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1. Introducao

Descoberto na década de 50, (Ratnoff and Colopy, 1955), o fator XII (FXII, ou
fator de Hageman) experimentou um relativo esquecimento por pelo menos 40 anos.
Pacientes (ou algumas espécies animais) com deficiéncia genética neste fator, apesar de
apresentarem valores de alguns ensaios cldssicos de coagulacdo anormalmente
prolongados, ndo apresentam sintomas hemorrdgicos significativos. Assim sendo, o
FXII tem sido considerado dispensdvel a hemostasia (Kitchens, 2002). Um novo
modelo para a explicacdo do mecanismo fisiolégico de formagao da fibrina in vivo foi
entdo apresentado a partir dos anos 90, propondo como essencial apenas a via
extrinseca (Davie et al, 1991; Nemerson, 1992; Gailani, 2000; Dahlback, 2000),
restando a via intrinseca o papel de amplificacio (ou propagacdo do processo de
formacéo do codgulo) (Gailani and Broze Jr, 1991). Uma das justificativas para a
aceitacdo deste modelo € que seus principios se aplicam a todas as classes de
vertebrados. O FXII, porém, voltou recentemente a ser objeto de amplo interesse e esta
no centro de importante polémica, pois estd envolvido na patogenia de trombos
patolégicos experimentais (Gailani and Renné, 2007; Stavrou and Schmaier, 2010).
Parece ser um paradoxo que esta substancia, peca central na ativacao de varios sistemas
enzimaticos importantes tais como os da coagulacio sanguinea, da fibrindlise,
calicreina-cininas e de complemento (Bhoola er al, 1992) possa ser dispensdvel a
hemostasia. Neste sentido, muito esforco tem sido direcionado para o esclarecimento
das seguintes questdes: [1] qual € (ou quais sdo) o(s) ativador(es) fisiolégico(s) (e qual
0 mecanismo de sua ativacao in vivo)? (Colman, 2006; Colman and Schmaier, 1997). e
[2] qual € a real participacdo do FXII na ativacdo da PCP e do FXI (segundo a teoria da
cascata da coagulagdo, seus mais 6bvios substratos), uma vez que existem estudos
confirmando a ativagdo dos mesmos por mecanismos independentes? (Gailani and
Broze Jr, 1991; Oliver et al, 1999; Baird and Walsh, 2002; Schmaier and McCrae,
2007; Schmaier, 2008). Inimeros candidatos a ativadores endégenos do FXII tém sido
propostos nos ultimos anos, tais como as células epiteliais (Schmaier and McCrae,
2007), o colageno (Gailani and Renné, 2007), o 4cido ribonucléico (RNA) (Kannemeier
et al,2007) e endotoxinas bacterianas (Preissner, 2007), mas a real participacdo de
cada um deles na ativagcdo da via intrinseca da coagulacdo sanguinea ainda nio estd

comprovada.



H4 aproximadamente cinco décadas, estudos propondo uma conexdo entre a
superficie plaquetdria de mamiferos e a ativagdo do FXII foi proposta por Caen and
Haas (1960) e posteriormente por Walsh e cols. Este tltimo detectou o aparecimento de
uma atividade denominada ‘“atividade formadora de produto de contato”, na qual a
formacdo de FXII ativado ocorria sobre a superficie plaquetaria na auséncia de calcio e
estimulada por “concentragdes fisioldgicas” da substincia pro-agregante adenosina di-
fosfato (Walsh, 1972; Walsh and Griffin, 1981; Walsh, 2006). S6 recentemente, porem,

surgiram estudos que podem ajudar no esclarecimento do mecanismo desta ativacgao.

Estudos recentes apontam o polifosfato (poliF) plaquetdrio como o candidato
mais provavel ao papel de ativador fisioldgico do FXII em mamiferos. Os poliF tém
sido considerados um componente estrutural em procaridétos e pequenos eucariotos,
onde desempenham papel fisiol6gico em reacdes metabdlicas e em algumas respostas
ao stress (Ruiz et al, 2004). Moléculas de poliF estao também armazenadas dentro dos
granulos densos de plaquetas que, uma vez ativadas, as liberam no plasma
circunjacente, ativando em consequéncia a via intrinseca da coagulacio e influenciando
positivamente a estabilidade da rede de fibrina (Smith ez al, 2006; Muller et al, 2009;
van der Meijden and Heemskerk, 2010; Miiller and Renné, 2011). Os poliF seriam a
conexdo entre as hemostasias primdria (plug plaquetdrio) e secunddria (tampao
hemostatico), sendo capazes de desencadear tanto a formacdo de fibrina quanto a
liberacio do mediador inflamatério bradicinina (via calicreina plasmadtica), ambos
através de um processo FXII-dependente (Smith et al, 2006; Muller et al, 2009; Miiller
and Renné, 2011). Os processos tromboéticos representam a causa subjacente presente
em variadas patologias potencialmente fatais que acometem vasos arteriais, tais como o
infarto do miocardio, obstrucdo de artérias dos membros inferiores ou acidentes
vasculares cerebrais isquémicos. As plaquetas e o FXII desempenham um papel crucial
na patogenia de trombos intravasculares. Achados recentes indicam que camundongos
geneticamente deficientes em FXII estdo protegidos contra a formagdo de trombos ricos
em plaquetas em varios modelos de trombose arterial experimental (Kerbiriou-Nabias,
2010). A patogenia deste processo nao foi ainda precisamente compreendida, mas
muitas evidéncias sugerem que alguns processos trombéticos sejam mediados tanto por
poliF liberados por plaquetas ativadas quanto pelo FXII, uma vez que a eliminacdo
destas duas varidveis protegeu camundongos de embolia pulmonar letal poliF-

