experimental 

(20 min). Por outro lado, é preciso considerar que uma perda de integridade do 

tecido subcutâneo, bem como uma ruptura de microvasos locais, poderiam 

favorecer a absorção de P1G10. Assim, a fração atingiria seu pico de 

concentração plasmática em um período inferior a 15 min. Desta forma, no 

momento da indução trombótica, uma considerável parte da droga já teria sido 

distribuída, e seu efeito antitrombótico consequentemente reduzido. Portanto, 

para se conhecer com exatidão como a cinética de absorção e distribuição de 

P1G10 poderia ser alterada na dose de 7,5 mg/kg, fazem-se necessários 

ensaios comparativos de biodisponibilidade em função de o tecido subcutâneo 

estar íntegro ou lesado.  
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O efeito antitrombótico da fração proteolítica P1G10 pode ser comparado 

àquele de outras substâncias classicamente conhecidas como anti-

hemostáticas. De forma bastante interessante, segundo ROESKEN et al. 

(1998), após a administração de 1 mg/kg de r-hirudina i.v. imediatamente antes 

da indução trombótica (FITC-dextran 150.000 i.v. e exposição a luz azul) em 

orelhas de camundongos hairless, observou-se um prolongamento do tempo 

para 9 min até a completa obstrução das vênulas.  Em nosso estudo, um efeito 

semelhante pôde ser observado ao se administrar P1G10 2,5 mg/kg s.c. 25 min 

antes da indução trombótica, quando o tempo até a completa interrupção do 

fluxo subiu para cerca de 10 min. Ainda, segundo SORG et al. (2006), nos 

animais que receberam, 5 min antes da indução trombótica, injeção i.v. de 

heparina (100 UI/kg) ou hirudina (1 mg/kg) ou antitrombina (25 UI/kg), 

observou-se um prolongamento significativo (p<0,05, ANOVA, test post-hoc) 

nesses tempos até a obstrução trombótica para aproximadamente 15, 17 e 17 

min, respectivamente. Observa-se, assim, que o efeito antitrombótico de 

P1G10 relatado neste estudo pode ser comparado ao de outros agentes 

antitrombóticos testados no modelo aqui utilizado. É interessante notar que a 

hirudina, a heparina e a antitrombina são agentes que têm a trombina como 

seu principal alvo de ação antitrombótica. Entretanto, mesmo tendo aqui sido 

demonstrada a ação de P1G10 sobre o fibrinogênio, principal substrado da 

trombina, mais estudos são necessários para avaliar se o efeito antitrombótico 

de P1G10 pode ser dar também a partir de uma ação proteoítica sobre a 

própria molécula de trombina. 

Assim, neste estudo, foi possível identificar uma dose (2,5 mg/kg) que prolonga 

o tempo até a obstrução do vaso, e duas doses (5,0 e 7,5 mg/kg) em que não 

ocorreu interrupção contínua do fluxo sanguíneo durante o tempo de análise 

experimental (20 min).  

Uma vez tendo observada a ação antitrombótica de P1G10 in vivo, uma série 

de análises in vitro foram empreendidas a fim de propor um mecanismo de 

ação coerente para esse efeito. Observou-se que a ação antibromótica de 

P1G10 não é consequência de um efeito isolado, antes, se dá como resultado 

de uma considerável atividade anticoagulante, antiagregante plaquetária, 
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fibrinogenolítica e fibrinolítica, as quais são abolidas quando P1G10 tem sua 

atividade proteolítica inibida por IAA (P1G10-IAA). Portanto, pode-se partir do 

pressuposto de que, mesmo que o efeito anti-hemostático de P1G10 não se 

deva exclusivamente a sua atividade proteolítica, esta exerce um papel 

fundamental para a ocorrência do mesmo. 

Nesse contexto, a ação proteolítica de P1G10 sobre o fibrinogênio (ação 

fibrinogenolítica) fornece uma explicação consistente para os demais efeitos 

observados. Essa ação é evidenciada pelo prolongamento significativo do TT e 

na redução dos níveis de fibrinogênio quando diferentes concentrações de 

P1G10 foram incubadas com amostras de plasma. O efeito fibrinogenolítico 

inibe o processo de formação trombótica, tanto ao nível da coagulação, 

prolongando os tempos até a formação do coágulo pelos ensaios de TP e de 

TTPA, como ao da agregação plaquetária, mostrado pela redução da 

percentagem máxima de agregação pelo ensaio de agregometria. Vale 

esclarecer que tanto os testes coagulométricos, TP e TTPA, quanto o teste da 

agregação plaquetária, dependem de concentrações ótimas de fibrinogênio 

funcional para que valores normais sejam obtidos. Dessa forma, o fibrinogênio 

constitui um fator em comum e essencial, tanto nos testes coagulométricos 

quanto nos de agregometria. 

