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RESUMO

A trombose € uma das principais causas de morbidade e mortalidade na Europa. O sucesso
ao combate das doengas trombdticas necessita de continuos avangos na investigacao dos
farmacos antitrombdéticos e dos modelos que avaliam a sua eficacia. A terap€utica com
antitrombodticos tem como principal objetivo reduzir a ocorréncia de trombos, sem

aumentar o risco hemorragico.

Nesta monografia efetuou-se uma revisdao da literatura no periodo 2012-2017, pelos
motores de busca Google Scholar e PubMed. Utilizaram-se como principais critérios
iniciais de inclusao as publicacdes com os métodos mais recentes, no entanto, os estudos
anteriores ao periodo desta revisdo revelaram-se indispensdveis para a devida
compreensdo dos modelos atuais. Neste sentido, construiu-se um esquema cronolégico da
evolugdo dos modelos de andlise da formacdo trombdtica envolvendo nove artigos de
referéncia, de modo a visualizar a inovacdo na metodologia de estudo dos trombos em
modelos in vivo, ex vivo e in vitro. Em adi¢do, descreveram-se resumidamente os

principais passos dos respetivos procedimentos experimentais.

Neste estudo verificou-se que hd uma prevaléncia dos modelos de in vivo com animais
vertebrados, nos ensaios pré-clinicos, tendo-se historicamente iniciado com os de grande
porte, como caes, porcos e coelhos, e, posteriormente, 0s murinos tornaram-se o modelo
mais frequente, uma vez garantida a semelhanca com os humanos, a viabilidade

econdmica e a facilidade de manuseamento.

Para os farmacos antiplaquetdrios e anticoagulantes aprovados no periodo de 1997 a 2014

foram apresentados os modelos trombdéticos utilizados no seu desenvolvimento.

Para ilustrar os métodos mais recentes de analise de farmacos antitrombdticos, foram
comentados cinco procedimentos de eficdcia utilizados no periodo 2012-2017. Como
critério de inclusao selecionou-se uma substiancia de origem natural, uma de origem

sintética e trés novas aplicagdes de compostos ja conhecidos.

Palavras-Chaves: Antitrombdoticos; Modelos de Andlises; Métodos Clinicos; Modelos.






ABSTRACT

Thrombosis is one of the leading causes of morbidity and mortality in Europe. Success in
combating thrombotic diseases requires continuous advances in the investigation of
antithrombotic drugs and models that evaluate their efficacy. Antithrombotic therapy has
as main objective to reduce the occurrence of thrombi, without increasing the hemorrhagic

risk.

In this monograph a literature review was carried out in the period 2012-2017, by the
search engines Google Scholar and PubMed. The most recent publications were used as
the main inclusion criteria, however, studies prior to the period of this review were
indispensable for the understanding of current models. In this sense, a chronological
schema of the evolution of the thrombotic formation models, involving nine reference
articles, was constructed in order to visualize the innovation in the methodology of
thrombus studies in in vivo, ex vivo and in vitro models. In addition, the main steps of the

respective experimental procedures were briefly described.

In this study it was verified that there is a prevalence of in vivo models with vertebrate
animals, in the pre-clinical trials, having historically started with the large ones, such as
dogs, pigs and rabbits, but now murines are the most frequent ones, once the similarity

with humans is guaranteed, economic viability and ease of handling.

For the antiplatelet and anticoagulant drugs approved in the period from 1997 to 2014, the

thrombotic models used in its development were presented.

To illustrate the most recent methods of antithrombotic drug analysis, five efficacy
procedures used in the period 2012-2017 were commented. As inclusion criterion was
selected a substance of natural origin, one of synthetic origin and three new applications

of compounds already known.

Keywords: Antithrombotics; Clinical Methods; Methods of Analysis; Models.
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Introdugdo

1. Introducao

1.1. Enquadramento
O objetivo deste trabalho foi compilar e comentar os principais procedimentos utilizados

em testes clinicos aquando da avaliagao de farmacos antitrombéticos.

A revisdo da literatura foi realizada através dos motores de busca Google Scholar e PubMed.
A abordagem inicial fez-se pelas palavras-chave antithrombotic methods e antithrombotic
trials. Para o intervalo de tempo «desde sempre», o Google Scholar forneceu 64 e 220
publicacdes, respetivamente; a afinacdo para o periodo 2012-2017 levou a 15 e 89
resultados, respetivamente. A subsequente leitura e selecdo das publicacdes teve como
principais critérios de inclusdo os estudos com alguma contribuicdo na realizacdo das
técnicas in vivo, ex vivo ou in vitro € 0s testes mais recentes para a medi¢do de processos
tromboticos e da eficdcia de substancias com atividade antitrombdtica, que estdao atualmente

em estudo.

Esta pesquisa levou a um esquema cronolégico da evolu¢do dos modelos trombdticos
(Tépico 2.1, Tabela 5); a descri¢ao dos procedimentos utilizados nestes modelos foi inserida
no anexo, a seguir a bibliografia. Em relagdo a dez farmacos antitromboticos atualmente
aprovados, construiram-se duas tabelas, consoante tratar-se de formacos antiplaquetarios ou
anticoagulantes, nas quais inseriram-se as caracteristicas dos modelos trombdticos
utilizados no seu desenvolvimento (Tépico 2.2, Tabelas 6 e 7). No que respeita as
substancias atualmente em estudo, foram selecionadas uma de origem natural, uma de
origem sintética e trés novas aplicacdes de compostos ji conhecidos, e, para estas,

apresentaram-se as metodologias publicadas de estudo antitrombdético (Tépico 2.3).

Com o intuito de situar e esclarecer a temdtica desta dissertagcdo, apresenta-se a seguir uma
breve introducdo sobre a fisiologia do sistema hemostitico (Tépico 1.2) e dos estados

tromboticos (Tépico 1.3).

1.2. Fisiologia do Sistema Hemostatico
O sistema hemostdtico protege o sistema vascular e permite que os tecidos sejam
reparados, quando existe uma lesdo, reestabelecendo assim as suas fun¢des. E um dos

mecanismos basicos do organismo, responsavel pela preservacao da integridade da
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circulacdo, uma vez que limita a perda de sangue. A sequéncia de reagdes locais que
culmina no controlo da hemorragia a partir de um vaso lesado, denomina-se de hemdstase
e ¢ regulada por diferentes mecanismos, dividindo-se em trés fases: resposta vascular
(constri¢do do vaso lesado), hemdstase primdria (formacdo do trombo plaquetério) e a

hemoéstase secunddria (formacao do codgulo de fibrina) (Coelho & Moreira, 2001).

Resposta Vascular

Quando um vaso € lesado, dd-se uma constricio como resposta imediata. Esta resposta é
transitdria, permitindo a reducdo do fluxo sanguineo na area afetada e a manutencao das
superficies endoteliais justapostas. Esta resposta apenas se mostra eficiente nos pequenos
vasos da microcirculacdo e, quando ocorre, pode colapsa-los e obstruir o fluxo de sangue
através deles (Seeley, Stephens & Tate, 2003; Coelho & Moreira, 2001).

Durante a formacdo do trombo plaquetdrio, as plaquetas libertam tromboxanos - um
potente vasoconstritor - que deriva de prostaglandinas e endotelina. A vasoconstricao
atenua as perdas hemorragicas dando algum tempo para que o trombo plaquetario se possa
formar no local da lesdo; a redugdo do calibre dos pequenos vasos e o aumento da for¢ca de

contragdo aumentam as reacoes das plaquetas (Seeley et al., 2003).

Hemostase Primdria

O processo de formagao do tampao plaquetario nos locais de lesdo vascular € denominado
de hemostase primdria. Este fendmeno ocorre poucos segundos apds a lesdo e €
extremamente relevante na limitacio da perda de sangue por parte dos capilares, arteriolas
e vénulas. Uma hemostase primdria eficaz envolve os processos de adesdo, agregacao,

ligacdo e consolidacdo plaquetdria, como mostra a (Figura 1) (Coelho & Moreira, 2001).

Em condi¢Ges normais, as plaquetas apresentam-se lisas, discoides e, embora viscosas, nao
aderem a superficie endotelial integra localizada na parede vascular, acabando por ndo se
ligar entre si. Apds a lesao vascular, poucos segundos depois, as plaquetas ficam mais
esféricas, com saliéncias citoplasmaticas longas e irregulares, aderindo ao colagénio do

subendotélio vascular, através de recetores plaquetdrios especificos. A principal
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Introdugdo

ligacdo ocorre entre as fibrilas de colagénio e a glicoproteina Ib/IX e é estabilizada pelo
Fator de vonWillebrand (FvW), que funciona como uma ponte entre elas, permitindo que
as plaquetas se mantenham aderidas ao vaso. A glicoproteina IIb/Illa junta-se ao
fibrinogénio e ao FvW e exerce um papel essencial na agregacio e adesao das plaquetas.
A ligacdo das plaquetas ao colagénio leva a libertacdo do conteido das suas vesiculas
secretoras, como a serotonina € a Adenosina Difosfato (ADP), que atuam localmente,
induzindo alteracdes estruturais e funcionais nas plaquetas. Este processo é denominado
ativacdo plaquetdria, pois estimula a produ¢do de novas plaquetas recrutando-as para o
local da lesao, onde o FvW e o fibrinogénio solidificam as interacdes entre as mesmas. A
adesdo das plaquetas induz a sintese de Tromboxano A2 (TXA2), que é libertado no fluido
extracelular, estimulando a agregacao plaquetdria e a libertacdo do contetudo das vesiculas
secretoras. Ocorre assim um fendémeno de retroalimentagdo positiva que origina,
ligeiramente, um agregado de plaquetas dentro do vaso (Coelho & Moreira, 2001; Larini,

2008; Seeley et al., 2003).

] . . a
i i Exposicita ao colagénio Ligagao dos ( Fosfolipidos pré coagulantes na membrana das plaquetas
Sl | Fan g —
QJ CFIb fptareeda Receplores para o8 factorves da coapnlacio
O o coagulacio
= Fvy
&
1
|
Ll
¥ =

Agregacao | Hidrdlise dos fostolipidos r

T Sintese de TXA, Consolidagio [
et

:"Jv 2 Secrecie de ADP .!J‘ 3
ST GP IIb IIIa =

Ligacao ao fibrinogéniv

Lontraccan da actomiosina plaguctaria

Y

Figura 1. Principais mecanismos envolvidos na hemdstase primdria (retirada de Coelho & Moreira, 2001).

Hemdstase secunddria

A coagulagdo sanguinea, também designada por hemdstase secunddria, baseia-se numa
cascata enzimdtica complexa na qual os componentes sdo ativados por protedlise e cujo
produto final € a fibrina, que forma a base do codgulo sanguineo (Staton & Lewis, 2005).
A coagulagdo € um processo que resulta da ativagdo sequencial de uma série de proteinas
plasmaéticas, que interagem entre si, € da formacdo de complexos membranares com a
participacao de ides de cdlcio.

As proteinas que intervém neste processo sdo denominadas de fatores de coagulacdo e

encontram-se no plasma nas suas formas inativas (Coelho & Moreira, 2001). Os fatores
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de coagulacdo foram classificados através de numeragdo romana, pela ordem pela qual

foram descobertos (Tabela 1). Esta numeracdo refere-se aos percursores inativos dos

fatores de coagulacdo, sendo a forma ativa desses fatores referida pelo sufixo “a” colocado

imediatamente a seguir ao algarismo romano (Larini, 2008).

Tabela 1. Classificag@o dos fatores da coagulacdo por ordem de descoberta (adaptada de Larini, 2008;

Seeley et al, 2003).

da fibrina

Fator Nome Descrigdo e Funcdo
1 Fibrinogénio , . . . , .
& Proteina plasmatica sintetizada no figado; Percursor da fibrina.

11 Protrombina . P . .

Proteina plasmatica sintetizada no figado; Percursor da trombina, a qual converte o
fibrinogénio em fibrina; é dependente da vitamina K.

i . - . . z :

Tromboplastina E uma lipoproteina presente na membrana de certas células; liga-se ao fator VII,
iniciando a coagulag@o in vivo.

v P -

Tao célcio Cofator em todo o processo da cascata da coagulag@o.
Vv . . P . ~
Proacelerina Proteina plasmética sintetizada no figado; co-fator da reacdo que transforma a
protrombina em trombina.

\%4 . . e y . .

Proconvertina Proteina plasmatica sintetizada no figado; dependente da vitamina K; Liga-se ao fator
tecidual (FT), formando o complexo enzimético VIIa/FT/Ca2+, o qual ativa os fatores
IXeX.

1%/4 . . P L . .. . P
Fator Anti Proteina plasmatica sintetizada nos megacaridcitos e nas células endoteliais; Ativado é
Hemofilico cofator do fator IXa no complexo que ativa o fator X.

v . e ' L .

Fator Christmas Proteina sintetizada no figado; fator dependente da vitamina K; este fator ativado
funciona como enzima no complexo que ativa o fator X.

