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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este estudo contribui para o avango cientifico e técnico ao melhorar a compreensao da composi¢ao
dos trombos e sua influéncia na eficacia da Trombectomia Mecanica. Social e economicamente,
pode reduzir a mortalidade, incapacidades e custos hospitalares do AVCI. Inovador e educacional,
fortalece a formacgdo de especialistas e impulsiona novas abordagens terapéuticas. No cendario
internacional, a colaboragdo com instituigdes estrangeiras amplia seu impacto. Regional e
nacionalmente, pode influenciar protocolos clinicos, promovendo um tratamento mais eficaz e

sustentavel para a satide publica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study contributes to scientific and technical progress by improving understanding of thrombus
composition and its influence on the effectiveness of Mechanical Thrombectomy. Socially and
economically, it can reduce the mortality, disability and hospital costs of stroke. Innovative and
educational, it strengthens the training of specialists and drives new therapeutic approaches. On
the international stage, collaboration with foreign institutions increases its impact. Regionally and
nationally, it can influence clinical protocols, promoting more effective and sustainable treatment

for public health.
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RESUMO

A incidéncia do acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) tem aumentado mundialmente,
sendo uma das principais causas de morte e incapacidades. Estudar o AVCI ¢ crucial para
desenvolver intervengdes eficazes, melhorar tratamentos e reabilitagdes, além de reduzir o impacto
socioecondmico da doenca. Devido a importancia para identificar potenciais métodos menos
invasivos de resposta terapéutica no processo de Trombectomia Mecanica (TM), trombos
isquémicos foram coletados de pacientes com oclusdo de grandes vasos. Com esse objetivo, 55
amostras foram categorizadas com base no niimero de passagens endovasculares do catéter durante
o processamento TM, em 1, 2-3 ou +4 passagens. Amostras foram fixadas em paraformaldeido a
4%, processadas e coradas para analises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas, utilizando as
microscopias de luz e ndo-lineares. As avaliagdes revelaram heterogeneidade significativa na
estrutura e organizacao dos trombos. Os constituintes predominantes incluiram eritrocitos, fibrina,
leucocitos e plaquetas, com padrdes distintos observados em trombos vermelhos ricos em
eritrocitos e brancos com maiores concentragdes de fibrina e leucéceitos. O grupo de +4 passagens
apresenta prevaléncia de trombos brancos, indicando mudanga na sua composi¢do quando
relacionada aos procedimentos de TM prolongados. Houve associa¢do entre o aumento da
deposicao de fibrina e a maior densidade dos trombos, particularmente nos trombos brancos e de
+4 passagens durante a recuperacdo endovascular. Em regides ricas em fibrina foi encontrada
maior concentracdo de plaquetas e leucocitos, principalmente em trombos de +4 passagens. Os
resultados mostram que a isquemia ¢ um processo multicelular com vérias etapas que estimula a
inflamagao e agregacdo de plaquetas, ativando os leucdcitos e fibrina no vaso. Ainda, os leucocitos
observados nos trombos expressam a proteina anti-inflamatoria Anexina Al (ANXA1). Em
conjunto nossos dados mostram que a composi¢ao histopatoldgica identificada nos trombos pode
influenciar significativamente na eficicia de sua remog¢do durante os procedimentos
endovasculares e, a presenga da ANXA1 em leucocitos sugere esta proteina como um alvo para

doencas neuroinflamatorias, incluindo AVCI.

Palavras-chave: acidente vascular cerebral isquémico (AVCI); trombectomia mecanica; proteina

anexina Al (ANXA1); inflamagao; plaquetas; leucocitos.



ABSTRACT

The incidence of ischaemic cerebrovascular accident (CVA) has increased worldwide and is one
of the main causes of death and disability. Studying stroke is crucial to developing effective
interventions, improving treatment and rehabilitation, and reducing the socioeconomic impact of
the disease. Due to the importance of identifying potential less invasive methods of therapeutic
response in the Mechanical Thrombectomy (MT) process, ischaemic thrombi were collected from
patients with large vessel occlusion. To this end, 55 samples were categorised based on the number
of endovascular catheter passes during the MT process, into 1, 2-3 or +4 passes. Samples were
fixed in 4% paraformaldehyde, processed and stained for histopathological and
immunohistochemical analyses using light and non-linear microscopy. The evaluations revealed
significant heterogeneity in the structure and organisation of the thrombi. The predominant
constituents included erythrocytes, fibrin, leukocytes and platelets, with distinct patterns observed
in red thrombi rich in erythrocytes and white thrombi with higher concentrations of fibrin and
leukocytes. The +4-pass group showed a prevalence of white thrombi, indicating a change in their
composition when related to prolonged TM procedures. There was an association between
increased fibrin deposition and higher thrombus density, particularly in white and +4-pass thrombi
during endovascular recovery. In fibrin-rich regions, a higher concentration of platelets and
leucocytes was found, especially in +4-pass thrombi. The results show that ischaemia is a multi-
stage, multi-cellular process that stimulates inflammation and platelet aggregation, activating
leukocytes and fibrin in the vessel. In addition, the leucocytes observed in the thrombi express the
anti-inflammatory protein Annexin Al (ANXAI1). Taken together, our data show that the
histopathological composition identified in thrombi can significantly influence the effectiveness
of their removal during endovascular procedures, and the presence of ANXA1 in leukocytes

suggests this protein as a target for neuroinflammatory diseases, including stroke.