dependente (Muller et al, 2009). Uma vez que pode ser responsavel pela patogenia de



processos trombodticos e que parece ser dispensdvel para a “hemostasia normal”, a
inibi¢cdo farmacoldgica do FXII e dos poliF tem sido sugerida por renomados grupos de
pesquisadores como uma estratégia terapéutica promissora na abordagem dos processos
trombdticos (Gailani and Renné, 2007; Schousboe, 2008; Muller et al, 2009; Vine,
2009, Miiller et al, 2011). Neste contexto, esclarecer se o FXII desempenha papel
fisiolégico torna-se uma necessidade crucial, pois se este fator for importante para a
hemostasia em seres humanos, certamente esta estratégia terapéutica levard a efeitos
colaterais nocivos. Inimeros trabalhos t€ém mostrado que o plasma das mais diversas
espécies de aves, ao contrario do de mamiferos, coagula muito vagarosamente quando
exposto a substincias negativamente carregadas tais como o kaolin, e este
comportamento tem sido atribuido a auséncia do FXII (Seki et al, 1973; Spurling, 1981;
Didisheim et al, 1959; Stopforth, 1970; Doerr and Hamilton, 1981; Frost et al, 1999;
Thomson et al, 2002; Weir-M et al, 2004). Um estudo recente mostrou que o gene
evolucionariamente correspondente ao FXII estd completamente ausente no genoma de
aves (Ponczek et al, 2008). Por outro lado, ja foi detectada, no plasma desta espécie
animal, a presenca do CAPM (Kimura, 1987) e da PCP (Schleuning, 1983). O tempo de
coagulacao de amostras de sangue total (ST) (mas ndo do plasma) em galinhas foi
significativamente encurtado apds contato com ativadores de superficie negativamente
carregados, tais como kaolin ou vidro (Doerr and Hamilton, 1981), ou apds adicdo de
trombdcitos “lavados” (Venkatayan and Nambiar, 1968). Estes achados sugerem a
existéncia de ‘“resquicios” de uma via intrinseca, mas o mecanismo de ativacdo
envolvido permanece desconhecido. A aposta, portanto, em uma completa
independéncia da via intrinseca da coagulacdo de aves do FXII seria, no momento,
precipitada. Recentemente, nosso grupo demonstrou que, a despeito das auséncias de
dois componentes-chave (o FXII e o CAPM), uma das atividades primordiais
desempenhadas pelo sistema calicreina-cininas em mamiferos (cardio- protecdo) estd
preservada no organismo da galinha doméstica White leghorn (Prezoto et al, 2009).
Portanto, temos em maos uma espécie animal que apresenta uma hemostasia normal e
que pode ser considerado um modelo natural da doenca denominada “deficiéncia de

Hageman”.
2. Objetivos

A utilizagdo deste modelo animal poderd nos ajudar a avaliar um sistema



eficiente na produgdo de fibrina, na auséncia do FXII plasmadtico. Seria possivel,
portanto, nesta abordagem, a deteccdo (se existente) de mecanismos fisiologicos
alternativos de ativagdo da via intrinseca da coagulacdo em vertebrados. Para esta tarefa,
propomos entdo duas estratégias para confirmacdo de uma total independéncia da via
intrinseca da coagulacdo em relacdo ao FXII, no organismo da galinha White leghorn:
suas possiveis deteccdes: (a) funcional e (b) estrutural. A deteccdo funcional deste fator
pode ser tentada através de ensaios de tromboelastometria em amostras citratadas de
sangue total (ST) ou de plasma rico em trombdcitos (PRT) e a estrutural, através de
técnicas de biologia molecular, tais como a extracdo do 4cido desoxiribonucl€ico
(DNA) e anélise em gel de agarose, seguido por amplificacdo das sequéncias de pares

de base de interesse por polimerase chain reaction (PCR) e seqiienciamento.

Observacdo: Os ensaios em Biologia Molecular para deteccdo estrutural do FXII em
tecidos da galinha White leghorn estdo detalhados no relatorio 1 (Periodo: Agosto de

2010 a Janeiro de 2011, PIBIC, Anexo).

No presente trabalho, os ensaios foram realizados através da tromboelastometria
(TEM) rotacional (ROTEM®) (Zuckerman et al, 1981). Do perfil proporcionado pela
TEM, analisamos o parametro Tempo de Coagulacio (TC, em segundos), que
determina a velocidade da formacgdo da fibrina, que monitora a inicia¢do do processo da
coagulacdo sanguinea, refletindo por conseqiiéncia as atividades relativas aos fatores de

contato.
3. Materiais e Métodos
Animais

Galinhas adultas White leghorn pesando entre 1 e 2 kg foram adquiridas de fonte
comercial. Todas as aves (com idades entre 15 e 20 semanas) foram acomodadas em
salas apropriadas a 22°C. Ratos machos Wistar, pesando entre 280 e 320 g, foram
obtidos do Biotério Central do Instituto Butantan. Eram submetidos a ciclo claro/escuro
12/12 horas, com acesso livre a d4gua e racao comercial. Todos os procedimentos
envolvendo animais experimentais foram aprovados por um Comite Institucional de

Etica para o uso de animais.
Métodos

Processamento das amostras



Obtencao de amostras de sangue total (ST), plasma rico (PRP) e pobre em
plaquetas de ratos. Ratos foram anestesiados com Urethane (1.300 mg/kg; ip).
Amostras de sangue (3,6 mL) foram coletadas das artérias carétidas esquerda e direita
em seringas contendo citrato de sédio (3.2%, w/v; 0,4 mL). Plasma rico (PRP) e pobre
em plaquetas foram obtidos apds centrifugacao a 200 g (1000 rpm) por 10 min e 800g
(4000 rpm) respectivamente, por 15 min a temperatura ambiente. A contagem
plaquetaria foi realizada manualmente em uma camara de Neubauer e a concentragdo
plaquetdria ajustada para 250.000/mL. O PRP era entdo utilizado nos ensaios de

coagulacdo e agregacdo em no maximo duas horas.