IX . P . L

Fator Stuart-Prower Proteina plasmética sintetizada no figado; fator dependente da vitamina K; este fator
ativado funciona como enzima no complexo que ativa a protrombina.

Percursor da Proteina plasmatica sintetizada no figado; circula complexado com o HMWK

tromboplastina (cininogénio de alto peso molecular).

plasmatica

XI . . L
Fator Hageman Ativado por contacto de superficie ou pela calicreina.

Fator estabilizador Proteina existente no plasma e nas plaquetas; Ativado pela trombina forma ligacdes

XII

peptidicas entre as moléculas de fibrina ajudando a estabilizar o codgulo.
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A cascata de coagulagdo cldssica inclui a via intrinseca, ou de contacto, e a via extrinseca.

Na via intrinseca, todos os fatores necessarios se encontram em circulacio e a reacao inicial

z

¢ estimulada pelo contacto com superficies negativas. A via extrinseca € ativada no
seguimento de uma lesdo vascular. Apds ativacao do fator X, as vias intrinseca e extrinseca
confluem numa sé via que culmina na formagdo de trombina, como mostra a figura 2

(Coelho & Moreira, 2001; Macedo, 2006).

< Agregacao
Sulfatc da haparna plaguetaria

Prot. C PO N Fibrinolisis:

: g Disolucao do

Fluxo de sangue — - == coagula de filrina
>

Plagustas

Leucocitos ,
Plaguetas
- ativaras

Fator tecidual Ativagao do Coagulo:
TAFI TAFla Generagd de trombina
. 2 Formagao do coagulo
== da fibrina.

Trombinal®

"Trambomadulina

TE tPA. PAl -1, P, PG, otras
substancias hamostaticas nas
celulas endoteliais

Figura 2. Sistema hemostatico. Processo da coagulagdo, incluindo plaquetas na fase fluida do plasma do
sangue, integrado com componentes das células endoteliais vinculado a parede vascular. Muitos componentes

da via de fibrindlise também sdo derivados de células endoteliais. (Adaptado de Walenga et al., n.d.)

Mecanismos de regulacdo

Existem mecanismos, denominados mecanismos de regulacdo, que se opdem a formagao
do codgulo, limitando o processo e impedindo que este se propague excessivamente.
Estados de hipercoagulabilidade estdo associados a falhas nestes mecanismos de regulacdo
da hemostase (Widmaier et al., 2014). Os inibidores fisiol6gicos mais importantes sdo a
Antitrombina (AT), Proteina C (PC), Proteina S (PS) e o inibidor da via do fator tecidual,
mecanismo anticoagulante que atua numa fase mais precoce da coagulagdo e que se liga
ao complexo FT/FVIla inibindo a capacidade deste atuar no fator X (Wu & Thiagarajan,

1996; Widmaier et al., 2014).

21



Fdrmacos antitrombdticos, Os métodos usados nos testes clinicos-Estado da Arte em 2017

A AT ¢é o principal inibidor circulante da coagulacao: inativa diretamente a trombina e as
outras protéases de serina (fatores [Xa, Xa, Xla, XIla), plasmina e calicreina (Coelho &
Moreira, 2001).

A PC ¢ ativada pela trombina, ap6s a ligacdo desta a trombomodulina que se encontra nas
superficies endoteliais intactas. A PC ativa, vai inativar os fatores Va e VIlla, bem como
os recetores plaquetdrios para o FXa. A PS €, tal como a PC, uma proteina dependente da
vitamina K sendo que, a sua forma livre atua como cofator da PC ativada, juntamente com

fosfolipidos pré-coagulantes (Coelho & Moreira, 2001; Larini, 2008).

1.3. Estados trombéticos
A trombose constitui a alteracdo mais frequente no processo hemostitico e refere-se a
formacao de uma massa anormal no limen vascular (Figura 3), a partir dos componentes

sanguineos, envolvendo fatores vasculares, celulares e humorais (Coelho & Moreira, 2001;

Larini, 2008).

Colagénio/ECM Lesao no vaso

00 7 —

C 5 ivaca 3
pmt?ugs Ades&io & Afivagio |3 Agregacioary
(‘lll’ ; ’ gxx//::;wmnssml

RBC

Ativagao do !
(@ coégulo = Trombina = Fibrina —7

Leucacitos

Parad cotalial i
A ey TE-Vila Lesdo no vaso

Figura 3. Formacio trombética. Posteriormente a uma lesdo, as plaquetas aderem-se ao colagénio (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016).

A investigacdo realizada por Virchow, em 1856, demonstrou os trés principais fatores que
contribuem para o aumento do risco trombdtico, nomeadamente a estase venosa, as
alteracdes na parede vascular (les@o endotelial) e a hipercoagulabilidade (Kumar, Hanlin,
Glurich, Mazza & Yale, 2010). Este conjunto é conhecido como triade de Virchow e

constitui atualmente a base para a avaliagdo dos fatores de risco do tromboembolismo, cuja
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causa, na maioria das vezes ¢ multifatorial (Bayer, 2015).

As patologias trombdticas podem ocorrer no sistema venoso, de baixo fluxo e baixa pressao,
ou no sistema arterial, de alto fluxo e alta pressdo. Existem diferencas bdsicas entre a
trombose arterial e a trombose venosa, nomeadamente a composi¢cdo do trombo e a presenca

de les@o na parede vascular (Lane & Grant, 2000).

Os trés fatores de Virchow ndo assumem a mesma funcao na trombose arterial e venosa.
Na trombose arterial, as alteragdes na parede vascular sdo predominantes, devido a elevada
pressdo do fluxo sanguineo nas artérias. Assim, a estase ndo confere um elevado risco e a
hipercoagulabilidade do sangue tem um papel relativamente menor, ao contrario do que

acontece na trombose venosa (Versteeg et al., 2013).

O processo da hemdstase deriva de um balango subtil entre a coagulacao e a fibrinélise. O
distdarbio deste equilibrio, tanto por fatores genéticos como adquiridos, leva a complicacdes

tromboticas e hemorragicas.

A trombose corresponde a formagdo de um trombo que se pode localizar na circulagdao
arterial e/ou venosa. A sua localizagdo vai influenciar a natureza do trombo: quando se
localiza no sistema venoso, o trombo € constituido maioritariamente por fibrina, eritrocitos
e algumas plaquetas, ao passo que, quando se localiza no sistema arterial, o trombo
apresenta um elevado nimero de plaquetas. As caracteristicas do vaso vao influenciar o
tipo de agentes usados e os seus alvos celulares. As plaquetas exercem um papel importante
na hemostase que, a nivel arterial, pode ocorrer apds a rotura, fissura ou erosao da placa
de ateroma, com exposi¢ao e libertacao de fatores trombogénicos e adesdo das plaquetas.
Na veia, a trombose ocorre através da ativagdo da cascata de coagulacdo (Davi & Patrono,
2007). O tromboembolismo (Figura 4), relacionado com a circulagdo arterial ou venosa,
ou decorrente de causa cardiaca, € responsavel pela maioria dos episédios cardiovasculares

fatais ou nio fatais (Eikelboom & Weitz, 2010).
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GOLPE ACS Distungao Cardtida
TIA Ak Arneurisma ni Aorta
PAD

Figura 4. Distirbios tromboembdlicos arteriais e venosos. Ataque Isquémico Transitério (TTA); Sindrome
Corondria Aguda (ASC); Fibrilagdo atrial (AF); Doenca Arterial Periférica (PAD); Trombose Venosa
Profunda (DVT); Embolia pulmonar (PE); (adaptada de Gross & Weitz, 2009).
O desenvolvimento de doencas trombdticas € a principal causa de morbilidade e mortalidade
na Europa (Sikka & Bindra, 2010). A tabela 2 mostra os dados referentes a 2014.
Tabela 2. Causas de morte por pais. Taxa de mortalidade padronizada, 2014 (por 100.000 habitantes)
(adaptada de Eurostat, 2013).
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2. Métodos de analise de eficacia de farmacos antitromboéticos

2.1. Evolucao dos modelos trombéticos

O problema das doencas trombdticas vem sendo estudado de modo sistematico pelo menos
desde o século XX. Utilizando caes, a série de estudos da equipa liderada por Wessler, e
publicada no periodo de 1952 a 1962 (Wessler & Connelly,1952; Wessler, 1962) introduziu
importantes inovagdes, através da medi¢dao dos tempos de coagulacdo e da composi¢ao dos
codgulos. Entre outros avangos, relataram que o processo de coagulagdo in vivo foi mais
lento que o estudado com modelo in vitro e descreveram a fibrina como o principal

composto encontrado nos trombos (Anexo 1).

Seguindo a Wessler et al, no ano 1962, Gustav Born publicou um estudo de modelo
trombotico utilizando ADP como agente desencadeador (Anexo 2). Este modelo iniciou
uma importante linha de investigacdo: em fevereiro de 2018 o artigo tinha mais de cinco

mil citacdes no Google Scholar.

Logo em 1976, Folts, Crowell e Rowe descreveram um modelo de lesdo arterial que
envolveu 60% a 80% de estenose da artéria corondria de cdes. Neste artigo, procederam a
administracdo de acido acetilsalicilico (AAS), o qual aboliu as redugdes ciclicas do fluxo
sanguineo e reduziu a agregacao plaquetdria (Anexo 3). O trabalho de Folts et al constituiu
um marco importante para os métodos laboratoriais e para a terapia antitrombdtica.
Seguindo neste caminho, modelos similares foram posteriormente aplicados em outras
espécies, incluindo coelhos, ratos e camundongos. O modelo Folts et al aproximou-se da
trombose arterial clinica. De referir também o shunt arteriovenoso, modelo que utiliza uma
superficie sintética para simular a formagao de trombo num circuito que passa de pressao
arterial a pressdo venosa; em contrapartida, tem pouca relevancia para estudos das formas

de trombo fisiopatoldgicos.

No ano de 1983, foi sugerido um método simples de chegar a formacdo do trombo para o
ensaio clinico de agentes antitrombéticos: DiMinno e Silver publicaram um estudo
realizado em ratos com a aplicacdo de colagénio e epinefrina como principal agente
detonador da formacao do trombo. Este estudo, com duas partes definidas que tratam os
modos in vitro e in vivo, mediu a capacidade antitrombdtica obtida pelo AAS em

combinacdo com o etanol (Anexo 4). Uma vez constatada a qualidade deste modelo em
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ratos, houve uma grande adesdao e muitas publicagdes basearam-se neste modelo. Desde o
inicio da década de noventa, tornou-se habitual a utilizacao de ratos nos testes trombdticos.
Muitos fatores contribuiram para a generalizacdo destes animais nos biotérios, seja por
causas econdmicas, de praticidade, de logistica ou sociais (Jagadeeswaran, Cooley, Gross

& Mackman, 2016; Yunta, 2007).

Na revisao sobre os métodos de andlise e estudos realizados em farmacos para a terapéutica
antitrombdtica, os trabalhos de Folts et al (1976) e DiMinno e Silver (1983) destacaram-se
como 0s principais pontos de partida. Apesar dos avancos alcancados desde entdo, estes
estudos sdo ainda uma referéncia nas técnicas que hoje em dia sdo realizadas para
comprovar a efetividade de farmacos antitrombdticos, como se vai demonstrar nos diversos

modelos referidos nesta monografia.

Um novo passo importante para descri¢do da composicao do trombo e o desenvolvimento
novas drogas ocorreu em 1990, na publicacdo de Kurz, Main & Sandusky, em que foi
detalhado o estudo da trombose, em ratos, provocada por uma solucdo de cloreto de ferro
III junto com a aplicacdo de um par termoelétrico (Anexo 5). A utilizacdo do FeCls revelou-
se econodmica, facil de aplicar e adequada para o conhecimento da formagado trombdtica; por
estas caracteristicas tornou-se numa opg¢ao habitual nos laboratérios que trabalham neste

campo.

No final do seculo vinte, com as diversas transformagdes sociais e tecnoldgicas, a atividade
laboratorial com animais foi repensada com vista a limitar (Romero-Fernandez et al., 2016)
o numero seres afetados e o sofrimento aplicado. Assim, no ano 1998, foi proposto um
modelo com ratos geneticamente modificados, respondendo as limitagdes impostas e com a
intencdo de obter resultados mais rdpidos nos processos de desenvolvimento de farmacos.
Este novo modelo, com origem em Harvard (Denis et al., 1998), manteve o uso de FeCls
como indutor dos trombos, mas os ratos passaram a ser clonados com um defeito na
hemostase que provoca hemorragias para simular a doenga humana por falta de FvW. Esta
modificagcao foi muito significativa, devido a simplificacdo das provas, aportando também

resultados mais comparaveis nos diversos individuos utilizados (Anexo 6).
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Com vista a ilustrar de forma sistemdtica os detalhes que vérios autores adotaram em

métodos trombdticos com murinos, nomeadamente o local da lesdo, a forma e o mecanismo

de indug¢do, Jagadeeswaran et al (2016) compuseram uma tabela que se reproduz a seguir

(Tabela 3).