Key words: ischaemic cerebral vascular accident (CVA); mechanical thrombectomy; annexin Al

protein (ANXA1); inflammation; platelets; leucocytes
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1 INTRODUCAO
1.1 Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCI)

Entre as doencas cerebrovasculares, o Acidente Vascular Cerebral (AVC) ¢ a segunda
maior causa de morte no mundo e a terceira de mortes e incapacidades combinadas (FEIGIN et
al., 2022). Todos os anos, ocorrem novos ou recorrentes AVCs em aproximadamente 795.000
pessoas, sendo cerca de 610.00 casos de AVC novos e 185.000 recorrentes (MARTIN ez al., 2024).
De todos os AVCs, cerca de 87% sdo isquémicos ¢ 13% hemorragicos (AJOOLABADY et al.,
2021). O AVC Isquémico (AVCI) ocorre devido a obstru¢do de um vaso sanguineo cerebral devido
a formacgdo de um coagulo/trombo, enquanto o hemorragico ¢ causado pela ruptura do vaso,

levando ao sangramento no parénquima cerebral (PAUL et al., 2021).

Para identificar rapidamente os principais sintomas do AVC, o American Heart Association
(AHA) adotou o acronimo B.E.F.A.S.T.: Balance (perda de equilibrio), Eyes (alteragdes na visao),
Face (queda facial), Arm (fraqueza nos bragos), Speech (dificuldade ao falar) e Time (agir
rapidamente). Caso o individuo tenha esses sintomas, a tltima letra do acrénimo ¢ referente ao
“tempo”’, no qual a pessoa necessita ir ao hospital para a resolucao da doenga o mais rapido possivel

(AROOR et al., 2017).

B E F A S T

Perda de Alteragoes Face Fraqueza Dificuldade Ligar
Equilibrio na visao caida do braco de fala para 193

= % @ D (N[

Figura 1: Identificacdo dos principais sintomas de AVCI. Cinco principais sintomas que podem
acontecer durante a isquemia cerebral. O acronimo B.E.F.A.S.T. (Balance, Eyes, Face, Arm, Speech, Time)

representa os sintomas de perda de equilibrio, alteracdes na visdo, queda facial, fraqueza nos bracos e
dificuldade na fala e, ao apresentar esses sintomas, o individuo deve rapidamente ser encaminhado ao
hospital. Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A determinagdo do inicio dos primeiros sintomas do AVCI até o paciente ser encaminhado

para possiveis tratamento no hospital ¢ de extrema importancia nesta doenga. Na década de 1990,
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foi introduzido o principio de “Time is brain” para enfatizar a intervengdo rapida e evitar danos
aos neuronios no local da isquemia (GOMEZ, 1993). Desde a criacdo deste termo, diversas linhas
de pesquisas tém mostrado que multiplos fatores contribuem na gravidade do dano isquémico, e a
janela terapéutica para o tratamento do AVCI ¢ maior do que os pesquisadores haviam identificado
anteriormente (GOMEZ, 2018). Essa doenga ¢ sensivel ao tempo de intervengdo, assim, estudos
clinicos recentes mostram que os tratamentos devem ser realizados dentro de 24 horas ap6s o inicio

dos sintomas, com o objetivo de obter desfechos favoraveis aos pacientes (SAINI ef al., 2021).

As terapias mais comuns no tratamento do AVCI sdo a trombolise intravenosa e
Trombectomia Mecanica (TM). A trombolise intravenosa dissolve os componentes celulares do
trombo a partir da enzima plasmina, que ¢ catalisada pelo ativador de plasminogénio tecidual (tPA)
(JILANI; SIDDIQUI, 2023). Enquanto, a TM ¢ um procedimento de recuperacdo endovascular,
no qual um cateter ¢ inserido no vaso sanguineo até o sitio de oclusdo do trombo. Este cateter
alcanga o coagulo do paciente, desobstruindo o fluxo sanguineo. (Figura 2). Esse procedimento
envolve principalmente o uso de stent retrievers para a captura do trombo e técnicas de aspiracao
distal, sendo que pode ocorrer variacdes e diferentes combinagdes de métodos para este
procedimento (MUNOZ et al., 2022). A composi¢ao histologica do trombo pode influenciar no
procedimento da TM e na captura do codgulo no vaso sanguineo, assim como na recanalizacao,
resisténcia a recuperagio e potencial trombolitico (JOLUGBO; ARIENS, 2021). Desta forma, o
estudo histopatoldgico dos codgulos pode contribuir para a sele¢do mais precisa de tratamentos

endovasculares, favorecendo, assim, a reversao da condicao patologica nos pacientes.

