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 Resumo 
 O Ixolaris é uma proteína com dois domínios do tipo Kunitz identificada na glândula 

salivar do carrapato Ixodes scapularis.  Este apresenta uma extensa homologia na seqüência 

primária com um inibidor fisiológico da coagulação sanguínea denominado Inibidor da Via do 

Fator Tecidual (TFPI). De forma similar ao TFPI, o Ixolaris se liga ao Fator Xa (FXa), formando 

um complexo binário que inibe o complexo Fator Tecidual/FVIIa (complexo tenase extrínseco). 

No entanto, diferentemente do TFPI, o Ixolaris não se liga ao sitio catalítico do FXa. Ao invés 

disso, a formação do complexo Ixolaris-FXa é mediada por uma região carregada 

positivamente na enzima denominada exosítio de ligação à heparina. Além disso, o Ixolaris 

também se liga com grande afinidade ao zimogênio Fator X (FX), algo que também o difere do 

TFPI. Dados prévios demonstraram que a formação do complexo Ixolaris-FXa diminui a 

atividade da enzima no complexo protrombinase (FXa/FVa), responsável pela conversão da 

protrombina em trombina. Nesta tese, foi demonstrado que o Ixolaris interage especificamente 

com o FX do plasma de rato ou humano. O Ixolaris é um potente anticoagulante, inibindo as 

vias extrínseca e intrínseca da coagulação, como demonstrado nos ensaios in vitro de tempo 

de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), respectivamente. Em 

seguida foi avaliado o possível efeito antitrombótico do Ixolaris, utlizando um modelo in vivo de 

trombose venosa em ratos. A administração intravenosa ou subcutânea (s.c.) do Ixolaris 

causou uma redução dose-dependente da formação de trombos, sendo que a inibição 

completa foi observada com  10 μg/kg e 20 μg/kg, respectivamente. O efeito antitrombótico 

por via s.c. foi observado 3 h após a administração da droga e persistiu por mais de 24 h, 

indicando uma meia-vida prolongada no plasma. Esta observação foi corroborada com 

experimentos utilizando Ixolaris marcado com 125I e sua detecção após administração s.c. 

Experimentos ex-vivo mostraram que doses de Ixolaris de até 100 μg/kg não afetaram 

significativamente o aPTT, ao passo que o PT foi aumentado em cerca de 40% (100 μg/kg). 

De forma marcante, doses antitrombóticas efetivas de Ixolaris por via s.c. (20 μg/kg) não 

aumentaram o sangramento induzido, indicando uma baixa tendência a um efeito 

hemorrágico. Desta forma, conclui-se que o Ixolaris é um agente antitrombótico extremamente 

potente e possivelmente seguro para utilização in vivo. 
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 Abstract 

 Ixolaris is a two-Kunitz protein identified in the salivary gland of the tick Ixolaris 

scapularis. It presents an extensive primary sequence homology with the physiological 

coagulation inhibitor Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI). Similarly to TFPI, Ixolaris binds to 

Factor Xa (FXa) thus forming a binary complex that inhibits the Tissue Factor/FVIIa complex 

(extrinsic Xnase complex). However, differently from TFPI, Ixolaris does not bind to the 

catalytic site of FXa. Instead, complex formation is mediated by a positively charged region in 

the enzyme named heparin-binding exosite. Furthermore, Ixolaris also binds FX with high 

affinity. Previous data demonstrated that the formation of Ixolaris-FXa complex diminishes the 

activity of the enzyme in the prothrombinase complex (FXa/FVa), responsible for the 

conversion of prothrombin into thrombin. In this work, it was demonstrated that Ixolaris 

specifically interacts with FX from either rat or human plasma. Ixolaris is a potent anticoagulant 

that inhibits either the extrinsic or the intrinsic pathways of coagulation, as demonstrated by the 

in vitro assays Prothrombin time (PT) and Activated Partial Thromboplastin Time (aPTT), 

respectively. The antithrombotic effect of Ixolaris was further evaluated using an in vivo model 

of venous thrombosis in rats. Intravenous or subcutaneous (s.c.) administration of Ixolaris 

caused a dose-dependent reduction in thrombus formation, in which the complete inhibition 

was observed at 10 μg/kg e 20 μg/kg, respectively. The antithrombotic effect by s.c. route was 

observed after 3 h and persisited for more than 24h, indicating a prolonged half-life in plasma. 

This observation was corroborated by assays employing 125I-labeled Ixolaris and its detection 

after s.c. administration.  Ex-vivo experiments showed that Ixolaris doses up to 100 μg/kg did 

0not affect the aPTT while PT was increased by ~40% (100 μg/kg). Remarkably, effective 

antithrombotic doses of Ixolaris by s.c. route (20 μg/kg) did not increase the induced bleeding, 

indicating a low tendency to hemorrhagic effect. Thus, it is concluded that Ixolaris is an 

extremely potent antithrombotic agent and possibly safe for in vivo use. 
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TNF-α − fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor) 
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 1.1 Considerações gerais sobre o processo hemostático 

A hemostasia é o mecanismo que mantém a fluidez do sangue pelos vasos, além de 

impedir que danos vasculares causem uma perda extensiva de sangue. Isto se dá por meio 

de eventos mecânicos e bioquímicos e, didaticamente, pode-se dividir a hemostasia em 

primária, secundária e terciária, embora os três processos estejam inter-relacionados.  