Tabela 3. Modelos de estudos trombdticos por mecanismo e tipo de vaso realizados em murinos (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016)

Vasos

Carotida

Dano
Induciio Trombdtica

Mecanismo Especifico

Referéncias

Lesdo Radicais livres Cloreto de Ferro Farrehietal . 1998
Carotida Lesdo Radicais livres Rosa bengala + Luz Bitzman ctal 2000
Carotida Lesdo Radicais livres Electrolise com ides de ferro Cooley , 2011
Carétida Mecdnica Pitada Manginetal , 2006
Cardtida Mecinica Unidio pequena e dura Schulz etal » 2008
Carotida Mecénica Hilo endotelial / ferimento necessirio Comelissen etal , 2010
Carétida Mecdnica Ultra-som Kuijpers ctal , 2009
Carotida Colagénio intraluminal | Superficie de Colageno Advential Cooley , 2013
Carotida Calor Cauterizagio Carmelict et al , 1997
Carotida Anastomoses Sutura reparadora 2011 Cooley & Daley , 1999
Veias
Veia Cava Inferior Estase Veia Cava Inferior ligasao Myersetal , 2003
Veia Cava Inferior Baixo fluido Veia Cava Inferior estenose Singhetal , 2003
Veia Cava Inferior T T S Veia Cava Inforior cstenose +beeve ferinwento na bragadeina Singhctal , 2002
:{;}g‘;‘;ﬂg:ﬁfar Lesio Radicais livres Cloreto de ferro Wangetal 5 2008
V‘i‘::m;? e Lesdo Radicais livres Calor / Fotoquimica Cooley , 20H Daley etal  ,1999
Microvasos
Cremasterica ou Mesenterica Lesdo Radicais livres Cloreto de ferro Denisetal . 1998
Cremasterica ou Mesenterica Laser Calor / Fotoquimica Falati et al 2002

Desde o inicio do século XXI, surgiram modelos apoiados em técnicas mais atuais, nos

quais constata-se a influéncia das comunicacdes de hoje em dia. Neste contexto, no ano

2013 foi apresentado um modelo in vivo, em ratos, desenvolvido em Taiwan, pelo método

de inducao de trombos em microvasos por radiacdo e comparacio de resultados com ajuda

de fluorescéncia, depois de uma administracdo por bolus de um corante (Jayakumar et al.,

2013) (Topico 2.3.4). Esta técnica veio gerar de forma mecanica o efeito trombdtico que se

deseja em vasos de calibre pequeno o qual, até entdo, pela maneira como era aplicado, ndo

resultava tao eficaz.
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Aqui pode-se constatar que, com o avangar da tecnologia, os modelos evoluem para formas

mais complexas.

Um novo estudo, publicado em 2014 por Adelmann et al, efetuado in vitro e ex vivo com
amostras de humanos comparou a efetividade do Apixaban e do Rivaroxaban por meio da
tromboemblastrometria rotacional. O trabalho permitiu estabelecer parametros de
semelhanca com a trombose clinica. Este método analisa o fator tecidual assim como o
tempo de coagulacdo ativado permitindo medir o efeito do farmaco numa possivel triagem

pré-operatéria (Adelmann et al, 2014).

Na sequéncia da tendéncia de utilizacdo de animais aquaticos em ensaios farmacéuticos, no
ano 2016, Jagadeeswaran et al dedicaram um amplo espago para o peixe zebra, no seu artigo
de revisdo Animal models of thrombosis from zebrafish to nonhuman primates: use in the
elucidation of new pathologic pathways and the development of antithrombotic drugs. O
peixe zebra, geneticamente modificado, estd a ser proposto como modelo no estudo de uma
terapéutica em pessoas com deficiéncia nas proteinas envolvidas na coagulagdo como a
ATIII. A tabela 4, também adaptada de Jagadeeswaran et al, 2016, resume os genes

modificados do peixe zebra para estudos tromboticos.

Tabela 4. Modelos de peixe zebra geneticamente modificados utilizados em ensaios trombdticos (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016).

Método Genético Gen Objetivo Referéncias
Transgénico alTh Prometer-GFP Lin el al, 2003
Transgénico I'lil Prometer-GLIP Lawson & weinstein, 2002
Multagénese Protrombina Gregory et al, 2002

Morfoline Knockdown

17, (71, profrombing, FyW, allh

GOH, mick ta, hambi, e32,
debil2, esam PKCa, PECH, hepsin

Carrillie e, SONE Gregery e.al 2002 Huphes A el 2005
1w et 4l, 2K Khardokar & aram, ZO0E ]

eral, 2000 Wokiaras et al 2017

Zine finger Nuglease Knock out

ATIII

Liu et al 2014
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A tabela 5 apresenta um resumo da evolug¢do histérica de modelos inovadores para o estudo

das doengas trombdticas, com a finalidade de facilitar uma vis@o geral de perspetiva da

evolugao nos diversos métodos de andlise trombdticos.

Tabela 5. Esquema cronolégico da evolucao de modelos de andlise da formagao trombética.

gene modificado

CaCl: + vibora

_ : e —— e
Modelo/Aportacio/Ano s haanhr Instrumentos
Jagadeeswaran/ Peixe zebra /2016 Veneno

t

Adelmann / Thromboemblastometria / 2014 CaCl g %
#
Jayakumar / Radiacdo Microvasos / 2013 ’_) Radiagio g,‘j .!’
i Radicais w7 La
Denis / Ratos Modificados /1998 % Q|FeCla o ee g é
3 _
.
Kurz & Main/ Cloreto de ferro / 1990 B FeCl3 g é g
g &
i ; Colagenio + Epin Colagénio g é
DiMinno & Silver/ =", %" Etanor fiige E + Epinefrina
Folts / Uso do A.A.S / 1976 L s i g Q g
Born / Coagulagio com ADP / 1962 ﬁ DP é
i A
Wessler / Estudo da coagulagdo / 1952 L h::g;ﬁ?ffo g é

*(Qs desenhos correspondem com o animal ou humano utilizado no modelo.
(Peixe zebra, humanos, ratos, ratos geneticamente modificados, cies ¢ suinos)

X Ensaio com medi¢des temporais. é Resultados observados por histologia;
5 Com aplicagdo de temperatura; -~ Com medigdo de fluorescéncia;
: g » r + - * o~

g Medigoes com cspetofotémctro; o Aplicagio de radiagho;

1 ’
& Tromboemblastometria.

2.2. Modelos utilizados em farmacos antitromboéticos atualmente aprovados para
uso em humanos

Tendo em conta os principais farmacos aprovados desde o ano 1997 (Jagadeeswaran et al,

2016), organizaram-se duas tabelas, consoante serem farmacos antiplaquetdrios ou

anticoagulantes (Tabelas 6 e 7 respetivamente), com indica¢do do animal, o tipo de vaso, a
29



Fdrmacos antitrombdticos, Os métodos usados nos testes clinicos- Estado da Arte em 2017

aplicacdo ou nao de shunt arterio-venoso, ativacao sistémica ou nao, modelo associado ou

nao ao Folts et al (1976).

Tabela 6. Modelos trombéticos utilizados no desenvolvimento de fdrmacos antiplaquetdrios aprovados.

Shunt

Ano de ; e i : : Alivagiin Tipo
aprovacio Penominacho principio ative  “Tescado para aprovagcio em Arterial Venosa A PCE COS S itenncn Falts
2013 Vorapaxar d i i £ 2 ®
2010 | Tieagrelor » h ® c ® C &
2007 | Prasugrel - & o ® 3
% il 3 o L) P

1997 Clopidogrel - é L @ & i &
1997 | Lptifibatide b A @ O ® ¢ ®

Tabela 7. Modelos trombéticos utilizados no desenvolvimento de fairmacos anticoagulantes aprovados.

Ane de 5 i s = % Shunt Ativagio Tipn
aprovagie Denoininacio prineipio atise  Testado paca aprovagdo cm  Arterial Vienoas Aot Sistémica Falts
2014 Ldoxaban - £ & L L] %
2010 Dabigatran - g B O 5 e
kS

2011 Rivaroxaban - g ﬁ @ ® &

2011 Apixaban o é L @ @ i
1999 Bivalirudin & i b ] i

e,

No espectro de farmacos desenvolvido desde o século XX encontram-se varios mecanismos
de atuacdo; na atualidade, as principais classes de agentes terapéuticos antitrombdticos em

uso sdo as seguintes:

1) Inibidor da COX-1 - AAS;

2) Antagonistas dos recetores da ADP P2Y 12 — Ticlopidina (Balsano et al., 1990),
Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor, Cangrelor (Harrington et al., 2009) e Elinogrel (Gurbel
et al., 2010);

3) Inibidores da Gp IIIb/Ila — Abciximab (Simoons, 2001), Eptifibatide e Tirofiban;

4) Antagonistas do recetor da trombina — Vorapaxar e Atopaxar (Kogushi et al., 2011);

5) Inibidores diretos da trombina — Bivalirudina e Dabigatran;

6) Inibidores diretos do fator Xa — Apixaban, Edoxaban e Rivaroxaban;
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7) Inibidores do TXA2 - Picotamida (Afonso et al, 2016), Ridogrel (Carty, Macey,
McCartney, & Rampton, 2000) e Ramatroban (Terada et al., 1998).

Embora os farmacos aprovados para a terapéutica das doengas trombdticas tenham passado
nos testes de eficdcia, o objetivo de encontrar um equilibrio ideal entre a profilaxia
antitrombdtica e o risco controlado de efeitos indesejdveis ainda ndo foi atingido. Assim,
hemorragias, descompensacdes ou controle e reversao da acao destes, perante uma possivel
intervencdo cirurgica, sdo o alvo de estudo para os métodos de desenvolvimento de novas
moléculas terapéuticas antitromboéticas, como mostram os exemplos de modelos de estudo

em substancias em fase de desenvolvimento (Tépico 2.3).

2.3. Substancias em desenvolvimento para aprovacao do uso farmacéutico em

humanos.

Neste tOpico apresentam-se 5 compostos/classes com estudos efetuados desde 2012,
nomeadamente o 6leo de argdo, o ACT-246475, derivados de heparina, sulforafano e
limiglidole, e os métodos que foram utilizados para testar a sua eficcia antitrombotica. Por
um lado, encontram-se inovac¢des com tecnologias muito atualizadas mas também € patente

a profunda influéncia das metodologias cldssicas ja revisadas nesta compilacao.

2.3.1. O dleo de argio, efeito antitrombético in vitro e in vivo, estudo em ratos.
(Mekhfi et al., 2012b)

O estudo de (Mekhfi et al., 2012b) induziu o tromboembolismo pulmonar agudo por meio
de uma injec@o intravenosa com uma mistura de colagéno e epinefrina. Os resultados
mostraram que o 6leo de argdo inibiu a agregacdo plaquetdria in vitro e in vivo sem

prolongar o tempo de sangramento.

Os animais escolhidos neste ensaio eram camundongos (20-30 g), foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais (8-10/Grupo). Os camundongos foram tratados
por via oral por 1 semana com dgua destilada (1 mL/100 g/dia, o grupo controlo), 6leo de

argdo (1 mL/100 g/dia, o grupo tratado), ou (AAS; 100 mg/kg/dia, o controlo positivo).

A dose de 6leo de argdo foi determinada por estudos prévios. A aspirina, como referéncia
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farmacéutica antitrombdtica, foi preparado em dgua destilada.

Uma hora apds o ultimo tratamento, um Tromboembolismo Pulmonar Agudo (TPA) foi
induzido na veia da cauda por uma injecdo de uma solu¢do trombogéncia, composta de
colagénio (80 mg/kg) com epinefrina (1 mg/kg), que foi anteriormente estimada para

produzir aproximadamente 80% da indu¢do de tromboembolismo.

Imediatamente apds a injecdo, foi observado o comportamento dos animais, durante um
intervalo de 15 minutos, e foi anotado o total de animais que ficou paralisado e animais
mortos em cada grupo. A percentagem de protecdo contra o TPA, determinada pelo efeito

antitrombdtico do 6leo de argdo e AAS, foi calculada e apresentada na tabela 8.

Tabela 8. Efeito do dleo de argdo no tromboembolismo pulmonar agudo em camundongos (adaptada de

Mekhfi et al., 2012a).

Paralisia on maite

Tratamento Dose animal/ Total Protegao (o)
Agua destilada {controlo) lml/100 g/dia %/10 20
Oleo de Argio TmlA100 g/dia /8% 30
AAS 100 mgfkg/dia | 6/10% | 40

As amostras foram administradas por via oral previamente 4 inje¢dio na cauda. com colagénio (80 mg'kg) ¢
epinefrina (1 mgky). O teste Qui-quadrado foi usado para examinar a diferenca entre o grupo de controlo e o
sTupo lratado.

*Néo significante em relago ao controlo.

O estudo histolégico foi realizado no tecido pulmonar para estimar a percentagem de vasos

obstruidos por trombos plaquetérios.