O fibrinogênio é uma glicoproteína solúvel, de massa molecular 340 kDa, 

sintetizada no fígado e encontrada naturalmente no plasma (KAMATH et al., 

2003). Possui três pares de cadeias polipeptídicas (alfa, beta e gama) ligadas 

umas às outras por ligações dissulfeto (DOOLITTLE et al., 1998). Embora 

novos estudos relacionem o fibrinogênio à inflamação (DAVALOS et al., 2012), 

é na hemostasia e, por conseqüência, na trombogênese, que seu papel é mais 

bem descrito. Ao nível plaquetário, o fibrinogênio desempenha um papel 

fundamental ao aumentar diretamente a deglanulação das plaquetas ativadas 

pelo ADP, atuando ele próprio como um reforço positivo sobre o processo de 

formação trombótica (SCHNEIDER et al., 1999). Além disso, durante a ativação 

plaquetária, a molécula simétrica do fibrinogênio liga-se à integrina α2β3 

presente em diferentes plaquetas, formando uma ligação entre elas. Dessa 

forma, o fibrinogênio permite o contato entre as plaquetas presentes no 

microambiente favorecendo a sua adesão, o que resulta na agregação 
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plaquetária essencial à formação do trombo plaquetário (BROOS et al., 2011). 

É importante salientar, entretanto, que esses efeitos proagregantes são 

observados somente quando a integridade da molécula de fibrinogênio está 

totalmente preservada (NIEWIAROWSKI et al., 1977).  A integridade do 

fibrinogênio, no entanto, provavelmente não se manteve na presença de 

P1G10, como demonstram os resultados in vitro aqui descritos.  O efeito 

fibrinogenolítico de P1G10 tem uma potência considerável, pois na 

concentração de 0,05 µg/µL (concentração final no plasma)  houve uma 

redução significativa da concentração de fibrinogênio plasmático. Portanto, o 

efeito antiplaquetário in vitro de P1G10 pode dever-se, pelo menos 

parcialmente, a redução da disponibilidade de fibrinogênio plasmático, 

necessário à ligação entre as plaquetas via receptores α2β3. 

A redução do fibrinogênio nas amostras de plasma sugere a possibilidade de 

que a ação fibrinogenolítica de P1G10 possa se dar também in vivo, visto que 

esta fração apresenta biodisponibilidade de 100 % quando administrada por via 

s.c. Havendo essa ação, P1G10 promoveria a clivagem do fibrinogênio 

plasmático circulante de tal modo que sua disponibilidade no microambiente da 

indução trombótica estaria reduzida, o que inviabilizaria a formação trombótica. 

Outras análises são necessárias, porém, para se determinar se há uma 

correlação significativa entre o efeito antitrombótico de P1G10 e os níveis de 

fibrinogênio plasmático nos animais estudados.  

Conforme mencionado anteriormente, além do seu papel na agregação 

plaquetária, o fibrinogênio é essencial para a formação do coágulo plasmático 

(FURIE et al., 1992). Dessa forma, o efeito fibrinogenolítico de P1G10 pode ter 

como conseqüência a redução de fibrinogênio plasmático disponível para a 

etapa final do processo de coagulação, a saber, a conversão de fibrinogênio 

em malha de fibrina, reduzindo a dispobilibidade desta para a sustentação do 

trombo. Além disto, mesmo havendo fibrina no local de indução trombótica, 

formada a partir do fibrinogênio não clivado por P1G10, esta também poderá 

sofrer a ação proteolítica da fração, posto que, em placa de Petri, os resultados 

obtidos demonstram que P1G10 promove a clivagem proteolítica de fibrina. 

Como produto desses dois efeitos, fibrinogenolítico e fibrinolítico, a malha de 

fibrina formada poderá não ser suficientemente estável, e o trombo não será 
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capaz de resistir à pressão sanguínea local, sendo disperso pelo fluxo 

sanguíneo. Em concordância com isto, na avaliação por microscopia intravital, 

observa-se que quando P1G10 é administrada nas doses de 5,0 e de 7,5 

mg/kg, apesar de se observar, inicialmente, a indução de um trombo, este não 

se mantém estável, contrariamente ao controle.  