Vaso sanguineo

Coagulo/Trombo

Cateter

. Coagulo/Trombo obstruindo o vaso sanguineo
Isquemia Cerebral gulo/ 8

Figura 2. Trombo retirado pelo procedimento de Trombectomia Mecénica. [A] Isquemia cerebral
causada pela presenga de um coagulo no vaso sanguineo, comprometendo o fluxo de sangue. [B] Catéter
ligando-se ao coagulo para a retirada do trombo durante o procedimento da TM. Fonte: Elaborado pela
autora (2024).
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Os pacientes de AVCI sdo selecionados principalmente de acordo com o local de oclusdo
(circulacdo anterior ou posterior), tempo de inicio do AVCI (janela de 6 a 12 horas) e carga de
infarto aceitavel (ASPECTS > 6 ou volume de infarto < 50 mL) (JADHAYV et al., 2021). Alguns
pacientes ndo sao elegiveis para TM ou trombolise, mas tém possibilidade de receber terapias
antiplaquetérias, que podem minimizar os riscos de recorréncia dos AVCI e melhorar os desfechos
clinicos (HOLLIST et al., 2021). A adequagdo de pacientes com AVC isquémico para o
procedimento de trombectomia mecanica (TM) tende a aumentar nos proximos anos, com 0
objetivo de incluir um maior nimero de pacientes. Isso podera ser possivel por meio da reducao
da necessidade de exames de imagem avangados, abrangendo também casos como infartos maiores

¢ oclusdes mais distais (SHETH, 2023).

O AVCI pode ser o resultado de diversos eventos vasculares, como embolismo de origem
cardiaca, oclusdo de pequenos vasos cerebrais e aterosclerose afetando a circulagdo no cérebro.
Ainda, a isquemia cerebral causada pelo embolismo cardiaco pode levar a casos mais graves de
AVCI e com alta prevaléncia em diversos paises (MAIDA et al., 2020). Os principais fatores de
risco do AVC sdo hipertensdo, diabetes mellitus, tabagismo e hiperlipemia (ou dislipidemia),

obesidade, dieta pobre em nutrientes e falta de atividades fisicas (GUZIK; BUSHNELL, 2017).

Os determinantes genéticos de fatores de coagulacdo podem influenciar a patogénese do
AVCI, como os fatores XI e VII e XI (Figura 3). O fator VII ¢ importante na formacao da fibrina,
que esta diretamente ligada na formacao do trombo (VRIES et al., 2019), enquanto o fator XI esta
envolvido na propagacao e estabiliza¢do do trombo e pode ser um possivel alvo para a redugdo do

risco de AVCI cardioembolico (GILL et al., 2018).
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Figura 3. Cascata de coagulacgdo. [1] A via intrinseca comec¢a com injlrias nos vasos sanguineos, que
externalizam os fatores de superficie (ex: colageno) e, por sua vez, ativam os fatores XII, XI e IX. Os fatores
de coagulacio VIla e IXa, junto com ions de calcio (Ca*"), ativam o fator X. [2] A via extrinseca inicia por
tecidos danificados (fator tecidual), ativando o fator VII. [3] Na via comum, um complexo com fator V
ativado e ions de Ca®" é formado com a ativacdo do fator X, convertendo a protrombina (fator II) em
trombina (fator Ila). A trombina atua na ativagdo do fibrinogénio (fator I) em fibrina (fator la), que ¢
instavel. Ao ser ligada com o fator XII ativado, a fibrina passa a ser estavel. Fonte: Elaborado pela autora
(2025).

Terapias anticoagulantes sdo indicadas para previnir ou tratar a formagdo de trombos na
corrente sanguinea. A inibi¢do do fator XI ¢ uma das estratégias mais utilizadas nestes casos devido
a sua ampla contribui¢do para hemostasia e consolidacdo do codgulo (GRECO et al., 2023). A
cascata de coagulacdo, e consequentemente a formagao do trombo, pode também ser regulada por
inibidores plasmaticos e sistema fibrinolitico. A fibrindlise ¢ a destruicdo da fibrina e, portanto,
degradacdo do codgulo sanguineo (Figura 4). Para isso, ocorre a ativagcdo do plasminogénio em
plasmina, que por sua vez, cliva a fibrina em produtos da degradacdo da fibrina (PDF), que podem

ter fungdes imunomodulatorias e quimiotaticas (KANJI et al, 2021). Assim, a fibrinolise ¢
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altamente controlada por uma séria de cofatores, inibidores e receptores e pode auxiliar na remocao

do trombo no vaso pela degradacdo da fibrina (CHAPIN; HAJJAR, 2015).