Obtencao de amostras de sangue total (ST), plasma rico (PRT) e pobre em
trombdécitos de galinhas. As aves foram contidas mecanicamente ¢ a face interna de
suas asas exposta. Apds remocdo das penas e uso de xylocaine spray como agente
anestésico local, amostras de sangue total (8,1 mL) foram coletadas de cada asa em
seringas contendo solucdo de citrato de sédio (3.2%, w/v; 0,9 mL). Plasma foi obtido
ap6s centrifugacdo de amostras de sangue total (800g por 20 min a temperatura
ambiente). PRT foi obtido através de centrifugacdo por densidade sobre o Ficoll-Paque
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany, densidade 1.077 g/mL), de acordo
com o seguinte procedimento: 5 mL de sangue total eram diluidos com igual parte de
solugdo salina tamponada (Phosphate buffered saline — PBS) e cuidadosamente
colocados sobre 10 mL de Ficoll-Paque. Ap6s 12 min de centrigugacdo a temperatura
ambiente por 600g, a interface era coletada, contada manualmente e ajustada com a

adicao de plasma, para uma concentracdo de 100.000 células/mL.
Ensaios de coagulaciao

Avaliacido do efeito do corn trypsin inhibitor (CTI) sobre o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA). Inicialmente, amostras de plasma de rato ou
galinha (100 uL) foram ativadas (5 min a 37°C) com HemosiL (100 uL) na presenca ou
auséncia de CTI, para o ensaio de TTPA. Finalmente, 100 uL. de CaCl, (25 mM) foram
adicionados e o experimento conduzido em um sistema computadorizado para medi¢ao
de ensaios de coagulacdo. Os valores foram expressos em segundos (média + desvio

padrao, n=6).

Avaliacdo do efeito de alguns ativadores do fator XII sobre o tempo de
recalcificacdo (TR) do plasma. Para avaliacdo de possivel ativagdo do FXII (nos

plasmas de rato e galinha) o TR foi avaliado em uma segunda série de experimentos



(n=6, para cada grupo experimental), pela adicdo a 200 uL de plasma (por 10 min a
37°C), de 50 uL das seguintes substincias detentoras de cargas negativas: (tRNA,

110 .

b

1100

concentragdes finais crescentes de 1'; Mg/mL) (grupo um); ou poliFss

15 1" pg/mL) (grupo dois); ou de uma
1'" pg/mL) (grupo 3)

ou de solugdo salina a 0,9% (grupo 4, controle) para posterior recalcificacdo com 100

(concentragdes finais crescentes de 11;

~ . ~ .. 1 1
solucdo de kaolin (concentragdes finais crescentes de 1°; 1 0.

pL de uma solucdo de CaCl, a 25mM. O tempo de coagulacio foi determinado através
de observacgdo visual e cronometrado. Em caso de diminui¢do de tempo de coagulacdo
do plasma por estas substancias, o ensaio era entdo realizado na presenca ou auséncia de
corn trypsin inhibitor (CTI, um inibidor especifico do FXII), a uma concentracdo final

de 100 pg/mL) (Hojima et al, 1980). Finalmente, foram avaliadas as atividades

enzimaticas da RNase e da fosfatase sobre o tRNA e poliFss5, respectivamente. Estes

ensaios obedeceram ao seguinte protocolo:

Obtencao de RNA hidrolizado. tRNA (dose efetiva) foi incubado com RNase A (3

doses: 11; 110 ; 1100) (1/1) em tampdo imidazol 0.1 M, pH 7.4, por 30 min a 37°C
(Kannemeier C et al, 2007).

Obtencao de polifoF hidrolizado. PoliF,s (dose efetiva) foi incubado com

11, 110_ 1100

Fosfatase alcalina (3 doses: ) (1/1) por 0; 30 ou 60 minutos para verificacdo

do tempo necessério a degradagio enzimadtica do Poly;,s (MUller et al., 2009).

Ensaios de agregacao

Os ensaios de agregacdo plaquetdria (ratos) ou trombocitdria (galinhas) foram
realizados através de metodologia padrdao, com o uso de um agregdmetro 6ptico (Born,
1962). As plaquetas (no PRP) e os trombdcitos (no PRT), em aliquotas de 0,35 mL,
foram estimulados com o agonista iondforo de célcio A23187, em variadas
concentracdes, em um agregdmetro de dois canais Chrono-Log (Havertown, Pa) a 37°C
e sob constante agitacdo. A calibracdo e a porcentagem de agregacdo foram monitoradas
com a ajuda de software, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A intensidade da
agregacao foi expressa como a porcentagem maxima da alteracdo na transmissao da luz,

utilizando-se o plasma pobre em plaquetas (ou trombdcitos) como referéncia.