Na hemostasia primária, tem-se vasoconstrição local, adesão e agregação 

plaquetária com conseqüente formação de um tampão plaquetário inicial. A hemostasia 

secundária compreende uma série de reações enzimáticas cujo resultado final é a formação 

de fibrina a partir do fibrinogênio que confere estabilidade ao coágulo. Por fim, a hemostasia 

terciária ou fibrinólise é ativada subseqüentemente à coagulação, existindo um equilíbrio 

fisiológico entre as mesmas, onde a plasmina atua degradando a fibrina e desfazendo o 

coágulo formado. A etivação da fibrinólise depende da presença de fibrina recém formada 

em interação com o tPA (ativador tissular de plasminogênio) que gera a plasmina a partir do 

plasminogênio, dando início a fibrinólise, responsável pela lise do coágulo e restabelecimento 

do fluxo sangüíneo  (Broze, 1995; Furie e Furie, 1995; Roberts e col., 2001).  

A hemostasia requer a formação de um plugue impermeável de plaquetas e fibrina no 

sítio da lesão ao vaso, sendo crucial que as poderosas substâncias pró-coagulantes ativadas 

nesse processo permaneçam localizadas no sítio da injúria. Isto se dá localizando-se as 

reações pró-coagulantes principalmente na superfície de células específicas. Além disso, a 

ação de inibidores fisiológicos da coagulação impede que a resposta ao dano vascular se 

dissemine além do sítio de lesão. 
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 1.2 Plaquetas 

As plaquetas são células anucleadas e de formato discóide derivadas da fragmentação 

de uma célula precursora, gerada na medula óssea, denominada megacariócito. Apesar de 

não ser o tipo celular majoritário encontrado no sangue, as plaquetas desempenham um papel 

central no sistema hemostático (Kalafatis e col., 1994; Mann, 1999). Um dos primeiros eventos 

que se seguem à injúria vascular é a adesão das plaquetas ao sítio agredido, seguido da 

formação de um agregado sobre a lesão vascular que reduz ou interrompe temporariamente a 

perda de sangue. 

A adesão das plaquetas ao subendotélio exposto após a injúria vascular é 

principalmente mediada por uma glicoproteína plasmática denominada fator de von 

Willebrand. Esta proteína interage com as plaquetas através de um receptor específico 

denominado complexo glicoproteína (GP) Ib-IX-V, criando uma ponte entre as células e o 

subendotélio exposto (Plow & Ginsberg, 1995). Outra proteína fundamental neste processo é 

o colágeno, presente no subendotélio exposto, que também promove a adesão das plaquetas 

utilizando um mecanismo similar através do receptor GP Ia-IIa (Plow & Ginsberg, 1995; 

Watson, 1999). Além da adesão das plaquetas ao subendotélio, o colágeno também é capaz 

de induzir a ativação destas células, num processo mediado pelos receptores GP IV e GP VI 

(Watson, 1999). A ativação plaquetária também é mediada por outros agonistas que são 

formados no sítio de injúria ou secretados pelas próprias plaquetas, amplificando a resposta 

celular. 

Atuando em receptores plaquetários específicos, estes agonistas desencadeiam uma 

série de processos (Brass, 1995), tais como: i) sinalização intracelular gerada pelo 

acoplamento dos receptores à proteínas G, canais de cálcio ou tirosina quinases; ii) 

reorganização do citoesqueleto e mudança de forma das plaquetas – as plaquetas passam de 
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 um formato discóide para uma forma esférica com intensa emissão de pseudópodos; iii) 

secreção do material contido nos grânulos α e δ, constitutivos destas células; iv) 

exposição de novos receptores, dentre eles o complexo GP IIb-IIIa, que é reconhecido pelo 

fibrinogênio e permite a interação entre as plaquetas (agregação plaquetária); v) alteração da 

composição de sua membrana externa com exposicão de fosfolipídeos aniônicos, 

principalmente a fosfatidilserina (Bevers e col., 1983). Em condições normais, a membrana 

das plaquetas apresenta uma distribuição assimétrica dos fosfolipídeos aniônicos, sendo a 

maior parte destes presentes na parte interna da membrana. A ativação plaquetária induz a 

liberação de estoques intracelulares de cálcio bem como a abertura de canais para este íon. O 

aumento na concentração de Ca+2 intracelular inibe uma aminofosfolipídeo translocase 

responsável pela manutenção da assimetria na distribuição dos fosfolipídeos e 

concomitantemente ativa uma proteína que transporta fosfatidilserina para a parte externa da 

membrana das plaquetas (Solum, 1999). Em condições fisiológicas, a principal fonte de 

fosfolipídeos para a formação de alguns complexos da coagulação sanguínea, discutidos 

adiante, é a superfície de células ativadas, especialmente as plaquetas aderidas ou 

agregadas junto ao sítio de lesão vascular (Kalafatis e col., 1994; Solum, 1999). 

As fases da coagulação sanguínea 

Em 1905, Morawitz propôs uma teoria para a coagulação sanguínea que influenciaria 

as pesquisas nessa área nos próximos 50 anos. Ele foi o primeiro a introduzir o termo 

“trombokinase” para descrever a substância presente nos tecidos que promoveria o coágulo. 

Sua teoria propôs a existência de quatro elementos: trombokinase (fator tecidual), cálcio, 

protrombina e fibrinogênio, onde a trombokinase, na presença de cálcio, converteria a 

protrombina em trombina, que por sua vez converteria o fibrinogênio em fibrina (Figura 1) 

(Bächli, 2000; Doyle 2006). 
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Figura 1 – Teoria da coagulação proposta por Morawitz. Figura adaptada de Bächli, 2000. 