O teste de coagulagcdo foi monitorizado em plasma pobre em plaquetas de ratos normais
medindo os pardmetros de coagulacdo (tempo de tromboplastina parcial ativado, tempo de
protrombina e tempo de trombina) na presenca e auséncia de 6leo de argdo. Para isso
utilizou-se um sistema automadtico (coagulometer Thrombostat Behnk Elektronik), um kit
de reagentes do fabricante, e o método de Lau (Lau et al., 2009). Em todos os testes de
coagulacdo, o o6leo de argdo foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) a uma
concentracdo final de 0,5%. Brevemente, o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pré
incubado com 6leo de argdo (0,5; 1 e 2 mg/mL) por 5 minutos a 37°C. A seguir o plasma

(50 uL) foi misturado com 50 mL de cephalin. O processo de coagulacdo para o plasma
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incubado (50 mL) foi iniciado pela adi¢do de CaCl, 25 mM (50 mL), de tromboplastina
(100 mL), e de trombina bovina (100 mL), para as determinac¢des de Tempo de Protrombina
Parcial Ativada (TTPA), Tempo de Protrombina (TP), e de Tempo de Trombina (TT),

respetivamente.

A atividade do 6leo de argdo foi avaliada comparando a coagula¢do do plasma sem
tratamento (controlo de plasma com DMSO 0,5%) e tratadas com heparina (0,23 e 0,46

U/mL) por 5 minutos a 37°C (controlo positivo).

As conclusées do estudo afirmam que o 6leo de argdo (1 mL/100 g/dia), administrado por
via oral, mostrou uma atividade antitrombotica prevenindo a paralisia ou morte (50%)
induzida pela injecdo intravenosa colagénio-epinefrina. Esta observa¢do foi confirmada
pelo exame histologico do pulmio, em que a densidade dos vasos sanguineos ocluidos
diminuiu significativamente (P=0,004) (62,16 + 3,95%). No entanto, o 6leo de argio
permaneceu inativo para os parametros de coagulagdo do TTPA, TP e TT, em desacordo
com a heparina, um medicamento de referéncia anticoagulante. A atividade antitrombdtica
do 6leo de argdo parece ndo estar relacionada a atividade anticoagulante (Hassane et al.,

2012).

33



Farmacos antitrombdticos, os métodos usados nos testes clinicos — Estado da Arte em 2017

2.3.2. ACT-246475 antagonista reversivel do P2Y12, ensaios comparativos com o

ticagrelor (Rey et al., 2017).

2.3.2.1. Método comparativo frente ao ticagrelor da eficacia e risco antitrombdético

em ratos.

A finalidade deste estudo foi comparar dois farmacos de agdo direta, o ACT-246475,
antagonista reversivel P2Y12, e o ticagrelor (Figura 5), em um modelo de andlise de
trombose em ratos por quantificacdo simultanea de sua eficacia antitrombotica, induzida
pela cirurgia e perda de sangue. O fluxo de sangue foi avaliado na artéria carotida apds
aplicacdo de FeCls para induzir a formagdo do trombo, utilizando uma sonda de fluxo
Doppler. Ao mesmo tempo, a perda de sangue depois da ferida cirargica foi quantificada no

bago.

Uma administragdo continua da ACT-246475 e ticagrelor foi usada para reduzir os danos
provocados pela lesdo do fluxo sanguineo. Os resultados histoldgicos indicaram que, pela
aplicacdo de altas doses de ambos os compostos, o fluxo sanguineo foi normalizado e o

trombo foi completamente eliminado.

o
\ (S A
i i BN S N “\-r'ﬁx ka2 \Q,,_.-—-H__\i? TN g S
O N 0'-'-9»0 “ \_j
e} o OH OH
ACT-246475 Ticagrelor

Figura 5. Estrutura quimica do ACT-246475 e do ticagrelor (adaptada de Rey et al., 2017).

Este estudo foi realizado em ratos de acordo com as leis de prote¢do animal da Sui¢a, com
ratos Wistar machos que foram adquiridos nos laboratérios de Harlan B.V., Venray (NL).
Todos os animais estiveram armazenados em conformidade com as diretrizes locais

veterinarias (Basel Landschatft).
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Origem dos reagentes deste estudo: ACT-246475 foi sintetizada no Departamento de
Quimica Medicinal em Idorsia Pharmaceuticals Ltd Stansstad, Suica; Ticagrelor foi
sintetizado de acordo com os protocolos publicados; acetilcolina, fenilefrina, e U46619

foram adquiridos da Sigma (EUA).

2.3.2.2. Estudo in vivo da trombose provocada por FeCls, eficacia do ACT-246475

frente a o Ticagrelor.

O modelo de estudo em ratos para trombose e perda de sangue, foi realizada com base em
relatorios anteriores (Kurz et al. 1990). Especificamente, os ratos foram anestesiados com
uma injeg¢ao intraperitoneal de 150 mg/kg sal de sddio hidratado (thiobutabarbital Inactin®).

A temperatura foi mantida a 36-38°C, com um aquecimento controlado termostaticame.

Apds a traqueotomia, um cateter foi inserido na veia femoral direita para infusdo e testar
compostos durante 50 minutos usando uma bomba (Precidor Infors AG, Bottmingen), a taxa
de 0,05 mL/kg/minuto. Um segundo cateter foi inserido na artéria femoral direita para

coletar amostras de sangue.

A artéria cardtida direita foi dissecada cuidadosamente, livre de tecido conjuntivo, e um
tubo de fluxo de Silastic (D-20-0,8 mm; Triton Technologies Inc., EUA) foi colocado na
artéria para medi¢do da velocidade do fluxo sanguineo. Ap6s 20 minutos de infusdo de
veiculo, ACT-246475, ou ticagrelor, papel filtro foi embebido com FeCl; 200 mg/mL (20%)
(FeCls, Fluka N°44943, Sui¢a) e colocado sobre a artéria carétida anterior para o fluxo por
5 minutos para causar a lesdo arterial, e a velocidade do fluxo sanguineo carotideo foi
medido por 30 minutos apds a deposi¢do de FeCls, o bago foi puncionado com um pungéo
para biopsia de 4 mm (Stiefel, Alemanha) e sangue foi coletado por 30 minutos; a
quantidade de perda de sangue foi calculada em gramas. Todos os experimentos foram
cegos para o tratamento. No final do experimento, os ratos foram sacrificados por uma

infusdo intravenosa de pentobarbital (100 mg/kg; Esconarkon, Streuli Pharma AG, Suica).
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As velocidades de fluxo sanguineo carotideo foram registadas num sistema utilizando
PowerLab (IOX software de dados, Tecnologias Emka, Franca) e analisados utilizando-
Datanalyst (versdo 2.10.17; Emka tecnologias). O fluxo sanguineo basal foi calculado para
cada rato usando a média do fluxo sanguineo durante 100-110 batimentos consecutivos no
final da deposi¢do de FeCls. A area entre as curvas (ABC) foi calculada utilizando-se fluxo
sanguineo delta (mudanga de fluxo basal em %) versus tempo (30 minutos). Calculo do
ABC ¢ um sistema integrado de método analitico para quantificar as respostas ao longo de

todo o periodo de avaliagio.

Para garantir uma comparagdo objetiva, imparcial dos dois antagonistas dos recetores
P2Y >, foram establecidos protocolos de administragdo continua, resultando no plasma
exposi¢des ao composto de uma tradugdo de baixa (30-50%), intermediario (55-75%) ou

alto (80-100%), inibi¢do da agrega¢do plaquetaria. Na presenga de veiculo, deposi¢do de

FeCls induziu uma diminui¢éo rapida da velocidade do fluxo sanguineo. Os resultados do
ACT-246475 e do ticagrelor como inibidor do FeCl; como indutor da formacao de trombos

em artéria carotida dos ratos foram apresentados na figura 6.

M. Rey et al P2Y,; Antagonist ACT-246475 in Rat Thrombeosis Model
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e ACT-246475, 0.06 pokgminiv.n =9 -8 Ticagrelor, 2 pgkg/min iv. n= 11
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w—cpe ACT-246475, 0.6 pgkg/miniv.n= 10 —r— Ticagrelor, 20 pgkgminiv.n =9

Figura 6. Fluxo sanguineo apds FeCl; arterial induzida pela lesdo. O méaximo de diminui¢do do fluxo de
sangue na presenga de veiculo foi definida como 100% de redug@o da velocidade do fluxo sanguineo. Efeitos
do ACT-246475 (Grafico A) e ticagrelor (Grafico B) sdo expressos em % mudanga na velocidade do fluxo
sanguineo carotideo em relacdo ao fluxo basal. ACT-246475 e ticagrelor foram dissolvidas em PEG 400 (7,5%
v/v), PG (7,5% v/v), o Cremofor (5% v/v), em tampéo fosfato pH = 7,4 a uma concentragio de 1 mg/mL.
Veiculo: PEG 400 (7,5%), PG (7,5%), o Cremofor (5%) tampé&o fosfato, pH = 7,4. Os dados estdo apresentados
como médias, n = 9-35 (retirada de Rey et al, 2017).
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A tabela 9 sumariza os efeitos antitromboticos observados, tendo em conta adig¢Ges
progressivas dos dois compostos, designadamente 0,0; 0,06; 0.2 e 0,6 pg/kg/min de
ACT246475 ¢ 0,0; 2,0; 6,0 e 20,0 pg/kg/min de ticagrelor.

Tabela 9. Efeitos antitromboticos dos antagonistas P2Y > no modelo FeCl; em ratos. (retirada de Rey et al,
2017).

ACT-246475 infuson (aofkgiming [+ 0.06 0.2 0.6
Mean area of vascular lumen ocduded by thrombs (n 4) 100% 52% 29% 20%
Blood flow (means 4 SEM) 0% 25 4 9% 65 4+ 16% 104 i 2%
n number of rats n =35 n=9 n=10 =10
Patency of carotid antery
Open w35 g &0 i
Partially occluded w35 L] 10 o110
Occuded 35/35 5/9 310 o/10
1] 2 6 20
4y 100% 94% 37% 19%
0% 17 + 5% B4 4 12% i 1%
35 f mn n 1 n 9
Patency of carotid antery
Open o35 o 611 99
Partially occluded /35 2719 417 oo
Ocduded 35/35 911 (A0 oD

Quantificacdo plaquetdria trombo. Uma seccdo da artéria cardtida em parafina, foram desparafinizadas e
reidratadas e corados com hema- toxylin e eosina para exame histopatoldgico e avaliagdo morfométrica de
trombos ricos em plaquetas. A percentagem média de area do lumen vascular ocluido foi calculado a partir de
uma se¢do por rato (n = 4). A quantificacdo do fluxo sanguineo em 30 minutos. O fluxo arterial médio no final
de administrac@o (ou seja, 30 minutos) foi quantificada e expressa como uma percentagem do fluxo sanguineo
basal medido em cada vaso do rato antes da lesdo. Avalia¢do da obstrugdo do vaso. Ao término da infusfo, a
obstrugfo da artéria cardtida foi determinada aberta (sem comprometimento do fluxo sanguineo), parcialmente

ocluida (menos de fluxo sanguineo basal) ou oclusdo do fluxo sanguineo (nenhum)
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2.3.2.3. ACT-246475 e ticagrelor, método de estudo comparativo da vasoreatividade

na artéria femoral com ratos.

O estudo foi avaliado apos a eutandsia, os anéis de artéria femoral foram preparados usando
uma técnica padrdo (Duckles et al. 1985). Resumidamente, as artérias femorais direita e
esquerda foram isoladas. Dois anéis arteriais (1,5 mm) foram preparadas a partir de cada
artéria e vasos suspensos entre 40 um de ago em um sistema myograph Mulvany - Halpern
(10 mL) contendo tampdo KrebsHenseleit modificado com a seguinte composi¢io
(mmol/L): NaCl 115; KCI 4,7; MgS04 1,2; KHoPO4 1,5; CaClz 2,5; NaHCOs3 25; Glicose
10, para evitar danos ao endotélio. As solu¢des foram mantidas a 37°C e aeradas com 95%

02/5% CO2/(pH 7.4). Depois do repouso aplicou-se uma forca de 3,92 mN.

A seguir as aplicac¢des registaram-se as alteragdes com um gravador de for¢a isométrica (Fio
Myograph Multi Modelo 610 Versao 2.2 M; DMT A/S, Dinamarca) ligado num sistema de
dados (EMKA EMKA Technologies Inc, Franga). A viabilidade da artéria femoral foi
testada medindo a contragdo ao KCI (60 mmol/L), na presenga de endotélio funcional, e a
relaxacdo pela acetilcolina (10> mmol/L). Os testes de medi¢des da contracdo da artéria
femoral realizaram-se com Estimula¢do de Campo Eletrico (ECE) e os anéis de artéria
foram colocados entre os elétrodos de platina e estimulados cada 5 minutos (17V, 0,5 msec

de pulso, 10 segundos, 4-24 Hz) usando um estimulador elétrico (EMKA Technologies Inc).