Ensaios de tromboelastometria



I Ensaios de tromboelastometria (TEM) em amostras de sangue total (ST)
ou de plasmas ricos (PRP) ou pobres em plaquetas ou trombdcitos (PRT) de ratos

e de galinhas

Ensaios de TEM foram realizados no aparelho ROTEM® de quatro canais
(Pentapharm, Germany) com seu respectivo software (www.sunmedcare.com.br). Antes
da recalcificacdo com 20 pLL de uma solucao de CaCl, a 200mM, amostras de ST ou de
PRP (ratos) ou PRT (galinhas) (300 uL cada) eram incubadas (em eppendorf em banho
a 37°C por 10 min) com (a) 20 uLL de TBS (50 mM Tris—HCI pH 7.4, 150 mMm NaCl)
(amostras controle) e comparadas com (b) 20 uL. de diversos ativadores ou inibidores
diluidos em PBS (ver detalhes em Resultados). As amostras eram entdo colocadas em
“cups” plasticos do aparelho e os pardmetros TC, TFC, Angulo o e FMC do perfil TEM

avaliados por no minino 1 hora.

Calculos estatisticos

Variaveis foram expressas como média + DP. Os dados obtidos dos ensaios de
coagulacao (TTPA e TP) foram submetidos a anélise de variancia. Comparagdes entre os
parametros do perfil TEM para avaliar os efeitos dos varios tratamentos em comparagao
com o controle foram feitas através do teste ¢ pareado. Finalmente, os efeitos das
diferentes doses de corn trypsin inhibitor, polyss, fosfatase, tRNA e RNAse nos
parametros TEM foram analizados por meio de andlise de varidncia de uma via apos
repetidas medi¢des com teste Holm-Sidak post-hoc para mdltiplas comparacdes. Um

valor de P < 0.05 foi considerado como significativo.

4. Resultados

Ensaios de coagulaciao

Avaliacdo do efeito do corn trypsin inhibitor (CTI) sobre o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA). O CTI inibiu a atividade do Hemosil sobre o
plasma de rato, mas nao sobre o de galinhas (tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da adicao de corn trypsin inhibitor (CTI) sobre o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) dos plasmas de rato e galinha.

Plasma Salina a 0,9 % Corn trypsin inhibitor

TTPA (s) TTPA (s)



Rato 29+ 5 86 + 14*

Galinha 108 + 32 106 + 24

Plasma (100uL) foi incubado com 100uL de HemosiL por 5min a 37°C, na presenga ou
auséncia de CTI (concentracdo final de 100pg mL™") antes da adicdo de 100uL de uma
solucdo de CaCl, (25mM) e o TTPA (s, segundos) era entdo avaliado. Dados
representados como média + desvio padrao, n = 5. * P< 0.05 (ANOVA).

Avaliacdo do efeito de alguns ativadores do fator XII sobre o tempo de
recalcificacao (TR) do plasma de ratos e galinhas. A figura 1 mostra os efeitos da
incubacdo de alguns ativadores do FXII sobre o TR de plasma de ratos e galinhas. O TR

nao foi alterado quando o plasma de ratos ou galinhas foi tratado com variadas doses de

poliFas (concentracdes finais crescentes de 1'; 1'9; 1'% pug/mL).
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Fig 1
Figura 1- A 200 pL de plasma foram incubados com 50 pL de (A) solug@o salina a 0,9%; (B)
kaolin e (C) tRNA, ambos a 10 pg/mL; (D) pré-incubacao do plasma com CTl a 100
pg/mL para posterior ativagdo com kaolin ou com (E) tRNA; (F) tRNA pré-tratado com
RNase A e (G) DNase I. O TR (segundos) do plasma de ratos sem a adicdo de ativadores (A,
amostras-controle) foi de 10214 segundos (m+dp, n=8), apresentando-se sempre dentro dos
pardmetros de variabilidade normal (de 88 a 125 s) e este valor foi considerado como sendo
100+13%.
B O TR (segundos) do plasma de galinhas sem a adi¢do de ativadores (A, amostras-controle)
mostrou-se significativamente maior que aquele apresentado pelo plasma de mamiferos
(3214£68). A adicdo de kaolin (B) e tRNA, nas doses efetivas para plasma de rato (uma unidade
kaolin) ndo alterou significativamente o TR do plasma de galinhas (342+63). média + desvio
padrdo, n= 6 * p<0,001 (ANOVA).
Abreviagdes: CTI, corn trypsin inhibitor; TR, tempo de recalcificacdo; s, segundos.

Ensaios de agregacio plaquetaria
O 1ondforo de calcio A23187 (concentracdes finais de 5 e 10 uM) promoveu

respectivamente 48+5% e 99+8% de agregacdo em PRP de ratos (n=7). Para o TRP de
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galinhas, a porcentagem de 50+4 e 100+9% de agregacgao foi conseguida com 0,3 e 0,6

UM, respectivamente (n=38).
Ensaios de tromboelastometria

Abaixo, estio representados alguns dos parametros avaliados em um perfil tipico
de TEM:

maximal - ~

E | clot ™, Lysis index
P firmness I h"

& ¥ (MCF) [mm] L (L) [%]

Firmness
-
L \

'
ant”
-
............

- SEPPPRES.