Ativadores de plasminogénio tPA e uPa
| PAI-1, PAI-2

Plasminogénio =3 Plasmina

Fibrina =3 Produtos da
degradacao da
FIBRINOLISE fibrina (PDF)

Figura 4. Fibrinolise. O plasminogénio ¢ ativado por tPA (ativador de plasminogénio do tipo tecidual) e
uPA (ativador de plasminogénio do tipo uroquinase), formando a plasmina, que atua na degradagdo da
fibrina em fibrinopeptideos, denominados de produtos da degradagdo da fibrina (PDF). Os ativadores de
plasminogénio podem ser inibidos pelos Inibidores do Ativador de Plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e tipo
2 (PAI-2). Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A contragdo, também denominada retragdo, do codgulo sanguineo ocorre durante a
hemostase normal e trombose, pode contrair e diminuir o tamanho do trombo para restaurar a
circulagdo local, deixar o codgulo mais rigido e denso, dificultando sua retirada por procedimentos
terapéuticos (ARIENS, 2024). Essa contracio pode ser promovida por plaquetas ativadas e
compactacao da rede de fibrina e dos eritrdcitos, resultando na redistribui¢do da fibrina e plaquetas
em dire¢do a periferia do codgulo (LITVINOV; WEISEL, 2023). Por causa desta dualidade e
complexidade, a contragdo ainda é pouco entendida e pode influenciar diretamente a atividade do

trombo e desfechos clinicos.

1.2 Componentes do Trombo

Os trombos recuperados de pacientes com AVCI sdo altamente heterogéneos, sendo
compostos principalmente de eritrocitos, fibrina, plaquetas e leucdcitos. Analises histologicas
mostram que cerca de 59% do coagulo ¢ composto por fibrina e plaquetas, seguido de 40% de
eritrocitos e 1% de leucdcitos, enquanto a andlise de imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo

anti-CD61, mostra no coagulo cerca de 68% de plaquetas (BOODT et al., 2021).
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O coagulo pode ser classificado em dois tipos principais: vermelho ou branco. Os
vermelhos sdo constituidos principalmente por eritrocitos € menor quantidade de fibrina,
diferentemente os brancos sdo ricos em fibrina e pobres em eritrocitos. Os trombos ricos em fibrina
(brancos), comparados aos trombos ricos em eritrocitos (vermelho), podem dificultar a
recanalizagdo durante a TM, resultando em procedimentos endovasculares mais longos e piores

desfechos clinicos (JOLUGBO; ARIENS, 2021).

A composicao histologica do trombo de AVCI pode variar dependendo do seu estagio de
formagao e etiologia. Com o trombo permanecendo no vaso sanguineo ao longo do tempo, seus
constituintes sofrem alteragdes, como a diminuicdo da permeabilidade do vaso e quantidade de
eritrocitos, aumento da deposicdo de fibrina e resisténcia a trombolise (Figura 5) (JOUNDI et al.,
2021). Além disso, o coagulo pode apresentar regides com componentes diferentes, isto €, o
mesmo trombo possui regides ricas em eritrocitos, pouca fibrina e plaquetas e regides excassas em
eritrocitos, ricas em fibrinas e agregados plaquetarios (STAESSENS; MEYER, 2020). A
quantidade de fibrina aumenta gradualmente, enquanto a de eritrécito diminui, resultando em
maior rigidez do trombo e, consequentemente, diminui¢cdo da eficacia aos possiveis tratamentos

de AVCI, como TM e trombolise (BOODT et al., 2021).

.

Trombos ricos em glébulos vermelhos Trombos ricos em fibrina
Artéria hiperdensa em TCSC Inibidores enziméticos de trombélise
Permeabilidade do trombo Nimero de Leucécitos

Densidade do trombo

Resisténcia a trombélise

@ Tempo desde o inicio do AVCI

4

Figura 5. Mudancas dindmicas dos trombos dependentes do tempo no AVCI. Alteragdes que o trombo
sofre com sua permanéncia no organismo. A sigla TCSC corresponde a técnica de tomografia
computadorizada sem contraste, exame realizado em pacientes com AVCI para observar a oclusdo do vaso
sanguineo cerebral que esta ocasionando a doenga. Fonte: Adaptado de Joundi et al. (2021).
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1.2.1 Fibrina

A partir da ativacdo da cascata de coagulacdo e conversdo do fibrinogénio sob a acdo da
enzima trombina, ¢ formada a proteina fibrina. Ela € essencial na hemostase, tratamento de feridas,
inflamacao e angiogénese. Em um individuo saudavel, ha equilibrio entre a coagulacdo sanguinea
(conversdo de fibrinogénio em fibrina) e fibrindlise (degradagdo proteolitica do coagulo), a fim de
evitar sangramento excessivo e formacao de trombos nos vasos (WEISEL; LITVINOV, 2017). A
renovagdo e rearranjo da fibrina ndo necessitam de digestdo proteolitica para ocorrer, levando a
mudangas significativas no didmetro da fibrina e na estrutura do codgulo. Com a ativacdo do fator
de coagulacdo XIII, as redes de fibrina tornam-se mais rigidas e resistentes a futuras modifica¢des

(CHANDRASHEKAR et al., 2018).