Em cada vaso obtiveram-se duas curvas de frequéncia de contragcdo: uma primeira resposta
de controlo seguido, de um periodo de recuperagéo, por uma segunda curva na presen¢a do
composto de ensaio (20 minutos). A contragdo do composto de ensaio foi expressa como

uma percentagem da maxima no primeiro controlo de resposta.

Os efeitos dos antagonistas dos recetores P2Y12 em trés mecanismos gerais para a regulagdo
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do tonus vascular ex vivo, foram estudados em artérias femorais de ratos: (1) o relaxamento
da musculatura vascular liso; (2) a vasoconstri¢do enddgena com adi¢do de noradrenalina

ECE e (3) a vasoconstri¢do exdgena com adi¢do de fenilefrina.

O relaxamento da musculatura lisa vascular foi investigada utilizando anéis isolados da
artéria femoral de ratos. As argolas foram pré-contraidas e o potencial efeito vasodilatador
dos dois antagonistas foi medida (Figura 7). ACT-246475 ndo provocou um efeito de
relaxamento nos anéis arteriais da femoral. O ticagrelor causou um relaxamento dependente
da concentracdo na argola pré-contraida na artéria femoral com ECso de 3,9 + 0,4 umol/L

e Emax de 84,2 + 12,9%.

P2Y12 Antagonist ACT-246475 in Rat Thrombosis Model

O ACT-246475 |
=201 o Ticagrelor

% Relaxation

‘00 T T T T
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Concentration (log M)

Figura 7. Relaxamento da artéria femoral pré-contraida. Relaxamento da artéria femoral isolada do rato para
ACT-246475 (circulos brancos) e ticagrelor (circulos pretos). Anéis de artéria femoral foram pré-contraidos
com 1 pmol/L. U46619, e incrementadas as concentragdes dos dois antagonistas dos recetores P2Y;» foram
adicionados no 6rgéo. Os dados estdo apresentados como médias £SEM, n = 4-6. **P < 0,01 (adaptada de

Rey et al, 2017).

Os resultados da contragdo da artéria femoral de ratos por aplicagdo de campo elétrico de
estimulacdo estdo apresentados na figura 8. ECE causa uma frequéncia-dependente (4-24
Hz) na contragdo da artéria femoral, que foi cortada pela tetrodotoxina (10”7 mol/L) e
prazosin (1077 mol/L), confirmando que a vasoconstricio induzida por ECE € de origem
neuronal mediada pela ativagdio dos receptores oj-adrenérgicos. ACT- 246475 com 107
mol/L ndo inibem a contra¢do da artéria femoral pelo ECE (Figura 8A). Em contraste,
ticagrelor com 3x10® e 10”° mol/l inibiram significativamente a contra da artéria femoral de

ratos ao ECE em todas as frequéncias testadas (Figura 8B).
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Figura 8. Prevengfo da contraciio da artéria femoral de ratos por aplicagdo de campo elétrico de estimulacdo.
Efeitos do ACT-246475 ticagrelor (A) e (B) na contrag@o da artéria femoral de ratos por Estimulacdo de
Campo Elétrico. Contragdo observada no primeiro controle de resposta 24 Hz foi definido como 100%.
Controle: circulos aberto, estudo de drogas: circulos pretos e quadrados abertos. Os dados estdo apresentados

como médias SEM, n =4-6. *P <0,05; P <0,01 **(adaptada de Rey et al, 2017).

Além disso, 0 ACT-246475 em 10~ mol/L n#o inibiu a contragio a fenilefrina (Figura 9A),
considerando que o ticagrelor inibiu a contragdo da artéria femoral em uma concentra¢éo
dependente. Em 107 mol/L, o ticagrelor anula a contracio quase completamente da

fenilefrina (Figura 9B).
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Figura 9. Prevencdo da contragdo da artéria femoral a fenilefrina. Efeitos do ACT-246475 (A) e ticagrelor
(B). Controle: circulos abertos, drogas: circulos pretos e quadrados brncos. Os dados estdo apresentados como

médias £ SEM, n =4, *P < 0,05, ** P <0,01; P <0,0001 ****prasugrel (Retirada de Rey et al, 2017).

2.3.2.4. Monitorizacio da agregacio plaquetaria em ratos tratadostratados com
ACT-246475 frente a ticagrelor.

Os ratos Wistar foram anestesiados por via intraperitonial por inje¢do de tiobutabarbital

40



Meétodos de andlise de eficdcia de farmacos antitrombdticos

hidroxido de sédio 150 mg/kg (Inactin®; Sigma-Aldrich GmbH, Buchs, Suica). Apds fazer
uma traqueotomia com uma canula venosa (9 Introcan, 20G 1%, B Braun, REF 4252110 B,
Sempach, Switzer- land) foi inserida na artéria carotida direita e 7-10 mL de sangue foi
recolhido numa seringa contendo napsagatran 1 mL (1 mmol/L em 0,9% NaCl, 1% de
DMSO), um inibidor da trombina (Ro 46-6240 de Hoffmann - La Roche, Sui¢a). O sangue
foi centrifugado por 5 minutos a 650 g e o PRP foi armazenado a 37°C e, posteriormente, a
agregacdo plaquetaria foi avaliada por um Agregometro de Transmissdo de Luz (ATL)

(Labordiagnostica Sonda & Go GmbH, Alemanha), com o software AggroLink.

A agregaco foi iniciada pela adi¢do de 10 pl de solugdo ADP em 240 pL de PRP a (520x10°
plaquetas/mL) foi iniciada e monitorada até¢ 8 minutos. Os valores de ICs foram calculados

utilizando -XLfit software (IDBS, Reino Unido).

Na avaliacdo da capacidade do ACT-246475 e do ticagrelor para inibir a ADP como
indutora da agregacdo de plaquetas nos ratos, utilizaram-se doses crescentes. O ACT-
246475 inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por ADP 1 umol/L, com um ICso de 55
ng/mL (106 nmol/L) enquanto o ticagrelor com um ICso de 165 ng/mL (316 nmol/L).

O artigo concluiu que o ACT-246475 ofereceu resultados sensivelmente mais aceitaveis

relativamente a eficacia do ticagrelor, tendo em conta as evidéncias.

No geral, os resultados do estudo comprovaram a utilidade do modelo rato para determinar

a eficacia de farmacos antitrombdticos dose-dependente.

2.3.3. Derivados de heparina. Modelo de analise para a comparacio da atividade
anticoagulante, antitrombdtica e hemorragica em farmacos alternativos as heparinas

em ratos (Miranda, Nader, Boucas, & Boucas, 2012).

Analisou-se neste estudo, o potencial do uso de novas drogas anticoagulantes como agentes
terapéuticos em doengas tromboticas comparando os resultados de heparinas, Heparinas de
Baixo Peso Molecular (HBPM) e penta-sacarideos de heparina, e alguns compostos
semelhantes a heparina, como oligossacarideo C3, PI-88 (fosfossulfomanana), fucanas
sulfatadas de Spatoglossum schroederi e defibrotides (polidesoxirribonucleotideos de fita

simples) exibem atividade antitrombdtica em diferentes modelos animais (Nader et al.,
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2001).

A atividade anticoagulante foi determinada seguindo-se os critérios da United States
Pharmacopeia (USP). Amostras com diferentes concentragdes foram adicionadas a tubos de
ensaio e secas a vacuo. As amostras foram entdo resuspensas em 160 ml de solucdo salina
e foram adicionados 200 ml de plasma de carneiro citratado, e a mistura equilibrada a 37°C.
A seguir, foram adicionados 40L de uma solugéo de cloreto de célcio a 1%, e o contetido
foi misturado. A mistura foi entdo mantida a 37°C por 60 minutos. Apds esse periodo, foi
observada a formagao ou ndo da rede de fibrina. A atividade anticoagulante de cada amostra
foi dada em relagfo a da heparina padrio ensaiada nas mesmas condi¢des, cuja atividade é
conhecida como 166 Unidade Internacional (UI). Uma UI ¢ definida como a quantidade de
heparina que mantém ImL de plasma de carneiro fluido por 1 hora, quando adicionada em

0,8mL de salina, apos a adi¢do de 0,2 mL de CaCl> 1%.

A tabela 10 mostra a origem dos compostos (droga) em estudo, os alvos objetivos e as suas

indicagdes terapeuticas.

Tabela 10. Principais caracteristicas de compostos similares & heparina e farmacos antitromboéticos (retirada

de Miranda et al, 2012).

DROGA
HEPARINA

CLEXANE (Heparina de
baixo peso molecular)

C3 iOligossacaridec
derivade da heparina)
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Os resultados de atividade anticoagulante e de atividade antitrombdtica in vivo para as

amostras testadas segundo Reyers et al. (1980), apresentam-se na tabela 11.

Tabela 11. Caracteristicas farmacoldgicas dos compostos semelhantes a heparina e outras drogas

antitromboticas (retirada de Miranda et al, 2012).

Atividade Atividade Anti- Atividade He- Média das

Amostras Anticoagulante trombotica “in morragica “in Massas Mole-

(USP) (IL/mg) vivo” (U/mg) vivo” culares (kDa)
Heparina 166 a6 + 120
Clexane 66 119 . 4,50
C3 26 100 -+ 2,26
PI-88 60 66 + 20
Pentassacarideo 62 30 + 175
Fucana <5 <5 . 210
Defibrotice <5 42 . 10,0

USP: United States Pharmacopea - Ensaio Anticoagulante; (+): positivo; (-1 negativa.

Para a determinagdo da actividade antitrombdtica, a cavidade abdominal foi aberta e expds-
se a veia cava inferior. Na veia caudal foi aplicada a droga que se desejava estudar. Apds 5
minutos, foi feita uma ligadura na veia cava inferior, distalmente ao ponto da origem. A
cavidade abdominal do animal foi entdo fechada com pontos simples. Apds 1 hora, a
cavidade foi reaberta e nova ligadura foi feita 1cm abaixo da primeira. O segmento venoso
entre as duas ligaduras foi removido e colocado em uma placa de Petri. O eventual trombo
formado foi, entdo, retirada, lavado em solu¢do salina e colocado em papel de filtro
previamente seco e pesado. O papel de filtro contendo o trombo foi novamente seco a vacuo
por 12 horas e pesado. A diferenga de peso do papel antes e depois de conter o trombo
permitiu determinar o peso do trombo formado. Os modelos antitrombodticos foram
planejados para simular as situagdes de emprego de compostos na profilaxia do
Tromboembolismo Pulmonar (TP) e para o seu uso no tratamento de trombose venosa

profunda.

A medig¢do do risco e da atividade hemorragica foi calculada, utilizando-se o modelo de
Cruz e Dietric (1967), com algumas alteracdes. Realizou-se uma tricotomia da parte final
da cauda do rato, seguida de uma escarificagdo na por¢ao distal da cauda. Em seguida, a

cauda foi introduzida num tubo de ensaio, imersa numa solu¢do de 3mL contendo 2mL da

solu¢do salina tamponada (NaCl 0,85%, NaHCOs3; 0,1mM, pH 7,0 37°C). A sequéncia do
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experimento consistiu em mergulhar, verticalmente, a cauda escarificada em salina e
acompanhar o processo de sangramento. Depois, e por meio de um estimulo mecanico
obteve-se novo sangramento, a cauda foi mergulhada numa solug@o salina renovada. A
proteina liberada da les@o, nesse processo, serviu como controlo para os ensaios posteriores.
Foram realizadas 3 reaberturas da lesdo, com intervalos de 10 minutos, tomando-se uma
meédia referente a um controle de sangramento. Depois dos 3 estimulos mecéanicos, a cauda
foi mergulhada numa solug¢@o contendo o farmaco a ser analisado. Apds determinados
periodos de tempo, a cauda foi removida da solugdo e lavada intensamente com solugéo
salina, e o efeito hemorragico residual observado. Os resultados foram expressos pela razio
entre a soma cumulativa da taxa de proteinas liberadas da lesdo antes e apds o contato com
o farmaco em estudo. A figura 10 apresenta graficamente os resultados de atividade

antitrombotica, atividade anticoagulante e atividade hemorrdgica para os sete compostos

testados.
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Figura 10. Caracterisitcas farmacologicas dos compostos semelhantes a heparina e outras drogas

antitrombodticas (retirada de Miranda et al., 2012).

A comparacdo entre os compostos revelou que Clexane e C3 apresentaram alta atividade
AT, mais eficiente do que a heparina. Por outro lado, esses mesmos compostos apresentaram
baixo efeito hemorragico e anticoagulante, quando comparados com a heparina ndo
fracionada. J4 PI-88 e pentassacarideo sintético de heparina apresentaram alta atividade
hemorragica e anticoagulante, diferentemente de suas atividades antitromboticas. Em
relacdo as fucanas e aos defibrotides, nenhum desses compostos apresentou atividade
anticoagulante ou hemorragica. De ressaltar ainda que o defibrotide apresentou uma
pequena atividade antitrombdtica e a fucana s6 foi capaz de apresentar atividade

antitrombotica apos 24 horas de exposi¢do (dados ndo mostrados).
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2.3.4. Sulforafano. Método de analise in vivo por ADP- trombose pulmonar aguda
induzida em ratos (Jayakumar et al., 2013)

Utilizando um método turbidimétrico, foi medida a agregacdo plaquetaria com um Lumi-
agregdmetro (Payton, Scarborough, Canadd), seguindo as guias para trabalhos nos
laboratdrios animais (NIH Publica¢do No. 85-23. 1996). Varias doses de sulforafrano (0,125
e 0,5 mg/kg) e solucdo veiculo (0,5% DMSO, total 50 puL) foram administrados por inje¢do
na veia caudal de ratos (ICR estirpe, 20-24 g) durante 14 minutos, seguindo-se uma inje¢éo

de ADP (700 mg/kg) na veia contralateral.