Os resultados descritos neste estudo fornecem uma explicação, ainda que 

parcial, para alguns efeitos observados em animais Wistar durante a avaliação 

do potencial toxicológico de P1G10. Nas doses testadas em ensaios de 

toxicidade aguda (50 i.p, 50 i.v e 2.000 mg/kg v.o.) e sub-crônica (300 mg/kg 

v.o), foi observada morte dos animais com sinais de hemorragia em diversos 

orgãos (estômago, intestinos, pulmão, rins) (SALAS et al., 2010; Villalba et al., 

2010). A hemorragia observada se deu, possivelmente, como resultado da 

ineficiência do sistema hemostático em produzir trombos estáveis que 

obstruíssem sangramentos em eventuais vasos lesados pelo efeito proteolítico 

nas doses tóxicas. Tal ineficiência seria o resultado da inibição da coagulação 

plasmática, bem como da agregação plaquetária, resultantes da drástica 

redução por P1G10 da disponibilidade de fibrinogênio e de fibrina, fatores 

essenciais a estes fonômenos. Em nosso estudo, no entanto, as doses 

administradas são consideravelmente inferiores às letais supracitadas, 

encontrando-se na faixa em que P1G10 é utilizada para avaliação de efeitos 

farmacológicos em ensaios pré-clínicos. Como esperado, nas doses 

farmacológicas, foi observada uma atividade anti-trombótica de P1G10, ao 

invés da atividade hemorrágica relacionada às doses tóxicas.  

 
Além disto, o efeito antiplaquetário e anticoagulante de P1G10 pode explicar, 

pelo menos em parte, outro efeito farmacológico importante desta fração, já 

demonstrado em nosso grupo de pesquisa: o efeito antitumoral e 

antimetastático. 

Em experimentos utilizando modelo antitumoral de melanoma murino B16-F1 

inoculados no flanco de camundongos C57B16, observou-se uma redução 

estatisticamente significativa da massa tumoral no grupo tratado com P1G10 

s.c. na dose de 5 mg/kg (1,05 ± 0,92 g) em relação ao grupo controle (2,36 ± 

1,57g). Não houve diferença 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 

angiogênese tumoral, foi determinada a concentração de hemoglobina. 

Observou-se uma redução significativa da quantidade de hemoglobina no 

tumor dos animais tratados (2,15 ± 1,19 ρg/mg de tumor) com P1G10 5 mg/kg 

em relação ao grupo controle (7,90± 2,04) (FIGUEIREDO, 2009). Diante destes 

dados, nos perguntamos se os efeitos antitumoral e antihemostático de P1G10 

poderiam estar mecanisticamente relacionados. De forma intrigante, nesse 

mesmo estudo sobre a atividade antitumoral, foi observada uma redução 

significativa dos níveis de fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF), 

em µg/mg de tumor, no grupo tratado com P1G10 5 mg/kg (1,4 ± 0,35) em 

relação ao controle (3,09 ± 0,80) (FIGUEIREDO, 2009). É importante notar que 

o VEGF, uma citocina com potente atividade angiogênica (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 são 

a principal fonte de VEGF sérico (BANKS et al., 1998; SALGADO et al., 1998). 

Além disso, foi demonstrado que a progressão tumoral está correlacionada ao 

aumento do estoque de VEGF plaquetário (VERHEUL et al., 1997; BANKS et 

al., 1998; SALGADO et al., 1998). Interessantemente, observa-se um aumento 

importante nos níveis de VEGF em plasma rico em plaquetas (PRP) exposto à 

trombina e ao cálcio, demonstrando que a liberação de VEGF por estas células 

aumenta após serem ativadas (WEBB et al., 1998, BANKS et al., 1998). Alguns 

autores sugerem que a adesão de células tumorais às plaquetas levaria a 

ativação plaquetária, com consequente liberação de VEGF, resultando em 

aumento da angiogênese local e permeabilidade endotelial, finalmente 

permitindo a migração tumoral (BANKS et al., 1998). Embora P1G10 tenha 

reduzido a produção de VEGF tumoral, não foi observada qualquer alteração 

nos níveis séricos desta citocina, sugerindo que P1G10 exerce seu efeito 

antiangiogênico em nível local (FIGUEIREDO, 2009). Como discutido 

anteriormente, a inibição da agregação plaquetária por P1G10 parece se dar, 

pelo menos em parte, através da clivagem proteolítica do fibrinogênio 

necessário à ativação e agregação plaquetária. Assim, o efeito fibrinogenolítico 

de P1G10 poderia ser parcialmente responsável pela redução do VEGF 
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observada no estudo de FIGUEIREDO (2009), uma vez que inibiria a ativação 

das plaquetas, e assim, a liberação de VEGF plaquetário, nas proximidades to 

tumor. Outras moléculas, no entanto, poderiam ser clivadas ou mesmo 

bloqueadas por P1G10, inibindo a ativação das plaquetas. Dentre os alvos 

possíveis estariam receptores de membrana e moléculas de adesão, 

encontrados na superfície plaquetária, no endotélio e na camada subendotelial. 