£ clotting time (CT) [s]
—' clot formation time (CFT) [s]

Time

Figura 2 - Principais parameters da tromboelastometria ROTEM®.
Abreviagoes: CT, clotting time, tempo de coagulacdo; CFT, clot formation
time, tempo de formacdo do coagulo; ALP, alpha angle, angulo alfa; MCF,
maximum clot firmness, firmeza maxima do coagulo; CA15, clot
amplitude at 15 min, amplitude do coagulo a 15 min; CLI6O, clot lysis
index at 60 min after CT, indice de lise do codgulo 60 min apés CT.

Ensaios de tromboelastometria

I Efeito de ativadores (INTEM, kaolin e agente agregante ionéforo A23187) ou
dos inibidores corn trypsin inhibitor e aprotinin sobre o parametro TC do perfil
TEM em amostras de sangue total (em cima) e de plasma rico em plaquetas (em
baixo) de ratos
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Figura 3-Em cima: Antes da recalcificacio com 20 pLL de uma solugdo de CaCl, (200mM),
amostras ST (300 uL) foram incubadas com 20 pL de: (A) tampao PBS (amostra controle );
(B) INTEM; kaolin a (C, 3 pg) ou (D, 30 pg); o agente agregante ion6foro de cdlcio A23187 a
(E, 2 uM) ou (F, 20 uM) e (G) iondforo de cdlcio A23187 a 20 uM em amostras pré-tratadas
com CTL

Em baixo: Antes da recalcificagdo, amostras de PRP (300 uL) foram incubadas com 20 pL de:
(A) tampao PBS (amostra controle ); (B) INTEM; (C) INTEM sobre PRP pré-tratado com
aprotinin; (D) ion6foro de cdlcio A23187 a 20 uM; (E) iondforo de célcio A23187 a 20 uM em
PRP pré-tratado com CTI; (F) ion6foro de calcio A23187 a 20 pM em PRP pré-tratado com
PSP; kaolin 0,3 pg (G) ou 3 pg (H) ou 30 pg (I); J) RVV ; RVV em PRP pré-tratado com
aprotinin (K) ou CTI (L).

Abreviagoes: TBS, tampdo salina tamponada (Tris—HCI 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4); TEM,
tromboelastométrico; PBS (Tris—HCI 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4); INTEM (reagente com
acido eldgico e fosfolipideos sintéticos); ST, sangue total; PRP, plasma rico em plaquetas
(250.000/mL); CTI, corn trypsin inhibitor a 100 ug por mL; TC, tempo de coagulacio; Apro,

aprotinin a 400 Ul/mL; RVV, Russell's viper venom (10 ng/mL); m, média; DP, desvio
padrdo. Valores sdo expressos em porcentagem em relagdo as amostras-controle, como média +
desvio padrdo, n = 6 para todos os grupos experimentais. Foram considerados como 100% os
seguintes valores de referéncia do TC para amostras tratadas com solucdo salina a 0,9%: (1) ST
~TC de 168 + 28 s~ como 100+ 16,6%; (2) PRP ~ TC de 313+51 s ~100 £16,3% e (3) PRP +
RVV~TCde 143 +£13 ~ 100 +9,1%.

*P < 0.05 comparados com amostras controle (ANOVA).
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II Efeito dos inibidores aprotinin e corn trypsin (CTI) inhibitor sobre a ativaciao
proporcionada pelos ativadores (INTEM, kaolin, ion6foro A23187) em amostras de
sangue total (ST) (em cima) e plasma rico em trombécitos (em baixo) de galinhas.

Analise do parametro tempo de coagulacao (TC) do perfil TEM
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Figura 4-Em cima: Antes da recalcificacdio com 20 pLL de uma solugdo de CaCl, (200mM),
amostras de ST (300 puL) foram incubadas com 20 pL de: (A) tampdo PBS (amostra controle );
(B) INTEM; (C) INTEM sobre ST pré-tratado com aprotinin a 400 Ul/mL; kaolin a (D, 0,3 pg)
ou (E, 3 pg) ou (F, 30 pg); o agente agregante iondforo de célcio A23187 a (G, 0,2 uM) ou (H,
2 uM) e ionéforo de cdlcio A23187 a 2 uM em ST pré-tratado com PBS (I) ou CTI (J).

Em baixo: Antes da recalcificacdo com 20 pL. de uma solugdo de CaCl, (200mM), amostras de
PRT (300 pL) foram incubadas com 20 pL de: (A) tampdo PBS (amostra controle ); (B)
ionéforo de cdlcio A23187 a 2 pM; (C) ionéforo de cédlcio A23187 a 2 uM sobre PRT pré-
tratado com aprotinin; (D) ion6foro de cédlcio A23187 a 2 uM em PRT pré-tratado com CTI;
(E) ionoéforo de célcio A23187 a 2 pM em PRT pré-tratado com PSP; (F) amostras nao-
estimuladas pré-tratadas com PSP; (G) RVV; RVV em PRP pré-tratado com (H) aprotinin; (I)
PSP e (J) CTI. Abreviagdes: PBS, tampdo salina tamponada (Tris—HCl 50 mM, NaCl 150 mM
pH 7.4); ST, sangue total; PRT, plasma rico em trombdcitos (100.000 células/mL); CTI, corn
trypsin inhibitor a 100 pg por mL; TC, tempo de coagulagao; PSP, fosfatase alcalina a 4 U/mL,;
RVYV, Russell's viper venom (10 ng/mL); m, média; DP, desvio padrdo. Valores sdo expressos
como m = DP, n = 6 para todos os grupos experimentais. *P < 0.05 comparados com amostras
controle (ANOVA). Foram considerados como 100% os seguintes valores de referéncia do TC
para amostras tratadas com solucdo salina a 0,9%: (1) ST ~TC de 1147 + 278 segundos~ como
100+ 24%; (2) PRT ~ TC de 398471 segundos ~100 £18% e (3) PRP + RVV~TC de 48 + 11
~100 +22%.
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5. Discussao