Os ratos foram anestesiados com hidrato cloral (40 mg/kg, i.p.), e a veia jugular externa foi
canulada com PE-10 para administragdo do corante e do farmaco (por um bolus
endovenoso). Vénulas (30-40 pm) foram selecionados para a irradiagéo (abaixo de 520 nm)
para produzir um microtrombo. Varias doses de sulforafano (0,125 ¢ 0,25 mg/kg) foram
administradas e 1 minuto depois aplicou-se fluoresceina de sédio (15 pg/kg). De seguida, o
lapso de tempo foi medido para induzir a formacdo de trombos, que levam a cessagdo do
fluxo de sangue. A taxa de mortalidade dos ratos de cada grupo foi determinada dentro de
5 minutos apds a injecdo. Os detalhes deste procedimento e os resultados apresentam-se nas

figuras 11 e 12 seguintes.
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Figura 11. A influéncia de sulforafano no prolongamento do tempo de ocluséo para induzir a formagdo de
trombo em vénulas mesentérico de ratos. (A e B) foram administrados 0,5% DMSO (CTL) ou sulforafano
(0,125 e 0,25 mg/kg) apos o qual vénulas mesentéricas foram selecionadas para irradiagdo para induzir a
formag&o de microtrombos. Os dados do grafico de barras em (A) correspondem a média e desvio padréo do
tempo de oclusdo (em segundos, s) para induzir a formagdo de tampdo plaquetario (n=5). *P < 0,05 em
comparagdo com o grupo de controlo. As imagens microscopicas em (B) foram tomadas de amostras tratadas
com solugdo controlo (a, b) e solugdo de sulforafano (0,25 mg/kg) (c, d). Os tempos das imagens correspondem
aSs(a,c)el110s(b,d)apos airradiagdo. As fotografias sdo exemplos representativos de cinco experiéncias

similares (ampliagdo 400x). As setas indicam as formagdes plaquetarias (adaptada de Jayakumar et al., 2013).
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Figura 12. Efeitos do sulforafano na inibig&o da agregagéo plaquetaria, perante [Ca?+] Mobilizag#o, e
FITC-triflavin vinculativo para a integrina allbB3 em plaquetas ativadas. Lavou as plaquetas (3,6 x 10%
células/ml), com 15 preincubadas u Msulforaphane de 200 ou 0,5% de DMSO, seguida pela adi¢do de 1
pg/ml (o de colagénio), 1 pMU46619 (V), 60 uMarachidonic acido ou de 0,05 Ul/ml a trombina (o) para
disparar (A-C) a agregacdo plaquetéria e a liberagdo de ATP (A reagéo, tragados superior) ou (D)
mobilizag&io de Ca?+ (E) A linha s6lida representa a perfis de fluorescéncia (a) 2 pg/ml FITC-triflavin na
auséncia de sulforafano como controle positivo; (b) na presenga de 5 mM de EDTA como um controle
negativo; ou na presenga de 25 (c) e (d) 50 uMsulforaphane, seguida pela adi¢do de 2 pg/ml FITC-triflavin.
Perfis (A, B, D) sdo exemplos representativos de quatro experiéncias similares. Os dados em (E) sédo
apresentados em média e desvio padrio. (n=4); ***P < 0,01 em comparagéo com o grupo de EDTA (b)

(adaptada de Jayakumar et al., 2013)
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2.3.5. Limiglidole. Modelo da atividade em ratos (Kucheryavenko, Spasov, & Smirnov,
2015)

No estudo realizado por Kucheryavenko et al. (2015) foi testado o limiglidole, um composto
hipoglicémico, no modelo trombotico colagénio-epinefrina. As experiéncias realizaram-se
em ratos camundongos albinos outbred, machos e fémeas, uma amostra de 40 ratos (n=40)
com peso padronizado de 20-25g e mantidos em viveiros a 22-24°C, com humidade relativa
de 40-50%, em um regime de dieta padronizado (GOST R 50258-92), e com luz natural. Os
testes foram realizados em conformidade com as normas de boas praticas de laboratdrio
para investigagdo pré-clinica (GOST 1000.4-96 51000.3-96 e Z Russia) e com as
recomendagdes internacionais da Convengdo Europeia para a prote¢do dos animais

vertebrados utilizados em estudos experimentais.

A atividade antitrombotica foi testada utilizando uma mistura de soluc¢des de colagénio (0,5
mg/kg) e epinefrina (0,06 mg/kg). A mistura, em volume total de 0,1 mL, foi injetada em
10 segundos na veia caudal do animal e 2 horas apds a administra¢do oral de 36 mg/kg de
limiglidole ou 20 mg/kg de AAS. Os animais de controlo receberam um volume equivalente
do solvente. A eficacia das substancias foi avaliada pelo nimero de sobreviventes e a
presenca de coagulos de sangue nos vasos pulmonares. Os sobreviventes foram observados
durante um dia e depois eutanasiados com éter. Os resultados demonstraram que, no grupo
de controlo, 95% dos ratos morreram, em concordancia com dados publicados; nestes casos,

foram observados sinais de comprometimento da fun¢@o pulmonar respiratdria.

Todos os animais foram submetidas a necropsia para avaliagdo histologica dos pulmdes. Os
espécimes foram fixados e tamponados a 10% (pH 7.4) durante 24 horas, desidratados, e
incorporados em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em se¢des de 4-6 pm. Os
cortes histolégicos foram fotografados com uma camera digital Olympus (4,0 megapixel)
ligada ao microscopio. Os sinais de trombose nas paredes das artérias musculares foram
avaliados histologicamente. A analise estatistica dos efeitos de drogas antitrombdticas
(avaliacdo da diferenga entre as propor¢des de animais que sobreviveram nos 3 grupos)
realizou-se pelo teste F de Fisher e a estatistica da histologia realizou-se com o Test-Morpho
e o Mann-Whitney. Em relagdo a reducdo da area média de coagulos de sangue nas se¢des
de pulmdes de rato, os resultados indicaram que a atividade do /imiglidole ultrapassou em

duas vezes a do AAS.
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3. Consideragoes finais, situacio e perspetiva sobre os modelos de analise
antitrombéticos.
Para se chegar a farmacos mais eficazes e mais seguros contra as doengas tromboticas, é

preciso continuar a desenvolver os métodos/modelos de avaliagdo destes farmacos.

A capacidade de provocar trombos de tamanhos controlados, de modo reprodutivo, de
interpretar as variedades da sua composicdo e de visualizar quantitativamente as alteragdes
que os diversos tipos de trombo trazem para o sistema vascular, sdo desafios que continuam

a merecer novos ensaios laboratoriais, com vista a otimizar o modelo trombdtico.

Neste estudo de revis@o verificou-se que nos ensaios pré-clinicos ha uma prevaléncia dos
modelos de estudo in vivo com animais vertebrados, tendo-se iniciado com os de grande
tamanho, como cées, porcos e coelhos, e posteriormente, uma vez garantida a semelhanga
com os humanos, a viabilidade economica e a facilidade de manuseamento, os murinos

tornaram-se o modelo mais frequente.

Nas metodologias apresentadas nesta revisdo, a formag¢do dos trombos € quase sempre
conseguida num curto espago de tempo, para que seja possivel a sua analise imediata. No
entanto, a realidade é mais abrangente, uma vez que a formacéo trombotica nos humanos
deve-se a uma multiplicidade de fatores como a alimentacéo, aterosclerose e habitos de vida,

entre outros, que podem contribuir lentamente para o desenvolvimento de um trombo fatal.

Hoje em dia, ha uma politica crescente segundo a qual se procura seguir o método dos 3 R
(Reduction, Replacement, Refinament). Desta forma, estimula-se a utilizacdo de métodos
alternativos que evitem o sacrificio e possivel sofrimento de animais com sistema nervoso
central complexo, por exemplo através de modelos aquaticos como o peixe zebra,
invertebrados, modelos de cultivo celular e sistemas de simulagdo computadorizados.
Contudo, os resultados com novos modelos precisam de ser adaptaveis as doencgas

tromboticas nos humanos.

Para além destas solugdes, quando o conhecimento sobre a utilizagdo das células mae estiver
consolidado, a possibilidade de criar 6rgdos ex vivo e testar nestes, podera constituir uma

alternativa importante, pelo seu potencial.

A engenharia genética podera ser um suporte fundamental para os novos métodos e para os

novos farmacos, tendo em conta que nfo limita a obten¢do das amostras para a realiza¢do
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dos testes da forma mais eficaz possivel, assim como também podera fornecer farmacos que

atuem de forma especifica para cada doente.

Relativamente ao desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos, os estudos
continuam a procurar encontrar respostas aos muitos desafios tais como a administracio
oral apenas uma vez por dia; a elevada eficacia na redugéo dos eventos tromboemboticos; a
ndo necessidade de ajuste de dose; a baixa taxa de eventos hemorragicos; a ndo necessidade
de monitorizag¢do da sua agdo farmacoldgica; a pouca interacdo com alimentos ou outros
farmacos; a baixa liga¢do ndo-especifica as proteinas plasmaticas; a janela terapéutica

alargada e por fim, a cinética e resposta a dose previsiveis.
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ANEXOS
PROCEDIMENTOS DOS METODOS DESCRITOS NO TOPICO 2.1.

Anexo 1. Modelo intravascular de trombose em caes (Wessler, 1952-62)

Wessler descreveu um modelo bem suportado de estase venosa onde segmentos de vasos
sanguineos, em cdes, foram obstruidos por mais de 20 minutos para induzir a formacéo
de coagulos. A tentativa de reproduzir os efeito trombotico na circulag@o sanguinea, teve
como problema a reprodug¢do de tromboses e coagulos em animais sob condi¢des
controladas. O método utilizou animais saudaveis, de ambos os sexos, com um peso
compreendido entre os 9 e 47 kg. Durante o ensaio, os cdes foram anestesiados por via
intraperitoneal com nembutal, o pescogo e virilha foram raspados e limpos com 4gua e
sabdo, tendo-se iniciado uma administra¢do intravenosa de solugdo salina. As veias
femoral e jugular externa foram expostas, e todos os vasos que confluem nessas veias
foram cuidadosamente ligados com n° 3 Deknatel zero de seda e seguidamente, foram
cortados de modo a que os vasos a estudar ficassem inteiramente independentes de
estruturas vizinhas. A continuidade de cada veia foi interrompida pela aplicagdo
cuidadosa de uma bragadeira seraffine de 27 mm em cada extremidade do segmento
tratado. Em animais de maior porte, as veias femorais isoladas passam a ser separadas em
duas, e as veias cervical em trés segmentos, cada um contendo aproximadamente 1 cm?
de sangue. Apods isolamento, os segmentos foram cobertos com gaze, humedecidos com
uma solucdo salina e a ferida foi fechada pela juncdo da pele e com aplicacdo de um
hemostatico. Este procedimento demorou entre uma a duas horas. A hemostasia foi bem
conservada, mantendo a temperatura retal, a frequéncia de pulso e hematocrito constante
durante toda a operagdo. Em intervalos selecionados foram retirados segmentos de veia
do animal, e pela liberagdo de uma bragadeira, os contetdos foram esvaziados em pratos
de vidro contemdo 2 a 3 cm® de solugdio de citrato de sodio 2,5%. Esses pratos foram
cuidadosamente inspecionados quanto a presenca ou auséncia de um coagulo. Em
presenca de codgulo, independentemente do tamanho medido, foi tomado como o ponto
final do processo. Os segmentos das veias vazias foram abertas e examinadas para ver

possiveis coagulos residuais.