 

Com o passar dos anos, o processo de coagulação vem se elucidando, conforme a 

identificação de novos elementos celulares ou plasmáticos participantes das reações 

enzimáticas presentes nas suas diversas fases. 

Em 1964, dois grupos de bioquímicos propuseram a teoria da “cascata” para explicar a 

fisiologia da coagulação no sangue. Nesse modelo (Figura 2), a coagulação consistia de uma 

serie de passos que ativariam proteoliticamente, e em seqüência, zimogênios que seriam 

convertidos a enzimas e que iriam resultar na geração exacerbada de trombina (MacFarlane, 

1964; Davie e Ratnoff, 1964). Os modelos originais das cascatas foram modificados 

subsequentemente para incluir a observação de que alguns pró-coagulantes eram co-fatores 

e não possuíam atividade enzimática. O esquema dividia a coagulação em uma via extrínseca 

que consistia do fator VIIa (FVIIa) e do fator tecidual (TF), onde este último era visto como 

ocorrendo somente fora da circulação sangüínea, e uma via intrínseca, iniciada por 

componentes que se acreditava estarem presentes somente no compartimento intravascular. 

Ambas as vias convergiriam no ponto de ativação do FX (“via final comum”), que em conjunto 

com o seu cofator Va converteriam protrombina em trombina. Os componentes da via 
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 extrínseca e da via comum se refletem laboratorialmente no tempo de protrombina 

(prothrombin time – PT), e componentes da via intrínseca e comum se refletem no tempo 

de tromboplastina parcial ativada (activated partial thromboplastin time – aPTT) (Hoffman, 

2003).  

       Estes testes possuem grande importância até hoje na prática médica, uma vez que 

são capazes de identificar, ainda que de maneira não tão especifica, qual fase do processo de 

coagulação pode estar envolvida em certa patologia por exemplo. Isto fica evidenciado pelo 

fato de estes testes se utilizarem componentes do plasma que participam diretamente deste 

processo. No caso do aPTT a seqüência de reações da coagulação é disparada pelos fatores 

calicreína e  cininogênio de alto peso molecular que ativa o fator XII quando em contato com 

superfícies negativas. Além disso, a presença de cefalina e cálcio fornecem cofator e 

superfície favorável respectivamente para que as reação a coagulação aconteça in vitro . No 

caso do PT, a via extrínseca pode ser avaliada a partir da adição de tromboplastina ao plasma 

que fornece o fator tecidual que dispara a coagulação ativando Fator VII (vide Material e 

Métodos).  

Na via extrínseca, o FVII plasmático, na presença do seu cofator, o TF, ativaria 

diretamente o FX em FXa. Na via intrínseca, a ativação do FXII ocorreria quando o sangue 

entrasse em contato com uma superfície, contendo cargas negativas. Tal processo foi 

denominado “ativação por contato” e requeria ainda a presença de outros componentes do 

plasma: pré-calicreína (zimogênio da serino-protease calicreína) e cininogênio de alto peso 

molecular (um cofator não enzimático). O FXIIa ativaria o FXI, que, por sua vez, ativaria o FIX. 

O FIXa, na presença de FVIIIa, ativaria o FX da coagulação, desencadeando a geração de 

trombina e subseqüente formação de fibrina (Broze, 1995; Hoffman, 2003). 
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Figura 2 – Modelo da cascata de coagulação. HK = cininogênio de alto peso molecular. PK = pré-
calicreína. PL = fosfolipídio. Figura adaptada de King MW. 
http://web.indstate.edu/thcme/mwking/blood-coagulation.html 

 

No entanto, o modelo de cascata não explicava como, in vivo, a ativação do FX pelo 

complexo TF-FVIIa não conseguia compensar deficiências dos Fatores IXa ou FVIIIa, vistos 

nas hemofilia A e B. Além disso, pacientes deficientes nos componentes iniciais da via 

intrínseca (cininogênio de alto peso molecular, calicreína e FXII) não têm tendência a 

sangramentos, enquanto que os deficientes nos fatores IX e VIII apresentam sangramentos 

severos, mesmo possuindo uma via extrínseca normal. De forma similar, pacientes deficientes 

no FVII também possuem sangramentos severos apresentando uma via intrínseca normal. 

Portanto, a via intrínseca e a via extrínseca não operam de forma independente. In vivo estas 

vias são interligadas e complementares (Broze, 1995; Hoffman, 2003). 
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 Recentemente,foi proposto que o processo de coagulação ocorreria em uma série 

de 3 fases interligadas que ocorreriam em diferentes superfícies celulares (Hoffman & 

Monroe, 2001). Os dois tipos celulares principais são “Células que expressam TF” e 

plaquetas. Estes dois tipos celulares são mantidos afastados, prevenindo a coagulação, até 

que haja uma lesão que torne favorável a ativação do sistema de coagulação. Nesse 

momento, e na região limitada da lesão, haveria a possibilidade destas células intra e extra-

vasculares entrarem em contato e promoverem as reações que produzem a coagulação 

(Figura 3). 