Durante a formacgao da fibrina, protofibrilas e pequenas fibras se aglomeram para formar
fibrinas mais retas e semelhantes a bastonetes, diminuindo progressivamente o didmetro da fibra.
Enquanto, durante a fibrindlise, estas fibras ficam progressivamente mais desagregadas, difusas e
curvas (COLLET et al., 2003). As protofibrilas sdo densamente compactadas e conectadas no
centro do codgulo e se tornam espalhadas e frouxamente conectadas em dire¢do a periferia (LI et
al., 2017). Dessa forma, a fibrina ¢ um importante constituinte do trombo, sendo que sua
quantidade e distribuicdo sdo parametros de classificacdo do codgulo e podem influenciar sua

estabilidade, embolizagdo e quebra.

1.2.2 Plaquetas

As plaquetas sdo produzidas por megacaridcitos e sdo essenciais na hemostase e formacao
de coadgulos sanguineos. Elas sdo células altamente responsivas e secretoras, podendo liberar
fatores de crescimento, citocinas e fatores de coagulacdo (MEIJDEN; HEEMSKERK, 2018). Apds
injuria vascular, as plaquetas se prendem em componentes subendoteliais expostos, sdo ativadas e
formam um tampao hemostatico para evitar a perda excessiva de sangue no local. No entanto, a
atividade ndo controlada das plaquetas pode levar a formagao de trombos no vaso e bloqueio da

corrente sanguinea, como no caso de doengas tromboembolicas (BENDER; PALANKAR, 2021).
A adesdo plaquetaria se inicia pela ligacdo do seu complexo glicoproteina (GP) Ib-IX-V
ao fator de von Willebrand (vWF) no endotélio danificado, permitindo a interacdo entre o receptor

de colageno GPVI e seu ligante para mediar a ativacao das plaquetas. Este processo ¢ intensificado
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pela trombina e mediadores secundarios, como tromboxano A2 (NIESWANDT et al., 2011). A
hemostase primaria ¢ determinada pela injuria inicial do vaso sanguineo, seguida pela ligagado das
plaquetas ao vVWF e ao colageno subendotelial. Posteriormente, na hemostase secundaria,
plaquetas subsequentes sdo ativadas pela sua interagd@o com os receptores de superficie e ativagao
do sistema de coagulacdo, em que o fator VII se liga ao fator tecidual (WINTER et al., 2017).
Dessa forma, por atuarem principalmente na hemostase e tromboses, o controle das atividades
plaquetéria e de seus receptores tem sido um importante alvo no desenvolvimento de futuros

tratamentos para doengas vasculares, como o AVCI.

1.2.3 Eritrocitos

A hemostasia e trombose podem, também, ser controladas pelos eritrocitos, ou hemaécias,
que sdo os componentes de maior quantidade na corrente sanguinea e podem agir como fatores
proé-coagulantes ou pro-tromboticos. Os eritrécitos podem contribuir na viscosidade do sangue, em
que o aumento da viscosidade leva a diminui¢do da velocidade do fluxo sanguineo, promovendo
o acumulo de plaquetas na parede e contribuindo na interagao entre plaquetas e células endoteliais
(WEISEL; LITVINOV, 2019). Durante o estresse oxidativo causado pela trombose, os eritrocitos
produzem altas quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, enquanto outras
células liberam ROS extracelulares na circulagdo sanguinea, podendo ser absorvidas e acumuladas
nos eritrocitos. Este quadro oxidativo é capaz de alterar a estrutura da membrana da célula, levando
ao comprometimento da fun¢do e lise dos eritrocitos, ligacdo as células endoteliais do vaso
sanguineo, ativacdo plaquetaria e fatores de coagulacdo. Assim, estes eritrocitos modificados

podem aderir a parede do vaso e contribuir na formag¢ao do trombo (BETTIOL et al., 2022).

Durante a contracdo do trombo, os eritrocitos podem sofrer alteragdes morfologicas e
apresentar formato poliedral, chamados de poliedrocitos, que ocorre devido a forca de
compactagdo dos eritrocitos pela fibrina e plaquetas. Esta mudanga conformacional foi
primeiramente descrita por Gottlob et al. (1971), pesquisadores que observaram a forma irregular
dos eritrocitos apos a contragdo e retragdo do coagulo. Os poliedrocitos podem aumentar a
estabilidade e rigidez do trombo, podendo ser um importante fator de interferéncia durante a
remoc¢do do trombo por trombodlise ou TM (LEONG et al., 2017). Esta morfologia ¢ uma

deformagao natural que ocorre no eritrocito durante a contragdo do trombo por plaquetas ativadas



21

e fibrina (TUTWILER et al., 2018). Assim, os eritrocitos sdo componentes importantes e devem

ser estudados mais profundamente para entender melhor o funcionamento dos codgulos.