Anexo 2. Método turbidimétrico para seguimento de agregacio plaquetaria com
ADP (Born, Cross, & Fields, 1963).
Trata-se de um modelo para testar o ADP como agente gerador de trombos em sangue

humano e de suinos, com posterior analise de resultados por densidade otica, segundo os



ensaios realizados por O'Brien (1962). O sangue humano foi obtido a partir de voluntarios
aparentemente saudaveis, 1-2 horas apds o pequeno-almocgo, com uma agulha de ago
inoxidavel de 1 mm de didmetro, conectados a um tubo de polietileno de 10 cm. Esta foi
inserida na veia ante cubital para obter cerca de 45 ml. A amostra foi distribuida em dois
tubos de centrifugagdo, de acetato de celulose, cada um com 0,8 mL de citrato de sédio a
19 %. O sangue foi misturado imediatamente. Nos suinos, o sangue foi obtido a partir de
um matadouro. A cada porco foi aplicado um choque elétrico e, posteriormente
pendurado de cabeca para baixo. A garganta foi cortada e, o sangue fora coletado num
balde de plastico contendo citrato de sédio a 19 %, o suficiente para originar uma
concentragdo de 0,3 g/ 100 mL, quando misturado com o sangue. No espago de 1 hora,
o sangue foi levado para o laboratério e distribuido em tubos de centrifugacdo. As
amostras foram centrifugadas a 500 g em 20 minutos, a temperatura ambiente (cerca de
20°C). A camada superior, que consistia em 17 mL por tubo de PRP, foi transferido com
uma pipeta Pasteur de silicone, para uma proveta graduada de Perspex. A concentragdo
de plaquetas no plasma foi determinada contando em duplicado (Nascido & Gillson,
1959). Cada mililitro continha 2.8 x 108 plaquetas. Uma vez que a refrigeragdio promove
a agregac¢do plaquetaria (Zucker 1961), o sangue e o PRP foram mantidos a temperatura
ambiente. As alteragdes de densidade oOtica nas plaquetas foram determinadas a
temperatura ambiente, da seguinte forma: visualizacdo e registro de mudangas na
densidade 6tica do PRP, numa amostra de 3 mL. Esta foi pipetada, para um tubo de
acetato de celulose. O tubo foi inserido num absorptiometro Unicam SP 400, com uma
luz de comprimento de onda de 600 um.Definiu-se a corrente de escuro e a densidade
Otica da agua destilada em zero. No fundo do tubo utilizou-se uma haste magnética
coberta de polietileno para agitar o plasma. A leituras foram registadas apos a paragem
da agitacdo e o magneto retirado, de forma a que o seu campo magnético nao afetasse o
galvanometro. Todas as adi¢des foram feitas por pipetagem no plasma, enquanto se
agitava a amostra. A reprodutibilidade do método foi testada, pela agregacgdo de plaquetas
em varias amostras do mesmo plasma, logo apos a obten¢do do plasma, as leituras de
densidade o6tica correspondente diferiram em menos de 5%. O plasma obtido na forma
descrita era turvo, e a sua turvacdo foi devida, principalmente as plaquetas, mas por vezes,
parte da turbidez foi devida a gordura. Quando o PRP foi centrifugado a 10.000 g por 10
a 15 minutos, as plaquetas sedimentaram, considerando que a gordura permaneceu
suspensa. No curso de um dia, a densidade otica do plasma livre de plaquetas, foi

determinado e observou-se lentamente um incremento, por tanto foi determinado tdo cedo



como foi possivel. No sangue dos individuos, a densidade 6tica do PRP foi de 2 a 7 vezes
maior do que as plaquetas livres no plasma.Na relag@o entre a concentracdo de plaquetas
determinou-se a densidade Otica de uma amostra de PRP humano; outra amostra do
mesmo plasma foi centrifugada a 10.000 g por 20 minutos e a densidade otica da livre de
plaquetas foi determinada. O resto do PRP foi centrifugado a 500 g por 4 periodos
sucessivos de 5 minutos. Apos cada periodo, a densidade dtica foi medida, e a
concentragdo de plaquetas, determinado por contagem direta. A concentracdo de
plaquetas, nos individuos, indicou que a densidade dtica do PRP € proporcional a
concentragdo das plaquetas. Constatou-se que a adenosina difosfato (ADP) agrega as
plaquetas humanas (Gaarder, Jonsen, Laland, Hellem & Owren, 1961); isto foi mostrado
por métodos quantitativos. Portanto, o método turbidimétrico descrito anteriormente, foi
utilizado para investigar esse efeito quando a ADP foi adicionada a coagulacdo de plasma
citratado, onde se deu a agregacdo de plaquetas, tal como aconteceu com o calcio. No
entanto, o efeito da ADP foi diferente comparativamente ao do célcio em dois aspetos:
(1) A agregacgdo pode ser provocada pela ADP em todas as amostras com citrato (e, de
fato, humanos e suinos heparinizados); (2) A adi¢cdo de ADP ndo leva a coagulagdo. A
relagfio entre concentracdo e agregacdo de ADP mostra que, a medida que a concentragio
de ADP adicionada no plasma foi aumentada, a taxa e a extens@o em que as plaquetas se
agregaram aumentou. As taxas iniciais de agregacdo, como indicado pelas diminui¢des
na densidade otica no primeiro minuto, foram diretamente proporcionais ao logaritmo da
concentragdo de ADP.Para determinar a relagdo entre concentragdo e agregagdo das
plaquetas, o plasma humano foi centrifugado a 500 g por periodos sucessivos de 5
minutos para diminuir progressivamente a concentragdo de plaquetas. Apds cada periodo,
adicionou-se 1x 10 M de ADP no plasma. As mudangas resultantes na densidade 6tica
foram calculadas, como a percentagem das densidades dticas das amostras antes da ADP
adicionada; cada leitura da densidade o6tica de plasma livre de plaquetas foi registrada. A
agregacdo por ADP foi investigada mais plenamente, visto que resultou nos dois tipos de
plasma. Verificou-se que a taxa inicial, de queda na densidade otica, foi proporcional ao
logaritmo da concentracdo de ADP. Constatou-se ainda que, na presenca de
concentragdes elevadas de ADP, a densidade maxima diminuiu até atingir niveis
constantes.A relacdo entre a densidade Otica e o nimero e tamanho dos agregados
plaquetarios, ainda ndo foi estabelicida. Desconhece-se se as plaquetas se agregam na
totalidade ou se formavam pequenos ou grandes aglomerados. Independentemente da

relacdo entre a diminui¢do da densidade 6tica e do tipo de agregados formados, conclui-



se que, o subsequente aumento na densidade dtica, representa a dispersdo dos agregados.
Este ¢ simplesmente contabilizado pela sugestdo (Born, 1962 b), que na adi¢do de ADP
¢ dividido com outras substancias tais como a AMP e a adenosina, que ndo s6 ndo causa
agregacdo (Gaarder et al. 1961), mas séo potentes inibidores da agregacdo provocada pela

ADP.

Anexo 3. Modelo de estudo por obstrucio parcial de vasos (Folts et al., 1976).Neste
estudo foram utilizados trinta e cinco cdes adultos saudaveis, de ambos os sexos,
anestesiados com sulfato de morfina (3 mg/kg), seguido de pentobarbital sédico uma hora
mais tarde (30 mg/kg). A respiragdo foi mantida através de um respirador de pressdo
positiva, e o coracgdo foi exposto atraveés de uma toracotomia esquerda no quinto espago
intercostal. Seguidamente, foram colocadas sondas de fluxo eletromagnética na aorta
ascendente e na artéria circunflexa, artéria corondria descendente anterior ou em ambas.
O vaso utilizado foi escolhido para fornecer um segmento uniforme, amarrando pequenos
ramos laterais, sempre que necessario. Um cateter 23 silastic foi colocado na artéria
corondria distal para medi¢do da pressdo pelo o método de khouri e Gregg (Khouri, Gregg
& McGranahan, 1971). Uma ligadura de seda 2-0 foi colocada sem fazer pressao a volta
da artéria coronaria abaixo do fluxometro, de modo a permitir a oclusdo completa
temporaria, de forma a medir a resposta de hiperemia reativa e para a verificacdo da
estabilidade de base. Um cateter cardiaco foi colocado na artéria car6tida, com a sua ponta
na aorta ascendente, perto da valvula aortica, para medi¢do da pressdo arterial. Duas
sondas de ECG foram suturadas no epicardio na artéria circunflexa e na artéria coronaria
descendente anterior esquerda, respetivamente. Foram registadas a pressdo arterial, o
fluxo corondrio e o electrocardiograma numa Brush Gould. Em todos os casos, ndo foi
mensuravel o gradiente de pressdo entre a aorta e a artéria coronaria distal antes do
estreitamento da artéria coronaria. Um cilindro plastico de 2,5 mm de comprimento,
projetado para produzir uma reducgdo de 60-80% do vaso, foi colocado a volta da artéria
corondria entre a sonda de fluxo e o cateter de artéria corondria. Temos mostrado
anteriormente que uma média de 72% de reducéo suprime a resposta hiperemia reativa. A
preparagdo do animal foi estudada da seguinte forma: Com o cilindro obstrutiva
permanentemente em lugar na artéria coronaria, o fluxo sanguineo coronariano foi
medida para garantir que o padrao fasico foi em grande parte suprimidos, mas o seu valor
médio na faixa normal. A artéria coronaria foi totalmente ocluida por 20 segundos em

duas ocasides ¢ a resposta foi medida no fluxo para confirmar que a constri¢do foi de tal



gravidade para garantir a auséncia de hiperemia reativa. A artéria coronaria foi ocluida
por 5 segundos a cada 15 minutos para verificar a linha de base a estabilidade. O sangue
flui, as pressoes e os ECG foram monitoradas continuamente durante uma hora. Trinta
minutos apos a obstrugdo parcial produzida, durante o periodo de gravagéo continua de 1
hora, uma amostra de 20 mL de sangue venoso foi elaborado numa seringa de plastico
para a contagem de plaquetas e de agregacdo plaquetaria. Por fim, a percentagem de
obstru¢do produzida foi determinada da seguinte forma: o vaso era ligado, em primeiro
lugar distal e proximal. Seguidamente foi excisado, fixado em formalina a 10%, imerso
em parafina e seccionado. Os cortes foram corados com Carstairs para determinar as
plaquetas antes do exame microscdpico e a percentagem de redugdo do didmetro do limen
foi determinada por medicdo com um microscépio calibrado. Inicialmente, todos os
animais foram tratados da mesma forma, no entanto, acabaram para ser submetidos a trés
protocolos diferentes para esclarecer os resultados. Grupo I - (heparina e aspirina). Uma
hora ap6s o periodo de observacdo, foi aplicado 1 mg/kg de heparina intravenosa a 20
cdes, seguidamente a pressdes sistémica, corondria € o ECG foram registrados
continuamente por 30 minutos. Depois, 35 mg/kg de AAS dissolvido em 150 ml de
solugéo salina foi aplicado por via intravenosa durante um periodo de 15 minutos. Os
mesmos parametros foram entdo monitorizados continuamente durante uma hora e meia.
Quarenta e cinco minutos ap6s a aspirina, uma segunda amostra 20 ml de sangue venoso
fora retirada para estudos de agregacdo plaquetaria. Grupo II - (aspirina). Em dez cées foi
aplicado o AAS sem heparina. Apds o periodo de observacdo de uma hora e meia, 35
mg/kg de AAS foram aplicados como descrito no grupo anterior, realizaram-se
observagoes hemodindmicas, e a segunda amostra de 20 mL de amostra de sangue venoso
foi feita 45 minutos mais tarde para estudos de agregacdo plaquetaria. Grupo III. Em cinco
céles mais com preparagdo tal como descrito no anterior, com redugdes ciclicas do fluxo
sanguineo coronariano, foram registrados sem aplicag¢do de aspirina nem heparina. Os
animais foram observados com cuidado e numa altura em que o fluxo coronariano tinha
chegado a um ponto baixo, ¢ o melhor que poderiamos julgar por observagdes dos ciclos
anteriores no momento imediatamente anterior ao momento em que o fluxo deve
aumentar de repente volta para o nivel de controlo, o vaso foi cuidadosamente ligado
proximalmente e distalmente, em seguida retiradas e imediatamente colocados em formol
tamponado a 10%. A se¢@o foi processado e o diametro do limen medido conforme
descrito anteriormente. Posteriormente a estes testes foram estudadas as agregacdes

plaquetarias por meio de amostra de sangue venoso 20 ml, recolhido numa seringa de



pléstico e diluida com uma parte de 3,8% citrato trisédico para nove partes de sangue, em
um tubo de poliestireno. O PRP foi obtido por centrifuga¢do desta mistura durante 15
minutos a temperatura ambiente. Foram feitos estudos de agregacéo por uma modificagdo
do método de Born em um Chrono-Log Agregometro de plaquetas (Chrono-Log

Corporation, Broomall, PA).