A primeira fase da coagulação, aqui denominada fase de iniciação, ocorreria em 

células que expressam TF. Nesta fase, concentrações picomolares de trombina (10-12 M) são 

produzidas. Na fase de amplificação, plaquetas e cofatores seriam ativados a fim de se 

preparem para a geração de trombina em larga escala. Finalmente, a propagação ocorreria na 

superfície das plaquetas, e resultaria em uma produção de trombina que seria produzida em 

concentrações micromolares (10-6 M), um milhão de vezes mais concentrada que a sua 

produção durante a fase de iniciação (Figura 3) (Mann, 1999; Monroe e col., 2002; Hoffman, 

2003). 

 

Figura 3 – Modelo celular da coagulação sanguínea. Neste esquema mostramos que a coagulação 
ocorre em diferentes células (células que expressam TF e plaquetas). O processo é dividido em 3 
fases: iniciação, amplificação e propagação. Figura adaptada de Monroe e col, 2002. 
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 1.3 Fator Tecidual e a Fase de Iniciação 

A fase de iniciação começa com a exposição do Fator Tecidual ao sangue, evento que 

levará à geração de trombina.  

O termo Fator Tecidual (TF) e o seu conceito foram introduzidos pela primeira vez em 

1935. A noção de que uma única proteína seria responsável pela promoção da coagulação 

nos tecidos levou a tentativas de purificação do TF. Finalmente, em 1981, o TF foi purificado 

pela primeira vez e com isso o seu significado biológico como iniciador da coagulação ganhou 

espaço (Spek, 2004). Hoje, sabe-se que o TF é uma proteína de 47-kDa, com 219 

aminoácidos no domínio extracelular, 21 aminoácidos no domínio transmembranar hidrofóbico 

e 21 aminoácidos no domínio da cauda intracelular, que contém 3 possíveis sítios de 

fosforilação em serina. Também chamado de CD142, a seqüência do TF tem um grau de 

similaridade com os receptores classe II das citocinas, como o interferon (Morrissey, 2001). 

O TF não é normalmente expresso em células em contato direto com o sangue (tais 

como células endoteliais e leucócitos), mas apresenta expressão constitutiva em fibroblastos 

subjacentes ao endotélio vascular. Também é encontrado em queratinócitos, células epiteliais 

do trato respiratório e trato gastrointestinal, cérebro, células musculares cardíacas e 

glomérulos renais. Células endoteliais e monócitos, que, normalmente, não expressam o TF 

podem expressá-lo na vigência de lesão endotelial e na presença de estímulos específicos, 

tais como endotoxinas e citocinas (TNF-α e interleucina-1, por exemplo) (Østerud & Bjørklid, 

2006). 

A exposição do TF ao plasma, na luz do vaso, induz a uma cadeia de reações onde os 

processos chave são a ativação de proenzimas e procofatores derivados do plasma, que dão 
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 origem à enzimas e cofatores capazes de interagir com membranas carregadas 

negativamente. 

As proenzimas são proteínas sintetizadas no fígado e são dependentes de vitamina K. 

A vitamina K medeia a adição pós-translacional de grupos carboxil à resíduos de ácido 

glutâmico específicos, localizados na região amino-terminal dessas proenzimas, formando os 

domínios Gla, compostos de ácido γ-carboxi-glutâmico (Gla) (Kalafatis e col., 1994). 

Após a ativação proteolítica, as enzimas possuem vida curta na circulação; a exceção 

a regra é o FVIIa. A forma clivada do FVII é uma protease inativa que requer a ligação ao TF 

para revelar seu sítio ativo. Como conseqüência, o FVIIa escapa dos inibidores plasmáticos 

que reconhecem a função do sítio ativo, e uma pequena fração (1-2%) do total de FVII circula 

no sangue como FVIIa (Morrisey e col., 1993). Após uma lesão vascular, o TF, agora exposto, 

se liga ao FVIIa presente no plasma formando o complexo catalítico inicial que irá disparar a 

cascata de coagulação. O resultante sistema pró-coagulante pode ser representado por uma 

série de 3 complexos enzimáticos similares, cada um composto por uma serino-protease e um 

cofator montados como um complexo na superfície da membrana. Cada complexo atua em 

um substrato também ligado à membrana (Figura 4) (Mann, 1999).  

Durante a Fase de Iniciação, o participante principal é o complexo Tenase Extrínseco, 

um complexo composto por membrana celular, TF exposto devido a uma lesão vascular ou 

estimulação de citocinas, e o FVIIa presente no plasma. O complexo é formado pelo FVIIa e o 

TF na superfície de “Células que expressam TF” e ativa as proenzimas FX e FIX em seus 

respectivos produtos, FXa e FIXa. (Roberts, Hoffman & Monroe, 2006). 
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Figura 4 – Complexos multimoleculares da coagulação sanguínea. Cada complexo é composto 
por uma serino-protease (FVIIa, FIXa ou FXa) ligado a um cofator (TF, FVIIIa ou FVa, 
respectivamente) ligados a superfície da membrana. Cada complexo catalisa a ativação de um 
zimogênio dependente de vitamina K (FIX, FX ou protrombina (II), respectivamente) (“Coagulation 
Explosion”, Vermont Business Graphics, Kenneth G. Mann, 1997). 