O presente trabalho não fornece evidências de que P1G10 tenha efeito 

inibitório sobre a liberação de VEGF relacionada à ativação plaquetária. Mais 

estudos, assim, se fazem necessários para avaliar a relação entre a atividade 

antihemostática de P1G10 e sua ação antiangiogênica na progressão tumoral.  

 

Em outro estudo farmacológico com P1G10, avaliou-se o seu efeito 

antimetastático 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 metastáticos em 78% no fígado e em 82% no pulmão , respectivamente 

(DITTZ, 2011). Estudos se encontram em curso, porém os mecanismos que 

explicam esse efeito não estão completamente elucidados. De forma bastante 

interessante, diversos trabalhos mostram haver uma relação entre o sistema 

hemostático e a evolução do quadro de diversos tipos de câncer. Sabe-se 

atualmente que a procoagulação induzida por células tumorais está relacionada 

com o avanço da doença e a piora do prognóstico de diversos tipos de tumores 

(KORTE et al., 2000). Além disto, o potencial metastático de um tumor 

correlaciona-se com o seu potencial de induzir agregação plaquetária (TANG  

et al., 1994, NASH et al., 2002). De fato, a formação do tumor-agregado 

plaquetário confere às células malignas vantagens ao protegê-las da vigilância 

imunológica (PHILIPPE et al., 1993, NIESWANDT et al., 1999,) permitindo que 

permaneçam no compartimento vascular e aumentem o seu potencial 

metastático (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-

plaquetário é resistente à ação proteolítica de proteases endógenas, como a 

plasmina, e fornecem à célula tumoral uma proteção conveniente contra a ação 

do sistema imune (LIPINSKI et al., 2000).  
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Já está bem documentado na literatura científica que fármacos com atividade 

antitrombótica são capazes de reduzir o potencial metastático de tumores 

(HEJNA et al., 1999). Já nos anos 60 foi relatado que a heparina não somente 

prolonga a sobrevida de animais que receberam injeção de células de 

carcinoma (AGOSTINO et al., 1961), como também reduz o número de pontos 

metastáticos (HAGMAR, 1968). Também a relação entre as plaquetas e o 

câncer levou à pesquisa do potencial antitumoral de fármacos antiplaquetários. 

Estudos com o ácido acetilsalicílico (AAS), um inibidor da síntese de 

tromboxano A2 e, logo, um inibidor da agregação plaquetária (RAINSFORD, 

2004), está associado à redução da prevalência de diversos tipos de cancer 

(THUN et al., 1993), havendo evidências de que o efeito antiagregante do AAS 

está diretamente relacionado ao seu efeito antitumoral (Mehta at al., 1986; De 

Laval et al., 2003). No que tange a atividade de cisteíno-proteases no combate 

a tumores, os efeitos da bromelina já estão bem descritos na literatura. A 

bromelina apresenta efeito considerável na redução do crescimento tumoral 

local (BEUTH et al., 2005; BAEZ et al., 2007), bem como na formação de 

metástases (BAEZ et al., 2007). Esse efeito in vivo da bromelina parece dever-

se não apenas a inibição direta das células tumorais, mas também a outros 

efeitos sistêmicos relacionados à progressão tumoral (CHOBOTOVA et al., 

2010). Visto que a ação proteolítica 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 “desencapsulação” das células tumorais circulantes ao 

reduzir a rede de fibrina e plaquetas ao redor destas células. Isto tornaria a 

célula tumoral passível de reconhecimento, logo, da ação, por parte do sistema 

imunológico (LIPINSKI et al., 2000). Além disto, tanto a administração oral de 

bromelina como avaliações in vitro resultaram em redução da ativação e da 

agregação de plaquetas (HEINICKE et al., 1972; METZIG et al., 1999), o que 

alimenta a hipótese de que a atividade inibidora tumoral da bromelina pode 

estar relacionada a seus efeitos anti-hemostáticos. A papaína também figura 

entre as cisteíno proteases que apresenta ao mesmo tempo atividade 

antihemostática (Metzig et al., 1999) e antitumoral (BELLELLI et al., 1990).  
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7.  CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos do presente estudo permitem apontar as seguintes 

conclusões:  

- P1G10 demonstra atividade antitrombótica in vivo em um modelo de trombose 

induzida por luz/corante em vênulas da micro-circulação da orelha de 

camundongos hairless; 

- P1G10 demonstra atividade anticoagulante, antiagregante plaquetária, 

fibrinogenolítica e fibrinolítica in vitro, as quais são dependentes da 

concentração. 

- O mecanismo da ação antitrombótica, anticoagulante e antiagregante 

plaquetário de P1G10 pode ser, pelo menos parcialmente, explicado pela 

clivagem proteolítica de fibrinogênio e da fibrina. 
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