Foram inicialmente padronizadas as doses efetivas dos diversos ativadores do
FXII plasmdtico, para posteriores ensaios com amostras de ST de ratos e galinhas.
Como previsto, a diminuicdo significativa do TTPA proporcionada pelo reagente
Hemosil APTT-ST foi revertida pela adi¢do prévia de CTI ao plasma de ratos, mas nao
ao de galinhas. Este achado pode ser consequéncia da alta performance exibida pelo
sistema hemostético de roedores, que apresenta niveis quantitativos dos vérios fatores
da cascata da coagulacdo significativamente maiores, quando comparados aqueles
apresentados pelo plasma humano (Hawkey, 1975). O raciocinio inverso pode ser
aplicado para explicar os resultados com plasma de galinhas, uma vez que atividade
semelhante ao FXII nunca foi detectada em plasma de aves. A ativagdo da via
extrinseca da coagulacdo de ratos proporcionada pelo reagente PT-fibrinogen, nao ¢é
afetada pela adicdo do CTI, o que esta de acordo com estudos anteriores (Hojima et al,
1980) (Tabela 1). Assim sendo, dispomos de dois sistemas hemostiticos: com e sem
atividade especifica de FXII (plasmas de ratos e de galinhas, respectivamente).

Em uma segunda série de experimentos, a atividade de doses eficazes dos
provaveis candidatos a ativadores enddgenos do FXII em plasma de ratos foram
comparadas quantitativamente aquela apresentada pelo ativador inorganico clédssico
kaolin. Para efeito de comparacdo, “uma unidade de kaolin” equivale a dose de um
ativador especifico que encurtou o TR de 200 puL. de plasma em aproximadamente 50%.
Neste sentido, tanto o kaolin quanto o tRNA apresentam, na dose de 10 ug/mL, a
eficdcia de “uma unidade de kaolin”. Semelhantemente ao que acontece com plasma
humano (Kannemeier et al. 2009), o encurtamento do TR proporcionado pelo tRNA ¢é
antagonizado pelo tratamento prévio do plasma com CTI e RNaseA mas nao DNase I,
envolvendo assim a intermediac@o especifica do FXII (Figura 1). O TR do plasma de
galinhas sem a adi¢do de ativadores (amostras-controle) mostrou-se significativamente
maior que aquele apresentado pelo plasma de mamiferos, e mesmo a adi¢do de kaolin e
de tRNA nas doses efetivas para plasma de ratos ndo o influenciou, uma vez que este
plasma € deficiente em FXII. O TR nao foi alterado quando amostras de plasma de
ratos foram incubadas com variadas doses de poliF,s sintético. A explicacdo provavel
pode estar relacionada ao tamanho da molécula. Um estudo recente demonstrou que a
ativacdo do FXII plasmatico desencadeada pelo poliF sintético acontece quando a

molécula apresenta um nimero minimo de 65 unidades de fosfato (Smith ez al. 2010) e
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o poliF utilizado no presente estudo, apesar de ser uma superficie negativamente
carregada, apresenta apenas 45 unidades. Polif sintéticos com mais de 45 unidades nao
estdo disponiveis para aquisicdo comercial. Trabalhos recentes t€ém considerado os poliF
secretados por plaquetas ativadas como o mais forte candidato a ativador endégeno do
FXII (Smith er al. 2006;Muller et al. 2009; Caen and Wu, 2010; Kerbiriou-Nabias,
2010; Mackman and Gruber, 2010; Smith et al. 2010; van der Meijden et al., 2010;
Muller and Renné, 2011), enquanto que o RNA extracelular tem perdido terreno neste
quesito (Kannemeier et al. 2007; Preissner, 2007). Assim sendo, a possivel atividade
procoagulante dos poliF sobre os sistemas hemostdticos de ratos e galinhas foi
reconsiderada, e uma outra estratégia foi adotada. Sabe-se que a estimulacdo de
plaquetas humanas com doses adequadas de alguns agentes agregantes, entre eles o
iondforo de cédlcio A23187 promove a expulsdo de substancias semelhantes a poliF dos
granulos densos apds a reacao de liberacdo, desencadeando o processo de formacdo de
fibrina em um processo dependente tanto de poliF quanto de FXII (Mueller et al, 2009).
Assim sendo, a dose agregante efetiva do iondforo de célcio A23187 foi testado em
PRP de ratos e PRT de galinhas. O ion6foro de célcio A23187, nas concentragdes finais
de 5 e 10 uM, promoveu respectivamente 48+5% e 99+8% de agregacdo em PRP de
ratos, o que estd de acordo com estudos anteriores (Da Yardumian er al, 1986).
Similarmente, a concentragdo final de 0,3 e 0,6 uM foi eficaz no efeito agregante sobre
trombdcitos em amostras de PRT de galinhas em 504 e 100+9%, respectivamente,
também de acordo com estudos anteriores (Cox, 1985). A partir de entdo, foram
tentadas a estimulacdo de amostras ricas em plaquetas (ratos) e trombdcitos (galinhas)
com variadas doses do agente agregante iondforo de calcio A23187, para avaliacdo de
seu possivel efeito procoagulante. O “teste de recalcificacdo modificado” (TRM) é
considerado um teste de coagulacao global de “screening” capaz de detectar alteracdes
através de todo o espectro da coagulacdo sanguinea, se estendendo desde o estado de
hiper-coagulacdo (trombofilia) at¢é o de hipo-coagulacdo (hemofilia) (Spillert and
Lazaro, 1993). Para avaliacdo de possivel atividade procoagulante de doses do ion6foro
de cdlcio A23187 sobre amostras de ST ou PRP e PRT das duas espécies animais
estudadas, foi entdo adaptada a juncdo do TRM com o ensaio TEM (, para avalia¢ao
principalmente do parametro CT, que reflete a iniciacdo do processo de coagulacdo
sanguinea, ligado diretamente as atividades dos fatores de contato. A recalcificacido de
amostras de ST ou de plaquetas e trombdcitos de ambas as espécies animais d4 origem a