 

A reação inicial leva à geração de pequenas quantidades de FXa, FIXa e trombina. O 

FXa se dissocia do complexo tenase extrínseco e se associa ao cofator protéico FVa, íons 

cálcio e membranas carregadas negativamente para formar o complexo protrombinase, que 

converte o zimogênio protrombina na serino-protease trombina com eficiência catalítica cerca 

de 105 vezes superior ao FXa isolado (Figura 3 e Figura 4) (Kalafatis e col., 1994). O FV 

plasmático se liga, reversivelmente, a sítios na membrana e pode ser ativado diretamente por 

FXa nas plaquetas, mas a maior parte do FV é ativado pelas primeiras moléculas de trombina 

geradas durante o processo de coagulação. De fato, a pequena quantidade de trombina 

formada também tem um papel importante na subseqüente ativação de plaquetas e FVIII na 

Fase de Amplificação (Hoffman & Monroe, 2001). 
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 1.4 Fase de Amplificação 

A fase de amplificação prepara a cena para a subseqüente geração em larga escala 

de trombina durante a fase de propagação (Figura 3).  

O dano na vasculatura permite às plaquetas, aderir a matriz extravascular, localizando-

as perto do sítio de exposição de TF. A pequena quantidade de trombina gerada pelas células 

que expressam TF amplifica o sinal inicial de pró-coagulação aumentando a adesão e 

ativando completamente as plaquetas e os fatores V, VIII e XI. A ativação das plaquetas pela 

trombina expõe receptores e sítios de ligação para os fatores ativados da coagulação 

(Hoffman & Monroe, 2001; Hoffman, 2003). 

Durante o processo de ativação do FVIII pela trombina, este se dissocia do Fator de 

Von Willebrand (FvW)  -  o complexo FVIII/FvW circula no plasma tornando estes dois fatores 

inativos quando ligados. O FvW  participa na fase de hemostasia primária e é responsável 

pelo ligação entre uma glicoproteína de superfície plaquetária (GP IIb/IIIa) à matriz 

extracelular do subendotélio através da glicoproteína Ib,  enquanto que o FVIII é mantido 

ligado à superfície das plaquetas podendo fazer parte da montagem do complexo tenase 

intrínseco durante a fase de propagação (Hoffman & Monroe, 2001; Hoffman, 2003). 

 

1.5 Fase de Propagação e a Trombina 

Como dito anteriormente, trombina amplifica sua própria produção ao ativar os fatores 

XI, V e VIII ,  e também  controla a fase de propagação da coagulação, além disso, promove a 

coagulação do fibrinogênio, a ativação do FXIII e a ativação plaquetária (Kalafatis e col., 1994; 

Mann, 1999, Davie & Kulman, 2006). 
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 Esta protease desempenha um papel central no processo de coagulação dos 

vertebrados. Ela foi identificada como a substância capaz de promover a formação de um 

coágulo fibroso (fibrina), e seu nome deriva de thrombos, que em grego significa coágulo. A 

forma circulante, inativa, desta enzima é a protrombina, composta por 579 resíduos de 

aminoácidos, um domínio N-terminal rico em ácido γ-carboxiglutâmico (Gla), dois domínios 

estruturais denominados kringle, um pequeno peptídeo de ativação (short activation peptide), 

e o domínio trombina/catalítico/serina proteinase (Bode, 2006). 

A Fase de Propagação ocorre na superfície das plaquetas ativadas. O complexo 

composto por FIXa-FVIIIa (complexo tenase intrínseco) ativa o FX a FXa muito mais 

eficientemente que o complexo TF-FVIIa (complexo tenase extrínseco); portanto, a maior 

quantidade de FXa gerada é provida pelo complexo tenase intrínseco. O FXa formado 

rapidamente se associa ao FVa ligado às plaquetas – em condições fisiológicas, a superfície 

de plaquetas ativadas na área de lesão vascular constitui o principal componente lipídico do 

complexo protrombinase – e a montagem do complexo protrombinase nas plaquetas gera 

uma massiva produção de trombina, gerando um efeito crescente na coagulação, onde 

complexos adicionais são montados e geram trombina (Mann, 1999; Solum, 1999; Hoffman & 

Monroe, 2001).  

A carga negativa do fosfolipídio de membrana das plaquetas ativadas na qual os 

complexos protrombinase e tenase intrínseco são montados é conferida pela fosfatidilserina. 

Sob condições normais a fosfatidilserina se localiza na camada interna da membrana das 

plaquetas, mas é translocada para a camada externa durante a ativação das mesmas (Zwaal 

e col., 1998). 

Todas as proteínas que participam dos complexos protrombinase e tenase possuem 

afinidade por fosfolipídios carregados negativamente e tanto as enzimas como os substratos 
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 se ligam na membrana através do seu domínio amino-terminal que contém resíduos Gla. 

Os domínios Gla estão unicamente presentes nas proteínas dependentes de vitamina K 

e se ligam ao cálcio, que é importante para o enovelamento correto deste domínio (Mann, 

1999).  

A trombina, uma vez gerada, ativa plaquetas adicionais e cliva os fibrinopeptídeos 

transformando fibrinogênio em fibrina que formará com as plaquetas já ativadas no local do 

dano vascular, um coágulo estável para selar a parede do vaso. O fibrinogênio contém seis 

cadeias arranjadas como três pares simétricos de cadeias (Figura 5). A clivagem deste pela 

trombina libera pequenos peptídeos das cadeias Aα e Ββ (os fibrinopeptídeos), expondo 

regiões de cargas opostas que tendem a se polimerizar e formar um gel estável. Este gel de 

fibrina, inicialmente gerado por interações não-covalentes, é posteriormente estabilizado pela 

introdução de ligações covalentes entre resíduos específicos de glutamina e lisina, presentes 

na molécula de fibrina. Esta reação é catalisada pelo FXIIIa, uma transglutaminase que circula 

no plasma em uma forma precursora (FXIII) que é ativada pela trombina. O resultado final é a 

formação de um coágulo estável de fibrina (Figura 5). 
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Figura  5 – Formação do polímero de fibrina. A trombina cliva os fibrinopeptídeos A e B da molécula 
de fibrinogênio, formando os monômeros de fibrina. Esses monômeros se associam por ligações não 
covalentes entre as cadeias α e β. O FXIIIa catalisa as reações covalentes (linhas verde) entre as 
cadeias γ dos monômeros de fibrina, formando um polímero de fibrina estável. Figura adaptada de 
http://oregonstate.edu/instruction/bb450/stryer/ch10/Slide53.jpg. 