1.2.4 Leucocitos

A coagulagdo sanguinea e ativacdo plaquetdria podem ser diretamente influenciadas pela
atividade dos leucocitos, que produzem citocinas moduladoras de moléculas pro-coagulantes e
adesivas em células endoteliais vasculares. Ainda, os leucécitos podem ser recrutados ao sitio
trombotico por citocinas e quimiocinas liberadas por plaquetas ativadas (SWYSTUN; LIAW,
2016). O recrutamento de leucdcitos, principalmente neutréfilos, mondcitos e macrofagos, para o

sitio de oclusdo ¢ constante e possui alto impacto na patogénese da injlria vascular cerebral.

Os monodcitos podem ser ativados e liberam citocinas pro-inflamatorias durante a
inflamagdo, além de interagirem com plaquetas e células endoteliais, contribuindo para o
desenvolvimento e agravamento da trombose. A atividade dos mondcitos na trombose arterial tem
sido pouco investigada (HAN et al., 2023). Os mondcitos e macréfagos sdo importantes na
dissolugdo e recanalizacdo dos trombos por secretarem diversos fatores, como fatores de
crescimento angiogénicos, citocinas e quimiocinas que aumentam a neovascularizagdo

intratrombotica, facilitando a degradagdo de fibrina e coldgeno (LU ef al., 2024).

Os neutrdfilos, principalmente em resposta a patdgenos, podem liberar Armadilhas
Extracelulares dos Neutrofilos (NETs - Neutrophil Extracellular Traps), compostas por fitas de
DNA descondensadas, histonas e proteinas granulares citoplasmaticas de neutréfilos (RADA,
2019). As NETS estdo relacionadas com o nivel de dano neurologico dos pacientes com AVCI.
Com uma reperfusdo prolongada, os pacientes apresentam desfechos mais favoraveis e menor
quantidade de NETS nos trombos. Por estes componentes estarem diretamente associados com
danos clinicos cerebrais, algumas terapias voltadas ao controle das NETS podem ser benéficas
para a protecao neuroldgica (CHEN et al., 2022). Apesar do aumento da quantidade de NETSs estar
diretamente relacionado com danos neuroldgicos e piores desfechos clinicos, elas ainda sdo
essenciais na protecdo do organismo contra patdgenos externos e sua atividade ndo deve ser

suprimida por completo (HERRE et al., 2023).

No geral, os leucocitos sdo fundamentais no processo inflamatorio, formagao e resolugdo

de trombos, podendo influenciar a adesdo e agregagdo de outras células. Essas células liberam
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citocinas e quimiocinas durante a inflamagdo e modulam a fibrinélise. No inicio da formagao do
coagulo, as células leucocitarias sdo recrutadas para o sitio de injaria do vaso apds a adesao de
plaquetas ao endotélio (MANDEL et al., 2022). A atividade dos leucocitos, como ativacdo, adesao
e transmigracdo é controlada pelas células endoteliais do vaso sanguineo (KRUGER-GENGE et

al., 2019).

1.3 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) do vaso sanguineo fornece uma barreira fibrosa estavel entre
as plaquetas e os fatores pro-tromboéticos. A exposicdo das proteinas subendoteliais da matriz
extracelular a circulacdo também inicia o acimulo de plaquetas e a formagao dos codgulos nos
vasos sanguineos apo6s injuria vascular, sendo estas proteinas importantes no suporte e regulacao

desses eventos (WANG et al., 2016).

As interagdes entre a MEC e hemostase podem ser mediadas pelos diferentes tipos de
coldgeno, que auxiliam na estabilidade e propriedades de adesdo da membrana vascular. Os
colagenos do tipo XV e XVIII recrutam células imunes para o sitio de injuria tecidual e os do tipo
I, III, IV e VI interagem diretamente com receptores das plaquetas (MANON-JENSEN et al.,
2016). Ao ocorrer uma injuria vascular e exposi¢ao do colageno, as plaquetas sdo aderidas ao vaso
por meio de GPIb-V-IX e vWF ligado ao colageno (NAVARRO et al., 2021). As células imunes
envolvidas na formacdo do codgulo sanguineo expressam e liberam fatores fibrinoliticos e
modulam a quebra da fibrina e modulam a resolugdo do trombo (Figura 6)

(MUKHOPADHYAY et al., 2019).
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Figura 6. Células imunes na trombdlise. A trombolise pode iniciar pela estagnacao das células no vaso
sanguineo ou dano endotelial. Neutrofilos e plaquetas ligam-se ao endotélio vascular ativado e iniciam a
formagdo, crescimento do trombo e deposi¢ao de fibrina. Neutrofilos infiltrados no trombo modulam a
geracdo de plasmina e metaloproteinases da matriz (MMPs), auxiliando a fibrinodlise e remodelacdo do
colageno para a resolug@o do trombo. No inicio da resolugdo do trombo, a fibrindlise gera FDPs, as fibrilas
de colageno aparecem e as células imunes produzem citocinas inflamatorias e proteases. Com a
permanéncia do trombo no vaso, a taxa de fibrindlise diminui, a deposig@o de colageno no trombo aumenta
e ocorre a remodelacdo da MEC por meio de MMPs secretadas por macrofagos, restaurando o fluxo
sanguineo. Fonte: Adaptado de Mukhopadhyay et al. (2019).