perfis TEM similares, apesar de qualitativamente diferentes, uma vez que o CT de
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amostras provenientes de ratos apresenta valores aproximadamente 8 vezes menores que
o de amostras provenientes de galinhas (ambos com variacdo bioldgica de
aproximadamente 20%). De acordo com as instru¢des do fabricante, a adi¢cdo do
reagente INTEM (ativador da via intrinseca da coagulacido, composto de acido eldgico e
fosfolipideos sintéticos) diminui o CT de amostras de ST humano em aproximadamente
50%. Esta diminui¢do proporcionada pelo INTEM em ambos os sistemas avaliados foi
considerada “uma unidade INTEM”. Como pode ser visto na figura 3, a adicdo de 20
puL contendo doses apropriadas dos diversos ativadores INTEM, kaolin e ionéforo de
calcio A23187 diminuiram significativamente o CT de amostras de ST e PRP de ratos,
quando comparados a amostras-controle tratadas com solucdo salina a 0,9%. Pela
andlise dos resultados, pode-se chegar as seguintes conclusoes: (1) Os fatores XIl e XI e
os poliF estdo envolvidos na diminuicdo do CT das amostras de ST e PRP de ratos
tratadas com iondforo de cdlcio A23187, uma vez que esta diminui¢do € inibida pela
adicao prévia as amostras de CTI, aprotinin e PSP, respectivamente. Estudos similares
com amostras de ST ou plasma humanas com estes inibidores apresentaram resultados
semelhantes (Dargaud et al,2006; Nielsen V G, 2006; Muller et al. 2009) e (2) Estes
achados sugerem que os reagentes PSP, aprotinin e CTI estdo inibindo substancias
semelhantes a poliF, FXI e FXII respectivamente, uma vez que , nas doses aqui
utilizadas, ndo afetam o efeito procoagulante do veneno da Vipera Russelli (Russell's
viper venom) sobre a via comum da coagulacdo (Johnson et al, 1985). Igualmente,
doses similares de PSP nao afetam o TC de amostras-controle e nem daquelas tratadas
com doses eficazes de kaolin. Estes achados sdo facilmente explicdveis, uma vez que a
ativacdo do FXII pelo kaolin ndo depende de substincias semelhantes a poliF.
Finalmente, pela andlise dos resultados expostos na figura 4, podemos sugerir as
seguintes conclusdes: (1) Diferentemente do que acontece quando utilizamos os ensaios
classicos de coagulagdo com plasma de aves, a recalcificacdo de amostras de ST ou
PRT desta espécie animal da origem a um perfil TEM similar aqueles
proporcionadospor amostras correlatas de mamiferos. Este achado estd de acordo com
estudos anteriores, que sugerem significativa atividade procoagulante de trombdcitos
degalinhas (Venkatayan and Nambiar, 1968); (2) A adicdo de diversos ativadores
(INTEM, kaolin e ionéforo de calcio A23187) diminuiram significativamente o CT de
amostras de ST e PRT de galinhas, quando comparados a amostras-controle tratadas
com soluc¢do salina a 0,9%; (3) O FXI e os poliF estdo envolvidos na diminuicdo do CT

das amostras destas amostras tratadas com ion6foro de calcio A23187, uma vez que esta
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diminuicdo € inibida pela adi¢do prévia as amostras de aprotinin e PSP,
respectivamente; (4) O FXII ndo estd envolvido na diminuicao do CT destas amostras
tratadas com ion6foro de cédlcio A23187 e INTEM, uma vez que esta diminui¢do ndo é
inibida pela adicao prévia as amostras de CTT; (5) A incubagdo prévia das amostras com
PSP anula o encurtamento proporcionado pelo ion6foro, mas nao pelo kaolin; (6) Nas
doses aqui utilizadas, os reagentes PSP e aprotinin ndo afetam o efeito procoagulante do
veneno da Vipera Russelli (Russell's viper venom) sobre a via comum da coagulacdo e
(7) As diminui¢ées do CT proporcionada pelas adicdes de INTEM (fosfolipideos
sintéticos e dcido eldgico) e kaolin as amostras de ST ou PRT de galinhas
provavelmente ndo estdo relacionadas a ativacdo de substancia semelhante a FXII, uma
vez que ndo sdao afetadas pela incubagdo prévia das amostras com CTI. Estudos
classicos indicam que os fosfolipideos aceleram inespecificamente as reacdes
enzimdticas da coagulacdo sanguinea nesta espécie animal (Johnson et al, 1985) e que
os mesmos sdo também liberados apds incubacdo de plaquetas com kaolin (Pérez-

Requejo, 1976).