 

 De acordo com o modelo de geração de trombina basedo em células descrito por 

Roberts, Hoffman e Monroe em 2006, foi demonstrado que uma pequena quantidade de 

trombina formada pela ativação de TF não é capaz de coagular o fibrinogênio, mas é 

suficiente para ativar plaquetas e alguns fatores que formam o complexo protrombinase e 

tenase intrínseco além do FXI. O FXIa serve para impulsionar a geração de FIXa na plaqueta 

ativada, aumentando a geração de FXa e a subseqüente geração de trombina. O FIXa 

formado na célula que expressa TF não permanece nela, ele irá converter FX em FXa na 

superfície das plaquetas. Obviamente que na ausência de FXI, os complexos tenase 

intrínseco e protrombinase irão se formar na superfície das plaquetas, portanto a geração de 

trombina sempre é possível. Isto explica o porquê de humanos com deficiência no FXI terem 
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 uma tendência suave de sangramento quando comparados a pacientes com deficiência 

no FVIII e FIX.  

1.6 Fase de Terminação e inibidores fisiológicos da coagulação sanguínea 

O término da coagulação é atingido por um conjunto de processos que inativa as 

proteínas dos complexos pró-coagulantes. Neste contexto, os principais inibidores fisiológicos 

são a antitrombina (AT), o cofator II da heparina (Heparin Cofactor II - HCII), a proteína C 

ativada (activated protein C – APC) e o Inibidor da Via do Fator Tecidual (Tissue Factor 

Pathwy Inhibitor - TFPI).  

             A AT, previamente conhecida como antitrombina III, é uma glicoproteína de cerca de 

59 kDa, sintetizada no fígado, e que circula no plasma com uma meia-vida de cerca de 72 

horas. Esta proteína apresenta uma homologia estrutural de cerca de 50% em sua sequência 

primária com outros inibidores de serino-proteases da família da α1-antitripsina (serpinas) e, 

no plasma, seus principais alvos são a trombina, o FXa e o FIXa (Olson & Björk, 1992). Estas 

proteases atacam o sítio reativo Arg393-Ser da AT criando um complexo 1:1 estável e 

enzimaticamente inativo. deficiência da AT determina eventos trombóticos, tanto 

venosos quanto arteriais, especialmente em pacientes jovens Esta trombofilia 

parece ocorrer por diferentes tipos de deficiência: diminuição de concentração e de 

atividade da AT; diminuição de atividade com concentração normal ou elevada da 

AT; diminuição de concentração e de atividade adquiridas da AT. A primeira situação 

é facilmente compreensível. Nesta trombofilia genética, os acidentes trombóticos 

espontâneos são raros, as tromboses geralmente ocorrem após a segunda década 

da vida e são subseqüentes a outras condições de risco (infecção, trauma, etc.) Da 

mesma forma, são comuns oclusões de enxertos arteriais e de fístulas AV para 

hemodiálise, ocorrência de tromboses “espontâneas”, progressão rápida da 
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 aterosclerose obliterante com trombose precoce, etc. Um dado clínico 

significativo é a instalação de coágulos precoces nos processos cirúrgicos 

apesar do uso da heparina, visto que a heparina só pode agir amplamente na 

presença da AT III. Ressalve-se que mesmo pequenas taxas de AT são suficientes 

para exercer a função de cofator da heparina. Na segunda situação, presume-se que 

aja produção hepática de antitrombina III qualitativamente anormal. A diminuição de 

concentração e de atividade da AT III adquirida ocorre no decurso de doenças 

hepáticas graves, na síndrome nefrótica, na hipoalbuminemia, na caquexia, na 

coagulação vascular disseminada, no uso de anovulatórios, nas cirurgias de grande 

porte entre outros Mesmo pequenos valores abaixo da taxa normal implicam 

aumento do risco de trombose. (Duque FLV e col, 2003) Notoriamente, o efeito inibitório 

da AT é extremamente aumentado na presença de heparina (cerca 3 ordens de magnitude) 

(Pratt & Church, 1993).  

Assim como a AT, o HCII também pertence à família das serpinas. O HCII é uma 

proteína sintetizada no fígado, com cerca de 66 kDa, e apresentando uma meia-vida de cerca 

de 60 horas no plasma. Diferentemente da AT, o efeito inibitório do HCII é específico para a 

trombina, que ataca o sítio reativo Leu444-Ser no inibidor formando um complexo 1:1 estável 

e enzimaticamente inativo, sendo este fenômeno extremamente potencializado pela heparina 

ou pelo dermatan sulfato (Tollefsen, 1995).  