1.4 Inflamacao

O processo inflamatorio iniciado pela formagao do trombo de AVCI pode intensificar ou
combater o dano secundario, e atividades contrarias devem estar em constante equilibrio no
organismo. A inflamacdo continua resulta no recrutamento de leucocitos, principalmente
neutrofilos, ativagdo de plaquetas e cascatas de coagulagdo (ANSARI; GAVINS, 2021) (Figura
7). Esta interagdo entre leucdcitos e plaquetas pode produzir mediadores pro-inflamatérios e pro-
trombdticos, sendo importante na formacao dos coagulos cerebrais. Ainda, durante a isquemia, as
células imunes podem produzir ROS, que estimulam células endoteliais e resultam em estresse

oxidativo (PAWLUK et al., 2020). Entretanto, a inflamag¢do também ¢ essencial no reparo e
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recuperagdo funcional do cérebro a partir do aumento de fatores pro-coagulantes e inibi¢do das
vias anticoagulantes e atividades fibroticas (JIN et al., 2013). Desta forma, estas caracteristicas
antagonicas e suas possiveis complicagdes podem contribuir pelo avango terapéuticos de doengas

inflamatorias, como o AVCI.

1. Ativagao e Recrutamento Celular 2. Formagao de Trombo | 3. Injdria de Reperfusao
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Figura 7. Interacio de neutrdfilos e plaquetas na patogénese do AVC. [1] Ativacdo e Recrutamento
Celular. Na trombose e inflamagao cronica, ha aumento da ativagdo e recrutamento de neutrofilos e
plaquetas nos vasos sanguineos cerebrais. Posteriormente, ocorre ativagdo e liberacdo de moléculas de
adesdo celular (CAMs) e os neutrofilos ativados produzem diversos mediadores pro-tromboéticos, como
NETs e Catepsina G. [2] Formacao do Trombo. Ativagdo e recrutamento resultam no acimulo constante
de neutrofilos, plaquetas e eritrocitos e na ativagao da cascata da coagulagio por inibidores da via de fator
tecidual (TPPI). [3] Injaria de Reperfusdo. A reperfusdo resulta na producdo excessiva de mediadores
pro-inflamatorios e pro-trombotico no sitio de oclusdo do vaso sanguineo. Os neutréfilos produzem ROS,
que danificam o endotélio e aumentam a migragao transendotelial dos neutrofilos. Injarias adicionais do
tecido ocorrem devido a ativacdo continua de plaquetas e do sistema complemento. Fonte: Adaptado de
Ansari e Gavins (2021).

A injuria de reperfusdo, também chamada de Isquemia/Reperfusdo (I/R), causada no tecido
vascular apds a formacdo e resolugdo da isquemia pode levar & migragdo transendotelial de
neutrofilos e producdo de ROS. A interacdo entre os neutrofilos e células endoteliais ¢ mediada
por uma série de moléculas de adesdo, que garante a adesdo dos neutrofilos ao endotélio
(JORDAN et al., 1999). Ainda, as ROS causam extresse oxidativo, que promove o dano endotelial,
dano no DNA e respostas inflamatorias locais, podendo resultar em mortes celulares (WU et al.,
2018). Estudos farmacologicos demonstram que a proteina anti-inflamatéria Anexina Al
(ANXA1) atua ativamente no processo de I/R, principalmente na inibi¢ao da atividade de células

inflamatorias (ANSARI et al., 2018). Assim, ¢ de extrema relevancia investigar o papel da
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ANXA1 e avaliar seu envolvimento no processo isquémico e na forma¢do dos coagulos

sanguineos.

1.5 Proteina Anexina A1l

A ANXAI1 pertence a superfamilia das anexinas que se ligam aos fosfolipidios de uma
forma dependente de célcio. Esta proteina ¢ capaz de mimetizar a agdo anti- inflamatoria dos
glicocorticoides, afetando diversos componentes do processo inflamatorio, inibindo a sintese de
eicosanoides e atividade da enzima fosfolipase A2 (PLA2) (FLOWER, 1988; OLIANI;
DAMAZO; PERRETTI, 2002). As anexinas sdo compostas de dois dominios principais: uma
pequena regido N-terminal responsavel pela atividade anti-inflamatoria e anti-proliferativa e um
dominio central altamente conservado (Figura 8) (MUNN; MUES, 1986; LIZARBE et al., 2013).
A regido N-terminal apresenta o peptideo mimético Acz.26, que € capaz de reproduzir a atividade
biologica da proteina Anexina. Outras fungdes foram atribuidas 8 ANXAT no organismo, como