Os ensaios para a deteccdao estrutural do FXII se mostram
imprescindiveis, pois este ensaio controle é necesséario quando se trabalha
com animais geneticamente deficientes (Pauer et al, 2004). Através da utiliza¢do
de um programa de busca para identificacdo de sequéncias de proteinas e de DNA
(BLAST programs), Ponczek et al (2010) ndo conseguiram detectar o gene
correspondente ao FXII no genoma de galinhas. Assim sendo, foram realizados ensaios
em biologia molecular para deteccdo parcial de algumas sequéncias do sitio ativo do
FXII em alguns tecidos da galinha White leghorn, através da extracdo do &cido
desoxiribonucléico (DNA), seguido por amplificacdo das sequéncias de interesse por
polimerase chain reaction (PCR) e seqiienciamento (relatério anexo). Foram testados os
primers PB1d e PB1r, desenhados de acordo com sequéncias comuns encontradas nos
alinhamentos do exon 10 do gene correspondentes ao FXII do camundongo Mus
musculus e do Homo sapiens. Os resultados de PCR mostraram uma banda de 160 bp
nos DNAs da galinha White leghorn e da serpente Bothrops jararaca, que apés o
sequenciamento e andlise pelo programa Clustal W revelou identidade de sequéncia de
pelo menos parte da regido codificadora do sitio ativo do FXII no DNA destes dois

animais (Relatério em anexo).
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Avaliac¢ao critica do método: A interpretacdo dos resultados parciais dos ensaios em
biologia molecular deve ser conduzida com muito cuidado. O FXII € produzido e
secretado pelo figado. Este fator € um produto de um unico gene pertencente ao
cromossomo 5, composto de 13 introns e 14 exons (12kb). O zimogénio do FXII é
composto por duas cadeias (353 e 243 residuos, respectivamente), unidas por ponte
dissulfeto) (Stavrou and Schmaier, 2010). Nesta molécula estdo compreendidos os
seguintes dominios estruturais semelhantes a: (1) fibronectina (tipos 1 e II); (2) fator de
crescimento da epiderme (EGF-like); (3) “kringle”; (4) regido rica em prolina e (5)
dominio catalitico. Estes dominios possuem homologia aos presentes em outras serino-
proteases. Quando analisamos as sequéncias de bases correspondentes ao gene do FXII,
podemos observar que nenhuma sequéncia especifica € 100% conservada nas diferentes
espécies animais na escala zooldgica. Em outras palavras, ndo existe neste gene uma
regido com sequéncia de pares de bases que caracterizaria a detec¢do precisa deste fator.
Os primers utilizados no presente trabalho amplificam algumas sequéncias presentes em
seu dominio catalitico, mas que, por outro lado, podem estar também presentes em
outras serino-proteases. Portanto, reagdes cruzadas com outras sreino-proteases tais
como o Ativador do Fator de Crescimento Hepatico (HGFA) e Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF) ndo podem ser descartadas, quando analisamos os resultados por nds
obtidos com que o fragmento obtido no PCR. Portanto, qualquer estratégia que utilize a
técnica de PCR para amplificacio de algumas sequéncias de pares de bases
correspondentes ao FXII pode esbarrar neste inconveniente: a amplificagao inespecifica
de outros produtos que apresentem homologia com o FXII. Outra alternativa para a
deteccao estrutural poderia ser aquela obtida através de ensaios imunoldgicos, através
de anticorpos contra este fator. Avaliacdo critica: Esta estratégia ndo foi considerada,
uma vez que existem relatos afirmando que anticorpos que reconhecem componentes do
sistema de contato em mamiferos podem ndo reconhecer estes mesmos fatores em aves

(Cheng et al, 2010).

Em resumo, nossos resultados sugerem que: (1) a semelhanca do fator tecidual
que representa o ativador universal da via extrinseca da coagulacdo dos vertebrados em
geral, os poliF parecem ser também os ativadores da via intrinseca da coagulacdo em
vertebrados mamiferos e nao mamiferos. E assim sendo, esquemas terapéuticos que
apregoem sua supressdo poderdo desencadear episddios hemorrigicos como efeito

colateral. Entre os exemplos de didteses hemorragicas por deficiéncia de poliF podem
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ser citadas a Sindrome de Hermansky-Pudlak (SHP), que € uma rara e complexa doenca
hereditdria, na qual os sintomas hemorrdgicos acontecem como conseqiiéncia de
deficiéncia nos mecanismos de estocagem dos constituintes dos granulos plaquetarios
(Gahl et al, 1998). Pacientes que apresentam esta sindrome possuem plaquetas com
reduzida ou nula concentra¢do de granulos densos, o local de estocagem dos poliF. A
capacidade de ativacdo do processo da coagulacdo sanguinea estd significativamente
diminuida em plaquetas provenientes de pacientes com SHP (Muller er al, 2009),
indicando que a redug¢do na concentracdo normal de poliF prejudica o potencial
procoagulante de plaquetas ativadas. Outro exemplo pode ser constatado na Sindrome
de trombastenia, em que as plaquetas apresentam defici€éncia no mecanismo de secre¢ao
do conteddo granular apds agregacdo (Castaldi et al, 1965, Caen and Wu, 2010). A
importancia fisiolégica do FXII para o sistema hemostatico de aves ndo esta descartada
até o momento, uma vez que deteccdo parcial de sequéncias de bases do sitio ativo desta
enzima foi constatada. Estudos mais aprofundados serdo conduzidos para

esclarecimento desta questao.
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