 A via da proteína C é uma importante via inibitória, na qual esta se liga ao complexo 

trombomodulina-trombina no endotélio vascular, e é convertida pela trombina em uma 

protease ativa - APC (Esmon, 2000). Após sua ativação, a APC se desprende do complexo 

trombomodulina-trombina e se liga ao seu cofator protéico, proteína S, na superfície de 

plaquetas ativadas. O complexo formado por APC e proteína S inativa o fator Va por 
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 proteólise específica, inibindo a ação do complexo protrombinase (Esmon, 2000). De 

forma semelhante, o complexo APC-proteína S inativa o complexo tenase intrínseco, 

através da clivagem do fator VIIIa (Dahlbäck, 2005). A proteína C é uma protease sérica, 

vitamina K-dependente, e com atividade potencializada pela proteína S. Além da ação 

limitante da via intrínseca da coagulação, a proteína C age como auxiliar no sistema 

fibrinolítico ao efetuar a lise da substância [PAI-1], que bloqueia o ativador tecidual do 

plasminogênio. 

 A deficiência congênita ou adquirida de proteína C está associada a eventos 

trombóticos. A deficiência congênita da forma homozigótica é incompatível com a vida. 

Quando a redução do nível da proteína C gira em torno de cinqüenta por cento (ou seja, nos 

pacientes heterozigóticos), geralmente ela propicia a instalação da trombose a partir da 

segunda ou terceira décadas de vida por ocasião de traumas, cirurgias, etc. Recentemente, foi 

constatado que os acidentes tromboembólicos são mais comuns quando há resistência à 

proteína C ativada do que quando há diminuição da taxa total da proteína C. (Duque FLV e 

col, 2003) 

 Em condições fisiológicas, a atividade do complexo tenase extrínseco dura não mais 

que alguns minutos em decorrência da regulação exercida pelo TFPI. Esta proteína apresenta 

entre 34 e 43 kDa e encontra-se em pequenas quantidades no sangue (2,5 nM). Sua 

estrutura, contendo três domínios do tipo Kunitz, permite um mecanismo de ação bastante 

singular (Figura 6): seu segundo domínio Kunitz se liga ao sítio catalítico do FXa e o complexo 

binário formado interage com o complexo TF-FVIIa, onde o primeiro domínio Kunitz do TFPI 

interage diretamente com o sítio catalítico do FVIIa. O resultado final é a formação de um 

complexo quaternário onde o FXa e o FVIIa encontram-se inativados (Broze, 1995; Bajaj e col, 

2001). 
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Figura 6 – Mecanismo de inibição pelo TFPI. O complexo TF-FVIIa é inativado pela ligação do 
complexo FXa-TFPI ao complexo TF-FVIIa, eliminando a geração de FIXa e FXa. O efeito resultante é 
que a geração de FXa passa a ser catalisada pelo complexo tenase intrínseco. Adaptado de 
“Coagulation Explosion”, Vermont Business Graphics, Mann KG, 1997.  

 

1.7 Aspectos gerais acerca da trombose 

Diversos estados patológicos como diabetes, aterosclerose, sepse e câncer podem 

conduzir à formação de tampões hemostáticos (trombos) de uma forma inespecífica e 

prejudicial ao organismo. De fato, os eventos tromboembólicos constituem a segunda maior 

causa de morte natural no mundo em 2005 (Figura 7). Este tipo de doença se mostra 

associado a mecanismos de isquemia por obstrução do fluxo sangüíneo evidenciados em 

patologias como infarto agudo do miocárdio, acidente vascular encefálico, tromboembolismo 

pulmonar ou ainda coagulopatias relacionadas ao câncer que podem se desenvolver 

principalmente sob a forma de trombose venosa profunda – também associada ao aumento 

da mortalidade no pós-operatório de algumas cirurgias, nos campos da ortopedia, 

neurocirurgia e outras cirurgias de grande porte (Weitz & Hirsh, 2001; Rickes & Levine, 2001).  
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Figura 7 – Distribuição percentual de causas de morte no mundo de acordo com 
a OMS em 2005. Notamos que o índice de mortes relacionadas às doenças cardiovasculares 
e por conseguinte a eventos trombo-embólicos ocupam o segundo lugar. Figura adaptada de 
http://www.who.int/whosis/whostat2006highlights/en/index4.html 

 

As causas predisponentes à trombose venosa profunda foram descritas por Virchow 

em 1856. Atualmente sugere-se que a trombose seja conseqüência de mudanças 

indesejáveis na função celular do endotélio vascular (que Virchow denominava de lesão 

vascular) desequilíbrio no sistema pró- e/ou anticoagulante (denominado por Virchow como 

modificação na composição do sangue)  ou decorrente de fenômenos que levam à ativação 

plaquetária (Blan & Lip, 2001). Alguns fatores de risco como tabagismo, atividade de doenças 

como câncer e diabetes mellitus, além de imobilização e uso de anticoncepcionais orais 

configuram situações intimamente relacionadas a eventos trombóticos, sendo estes dois 

últimos os de maior incidência. (Duque FLV e col, 2003) 
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 Dada a enorme importância dos processos patológicos tromboembólicos, o seu 

tratamento constitui um importante setor da industria farmacêutica. Atualmente a 

heparina e os anticoagulantes orais – fármacos cujo principal exemplo é a warfarina – são os 

mais amplamente utilizados (Weitz & Hirsh, 2001).  Todavia, o grande risco de efeitos 

colaterais – principalmente a hemorragia – observado com estas substâncias, torna a procura 

por drogas mais seguras um desafio na medicina cardiovascular (Gresele & Agnelli, 2002). 