fagocitose, aumento e/ou reducdo da proliferacdo e apoptose (Figura 9) (LIM; PERVAIZ, 2007).
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Figura 8. Representacio esquematica da ANXAI. [A] Estrutura primaria da proteina anti-inflamatoria,
com destaque do sitio anti-inflamatorio na regido N-terminal (peptideo Ac2-26). [B] Ilustragdo do arranjo
tridimensional da proteina. Fonte: Adaptado de Gavins (2012).
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Figura 9. Acdes biolégicas da ANXAL. [A] Inibi¢do da atividade da fosfolipase A2 citosodlica (cPLA2) e
cicloxigenase-2 (COX-2) causa efeito anti-inflamatorio, antipirético e anti-hiperalgésico. [B] ANXAI
exogena atua sobre o receptor de formil peptideo (FPR) e lipoxina A4 (FPRL1/ALX/FPR2), inibindo a
adesdo, migracdo celular e desprendimento de células aderentes. [C] Aumento da expressao de ANXAI1
com por glicocorticoides pelo receptor de glicocorticoide (GR), que contribui para a sua atividade anti-
inflamatoria. Os GRs induzem a fosforilagdo rapida e translocagdo da ANXA1 para membrana celular. [D]
ANXAI1 ¢ recrutada para a superficies celular, liga-se a fosfatidilserina e intercede no engolfamento de
células apoptoticas. [E] ANXAI ¢ fosforilada para aumentar ou diminuir a proliferacdo por quinases, como
tirosina quinase EGF-R, proteina quinase C (PKC), tirosina quinase do receptor do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFR-TK) e tirosina quinase do receptor do fator de crescimento de hepatocitos
(HGFR-TK). [F] ANXALI induz a apoptose pela inducdo da desfosforilagdo da BAD, permitindo que a
BAD transloque para as mitocondrias, ou pela translocacdo da ANXAT1 para o nucleo, que pode ser inibida
por BCL2. Fonte: Adaptado de Lim e Pervaiz (2007).

O receptor 2 do peptideo N-formil (FPR2) ¢ acoplado a proteina G e estd localizado na
superficie de diversas células. Este receptor ¢ capaz de ligar outros peptideos ou mediadores
lipidicos estruturalmente distintos a fim de promover ou inibir a inflamacao, e tem sido alvo de
terapias farmacoldgicas no tratamento de doencas inflamatorias (ZHUANG et al., 2022). A
interacdo entre o peptideo Ac2-26 da ANXAI e o receptor FPR2 mostra ativar a proteina quinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) e, entdo, regula o processo inflamatorio cerebral
(XU et al., 2021). O FPR2 mostra regular a atividade anti-inflamatéria da proteina ANXA1 e os
glicocorticoides podem mobilizar a ANXAT1 na superficie celular, onde o FPR2 esta localizado

(SAWMYNADEN; PERRETTI, 2006).
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Desse modo, as pesquisas sobre a ANXA1 tém melhorado na compreensao do papel dessa
proteina nos processos inflamatérios. Contudo, os mecanismos moleculares que permitem a
ANXATI regular as respostas celulares em tais processos ainda ndo foram totalmente elucidados.
Além disso, sdo poucos os estudos que abordam a funcao anti-inflamatoria da ANXA1 em doengas
vasculares e neuroinflamatorias. Com essas consideragdes, nossa proposta do presente trabalho foi
avaliar a composi¢cdo do trombo em relacdo ao tempo de recanalizacdo da TM, a organizacio
celular e os componentes dos trombos. Além disso, consideramos relevante definir o papel da

proteina ANXA1 no contexto de isquemia.



49

6 CONCLUSAO
Os resultados obtidos permitem concluir:

e Os trombos isquémicos de pacientes com AVCI, obtidos pelo procedimento de
Trombectomia Mecanica (TM), apresentam heterogeneidade significativa na composicao,
estrutura dos codgulos e diferenciam no formato, tamanho e tipo celular;

e Os trombos sdo classificados em vermelhos (ricos em eritrécitos) e brancos (ricos em
fibrina e leucdécitos).

e As passagens do catéter de 1, 2-3 e +4 durante o procedimento de TM apresentam
diferengas na composi¢dao histolégica do trombo, com maior propor¢cdo de trombos
brancos, densos e ricos em leucdcitos em +4 passagens;

e Agregacdo de plaquetas e leucocitos sdo observadas nos trombos de regides ricas em
fibrina;

e O colageno ¢ ausente nos trombos apdés TM, indicando que esse componente pode estar
restrito a matriz extracelular do vaso sanguineo;

e A expressdo citoplasmatica da proteina anti-inflamatoria Anexina Al (ANXAI1) ¢

observada em leucocitos dos trombos estudados.

Associados, nossos resultados ressaltam a complexidade dos trombos de pacientes com AVCI,
evidenciando que a composicdo celular e resposta inflamatéria modulam a eficicia de
recuperagdes endovasculares. A andlise da composicdo do trombo em relacdo as taxas de
recanalizagcdo da TM, tempo de recanalizacdo e eficacia dos diferentes dispositivos endovasculares
pode, no futuro, contribuir no desenvolvimento de estratégias terapéuticas e diagnosticas mais
eficientes. Ainda, expressdo da proteina anti-inflamatéria ANXA1 em leucdcitos pode representar
um potencial promissor para o desenvolvimento de novas abordagens clinicas em contextos

isquémicos.
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