Anexo 4. Modelo de analise simples para a evaluacio de agentes antitromboticos in
vivo e in vitro com ratos. (DiMinno & Silver, 1983)Ratos do sexo masculino da espécie
Swiss-Webster, com um peso de 25g a 34g. Solugdes (0,1 mL) de misturas ou agentes de
agregacdo plaquetaria (diluidos em 0,154M de solug¢do de cloreto de sodio) foram
injetados num dos quatro ratos, mais propriamente nas veias da cauda, num ratio de 20
pL/segundo. Os ratos foram mantidos a uma temperatura ambiente de 27°C durante 15 a
30 minutos antes de serem injetados com uma agulha de 27-gauge que foi montada numa
seringa plastica de 1 mL. O efeito observado, originado pelo agente trombdtico, foi a
morte ou paralisia, ou seja, a uma perda de fun¢des dos membros posteriores durante, no
minimo, 15 minutos. A capacidade do agente antitrombotico de proteger os ratos do efeito
letal ou paralisia provocado por agentes tromboticos, foi testado administrando estes
mesmos agentes antitromboticos de forma intraperitonial num volume de 0.4 mL ou
menos, durante cerca de 1 hora antes do desafio trombdtico. Um exame histoldgico dos
pulmdes, coragdo, figado, cérebro e rins, foi executado para determinar se os vasos da
microcirculag@o destes 6rgdos foram obstruidos por trombos constituidos por agregagdo
de plaquetas em resposta a uma injecdo de epinefrina-colagénio. Em quanto a medigéo
do risco, o sangue foi recolhido de um grupo de 20 ratos, com uma pungéo cuidadosa no
coracdo. O sangue (0,9 mL retirados de cada rato para uma seringa de 1 mL contendo
uma solucdo de 0.1 mL de uma solucdo a 10 U/mL de heparina) foi depositado e
centrifugado a uma velocidade de 250 g durante 15 minutos a uma temperatura de 21°C
para conseguir extrair um PRP para estudar a agregacdo e secrecdo de ATP pelas
plaquetas. Nestes estudos foi utilizado um Agregémetro de Lumi como descrito no artigo

(DiMinno et al, 1982).

Anexo 5. Modelo de trombose arterial em ratos induzido por cloreto de ferro III.
(Grundel, Jenkins, & Mitchell, 1990)
Neste projeto utiliza-se um modelo animal de trombose arterial, com o objetivo de validar

uma relagdo simples entre temperatura e trombose oclusiva, para descrever a composi¢do

do trombo, para o estudo de novos agentes antitrombdticos. No modelo, o par termo



elétrico foi aplicado por pequenos transdutores. O dispositivo para aplicar o par
termoelétrico foi inserido na artéria carotida de ratos anestesiados e a temperatura do vaso
foi registrada de forma continua. A lesdo arterial foi induzida por uma solu¢do de FeCl3
aplicada topicamente na artéria acima do par termoelétrico. Para validar a relacdo entre
oclusdo tromboética do vaso e a temperatura, a velocidade do fluxo sanguineo e a
temperatura proximal a lesdo, foram registadas simultaneamente. A temperatura diminui
rapidamente quando a média da velocidade 24 + 12 % de controlo e a velocidade néo
diferiram de zero dentro de 20 segundos. Em vasos normais, a média de velocidade de
fluxo ndo diminuiu significativamente do controlo até que deu uma reducéo do didmetro
de estenose de 78% Tempo Médio de Oclusio (TMO), sinalizado pela inflexdo de
cambios bruscos de temperatura, variou de 56 a = 4 minutos para 14 + 1 minuto ap6s 10
e 65% respetivamente da aplicag@o FeCls. Os segmentos de vasos, foram fixados, varias
vezes posteriormente a exposi¢do ao FeCl; e foram examinados por microscopia
eletronica. Os danos endoteliais foram observados e associaram-se a com a composi¢ao
do trombo, a ativacdo das plaquetas, os filamentos de fibrina e hemécias apresadas. Os
resultados demostraram que o FeCl; atua em dose dependente pela inducdo a formagéo
do trombo oclusivo. Assim a monitorizagdo entre o FeCls aplicado e a descida brusca da
temperatura na artéria carétida dos ratos. Na realizag@o deste teste de par termoelétrico e
variagdes na temperatura do vaso, os parametros foram monitorados com um dispositivo
de a¢o inoxidavel. O transdutor consistiu em tubos hipodermicos (6 hypodermictype ga.
5,16 mm de didmetro externo x 0,38 mm parede) cortado ao meio no sentido longitudinal
e transversalmente para produzir segmentos semicircular 3-4 mm de largura. O par
termoelétrico foi isolado com teflon, e o fio foi soldado com prata para dentro da
curvatura. A transferéncia de calor foi limitado do tecido circundante ao dispositivo pelo
isolamento de espuma de poliuretano depositado para uma largura de 5 a 6 mm no interior
volume semicircular. As extremidades opostas do termopar foram soldadas num conector
elétrico apropriado para o dispositivo de gravacdo. Uma selecdo aleatdria de termopares
foi testada durante a imersdo em agua através da gravacgdo de tensdo de saida de cada
sonda em um registrador de grafico (Beckman R611). A agua foi aquecida em banho-
maria em uma faixa de 36-39°C. O tempo de resposta do sistema de gravagdo de termopar
foi determinado in vivo. O ruido foi eliminado por um filtro de alta frequéncia (G.G8Hx)
do gravador. Apds um sinal estavel foi gravado, foi emulado por oclusdo trombotica
ocluindo a carétida com uma temperatura equilibrada na bragadeira microvascular e

registrada a temperatura.Os estudos experimentais realizam-se em ratos Sprague-Dawley



machos (375-450g) que foram anestesiados com xilazina (20 mg/kg, s.c.) seguida de
ketamina HCI (100 mg/kg, s.c.). Os animais foram fixados e imersos em 4gua, que circula
e ¢ mantida em 37°C. A artéria cardtida foi abordada através de uma incis@o cervical
mediana. Cuidadosamente por medio de dissec¢do consegue-se expor e isolar a carotidea.
Uma sutura de seda foi puxado debaixo da artéria para levantar o vaso e inserir um
termopar debaixo dela.Assim as mudangas de temperatura foram monitorizadas num
registrador grafico. Pingas pequenas foram usados para mergulho (discos de 3 mm de
diametro) de papel de filtro Whatman n° 1 em uma solu¢do de FeCls. Os discos foram
cortados de igual tamanho usando ago inoxidavel afiadas 2 tubos de enguia (3 mm i.d.).
Um disco saturado foi colocado em cada artéria cardtida acima do termopar. O tempo
entre a aplicacdo FeCl; e o momento em que a temperatura diminuiu abruptamente foi
registado como tempo de oclusdo TTO do vaso. Para os vasos que ndo sdo ocluidos em
60 minutos, TTO foi atribuido um valor de 60 minutos. O tempo médio necessario para
ocluir os vasos foi usado para representar o TTO para cada animal.A associag¢do foi
estabelecida entre oclusdo do vaso e as mudangas bruscas de temperatura. Uma sonda de
fluxo Doppler pulsado foi colocada ao redor a carétida proximal do termopar. A sonda
registado alteracdes na velocidade do fluxo; portanto, ele foi instalado num ponto onde
ndo ocorreu a trombose e o didmetro do vaso interno manteve-se constante devido a
distensdo com sangue. Temperatura basal e velocidade de fluxo direcional (fluxémetro
Doppler pulsado, modelo 545-C, de Bioengenharia da Universidade de Iowa) foram
registradas antes da aplicagdo do FeCls (35%). Os resultados foram relatados como
alteragdo percentual em valores basais inicial (6 minutos antes da oclusdo). O momento
em que a temperatura diminuiu rapidamente foi arbitrariamente estabelecida como zero e
pré- e pos-oclusdo de fluxo, e os valores de temperatura foram referenciados a partir
daquele ponto. Estimou-se a descida da velocidade de fluxo segundo o didmetro da

cardtida estenosada pela formagao dum trombo.

Anexo 6. Modelo de trombose arterial em ratos geneticamente modificados com
deficiencia no fator von Willebrand. (Denis et al., 1998)

Inicia-se 0 métodos com a construg¢do do vetor de segmentacdo e geragdo de fator von
Willebrand (FvW)-Deficient para aplicar nos camundongos. Uma sonda de 161-bp exdes
4 e 5 sobreposi¢do de direitos FvW cDNA, que codificam parte do D1 dominio do FvW
propolypeptide. Trés clones foram isolados, e um fragmento de 7,3 kb BamHI a partir de

um desses clones foi identificado contendo os exdes 4 ¢ 5 do FvW por Southern blot e



sequenciamento. Estes clones foram selecionados para recombinagcdo homodloga por
analise de Southern blot usando como uma sonda 600-bp BamHI-Smal de um fragmento
gendémico desejado. Uma vez obtidos os ratos geneticamente modificados para
comparagdo entre ratos modificados e os selvagens, os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol imediatamente (Aldrich) e o mesentério foi suavemente exteriorizado
através de uma incisdo abdominal mediana. Arteriolas (60 a 100 mm de didmetro) foram
visualizadas com uma lente Zeiss Axiovert 135 microscdpio invertido equipado com um
100-W lampada fluorescente HBO fonte (OptiQuip, Highland Mills, NY) e um tubo de
silicone, intensificou a camara (C 2400; Hamamatsu, Middlesex, NJ) conectado a um
gravador de video S-VHS (AG-6730; Panasonic, Matsushita Electric Japdo). O vaso
sanguineo foi gravado por 4 minutos, em seguida, FeCls (30 ml de uma solugéo de 250
mM) (Sigma) foi aplicada no topo da arteriola por superfusio, e gravagdo de video foi
retomada por mais 10 minutos. Foi filmado um vaso sanguineo por animal. A linha de
velocidade eritrocitaria mediu-se antes de filmar e 10 minutos depois da lesdo por FeCls,
utilizando um velocimetro Doppler (Instituto de Pesquisa da microcirculagdo, Texas
A&M College of Medicine). Sobre a formagdo do trombo foi avaliada num modelo in
vivo, desenvolvido para este fim. Os camundongos receberam inje¢do intravenosa de
solugdes de fluorescéncia, rotulados plaquetas do mesmo gendtipo, e as arteriolas
mesentéricas (60-100 mm de diametro) foram examinadas por microscopia intravital.
Para estes experimentos, escolheram-se condi¢des hemodinamicas em que o papel do
FvW tem sido demonstrado ser essencial. A média da taxa de corte das arteriolas por
estudo foi de 1408 £125 s (n = 512), para o mutante, e 1408+84 s (n=515), para o tipo
selvagem. Antes da lesdo, ndo se detetaram interagcdes plaquetdrias com a parede de
arteriolas no gendtipo. A lesdo vascular foi induzida pela superfusdo de 250 mM de FeCls,
que provoca a formagao de radicais livres, levando a rutura do endotélio. Nos animais do
tipo selvagem, as intera¢des plaquetarias com a parede do vaso lesado comegaram muito
rapidamente. Dois minutos apds a lesdo, a maioria das arteriolas (66,6%) do tipo

selvagem ja apresentou inumeras interacdes plaquetaria com a parede do vaso,
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representado na figura 13. I Eiiﬂ ﬂ i
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Figura 13. Interagdes plaquetdrias com a parede do vaso apos a lesdo induzida pelo FeCls. Os tipos
selvagem (colunas estriadas, n. 515) e deficientes de FvW (preto colunas, n 512) foram injetados com
fluorescéncia e rotulados em correspondéncia com o gendtipo de plaquetas. Arteriolas (60-100 mm de



didmetro) foram selecionadas. Qualquer interagfo plaquetdria com a parede do vaso, breve ou estavel, foi
contabilizada. A presenca de trombos plaquetérios foi gravada. Para cada vaso estudado, o niimero total de
plaquetas detectadas foi classificado em categorias de tempo, ao longo do periodo de filmagem, em:
primeiros 2 minutos, 5 minutos e 10 minutos (Denis et al., 1998).

Um exemplo de uma arteriola num rato selvagem é apresentada na figura 14A-D, onde
podemos seguir o aumento progressivo do numero de plaquetas, interagindo com a parede
do vaso, levando eventualmente a oclusdo completa da arteriola. No final dos 10 minutos
de gravacdo, todas as arteriolas selvagens (+/+) apresentaram ou oclusdo completa (25%)
ou de plaquetas numerosas interacdes com a parede do vaso, incluindo formagdo de
trombos (Figura 13). Em contraste, nos animais mutantes (-/-) a interagdo da maioria das

arteriolas (66,6%) foi fraca com a parede do vaso durante todo o periodo de gravagdo
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Figura 14. Modelo de trombose in vivo nas arteriolas apds lesdo induzida pelo FeCls. Uma arteriola de um
rato tipo selvagem (+/+) ou de um deficiente de FvW (-/-) foi danificada por FeCl; e fotografados em
quatro pontos de tempo apos a lesdo. Uma progressdo na quantidade de plaquetas interagindo com a parede
do vaso foi visivel na arteriola selvagem (A-D), levando a oclusdo completa e estase sanguinea em D. As
setas brancas em C-D mostram bordas do vaso, acima do qual esta a formag&o de trombo. Os asteriscos
indicam o centro de um trombo. Quase nenhuma interagdo plaquetaria FvW foi visivel na arteriola-
deficiente (E-H). (Escala = 50 um).

A medicdo da taxa de corte no final do periodo de 10 minutos indicou que houve uma
tendéncia a uma maior diminui¢do da taxa de obstrucdo nas arteriolas dos animais ndo
modificados (cerca de 9,3% de taxa de corte original) em relacdo aos vasos dos deficientes
em FvW (cerca de 13,9% da taxa de corte original); no entanto, esta diferenca ndo foi

significativa entre os dois genotipos.