 

1.8 Inibidores exógenos da coagulação 

 Uma das principais fontes de novas moléculas anti-hemostáticas com potencial 

aplicação no tratamento de eventos pró-trombóticos são os organismos hematófagos (Law e 

col., 1992; Ribeiro & Francischetti, 2003) . Uma série de inibidores atuando em diferentes 

pontos do processo de coagulação tem sido caracterizados nas últimas décadas, dentre os 

quais podemos destacar a hirudina, um inibidor extremamente potente e específico da 

trombina, que foi isolado originalmente da sanguessuga Hirudo medicinalis (Stone & 

Maraganore, 1992) e o NAPc2 (Nematode Anticoagulant Peptide C2), capaz de interagir com 

o complexo TF-FVIIa através de um mecanismo de ação similar ao TFPI (Lee & Vlasuk, 

2003). Estas duas moléculas já tem sido empregadas em diversos testes clínicos com 

humanos.  

 Em 2002, Francischetti e col., descreveram a expressão e a caracterização de um 

novo análogo do TFPI, denominado Ixolaris, obtido do carrapato Ixodes scapularis por 

técnicas de biologia molecular. O sequenciamento maciço de uma biblioteca de cDNA 

construída a partir de glândulas salivares deste carrapato revelou uma seqüência homóloga 

ao TFPI humano, utilizando ferramentas específicas de bioinformática (Francischetti e col., 

2002). Esta seqüência permitiu então a expressão de uma proteína de cerca de 17 kDa com 
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 potente atividade sobre o complexo tenase extrísneco. A análise da seqüência primária 

desta proteína demonstrou que a mesma é formada por dois domínios Kunitz (Figura 7). 

Ensaios funcionais revelaram que o seu mecanismo de ação é muito similar ao TFPI: o 

Ixolaris se liga ao FXa e posteriormente forma um complexo quaternário com o TF e FVIIa, 

resultando na inativação do complexo tenase extrínseco (Francischetti e col., 2002). 

Diferentemente do TFPI, porém, o Ixolaris não inibe o sítio catalítico do FXa. De fato estudos 

posteriores demonstraram que o Ixolaris interage com uma região do FXa denominada 

exosítio de ligação à heparina (Monteiro e col, 2005). O exosítio de ligação à heparina do FXa 

é uma região formada por sete resíduos carregados positivamente (Rezaie, 2000a; Rezaie 

2000b). Interessantemente, esta região é análoga ao exosítio de ligação à heparina da 

trombina, também conhecida como exositio 2 da trombina (Sheehan & Sadler, 1994).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Estrutura secundária do Ixolaris. A molécula é composta por dois domínios do tipo 
Kunitz. Retirado de Francischetti e col., 2002. 
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 Interessantemente, a interação do Ixolaris com o FXa embora não afete o sítio catalítico 

da enzima, inibe significativamente o reconhecimento do seu substrato macromolecular, 

a protrombina (Monteiro e col., 2005; Monteiro, 2005).  Desta forma, além de ser um potente 

inibidor do complexo tenase extrínseco, o Ixolaris também é capaz de inibir o complexo 

protrombinase.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Mecanismo de ação do Ixolaris. A molécula ao se ligar ao FX ou FXa forma um complexo 
binário que inativa o complexo tenase extrínseco (1), reduzindo a ativação dos FX e FIX. A ligação do 
Ixolaris ao FX também reduz a ativação do zimogênio pelo complexo tenase intrínseco (2) e por fim, a 
interação do Ixolaris com o FXa reduz a atividade do complexo protrombinase, reduzindo a formação 
de trombina (3). 

(1)  Ixolaris + FX ou FXa 
FX 

Protrombina 

FVIIa / TF 
(Complexo tenase extrínseco) 

FXa/FVa 

FIX

FIXa / FVIIIa  

Trombina 

Fibrinogênio               Fibrina 

(Complexo tenase intrínseco) 

(Complexo protrombinase) 

(2)  Ixolaris + FX 

(3)  Ixolaris + FXa 
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 Outra diferença marcante entre o Ixolaris e o TFPI é capacidade do primeiro interagir 

com alta afinidade com o FX (Francischetti e col., 2002). De fato a formação do complexo 

binário Ixolaris-FX também é capaz de interagir com o complexo TF-FVIIa, inativando este 

último. Interessantemente, a formação do complexo FX-Ixolaris inibe a conversão do 

zimogênio em FXa pelo complexo tenase intrínseco (Monteiro e col., 2007), indicando que na 

realidade o Ixolaris apresenta um terceiro mecanismo de ação anticoagulante.  

Visto que os mecanismos de ação inibitória sobre os complexos da coagulação 

sanguínea pelo Ixolaris estão bem estabelecidos, o próximo passo na caracterização desta 

molécula seria determinar sua ação in vivo. Desta forma nossa proposta de estudo foi avaliar 

o potencial antitrombótico do Ixolaris em um modelo in vivo de trombose venosa em ratos. 
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2. Objetivos 
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 2.1 - Objetivo Geral 

o Esta tese teve como objetivo central avaliar o efeito in vivo do Ixolaris, um potente 

inibidor in vitro dos complexos pró-coagulantes, sobre a trombose. 

 

2.2 - Objetivos Específicos 

o Avaliar o potencial anticoagulante do Ixolaris sobre as vias intrínseca e extrínseca da 

coagulação sanguínea. 

o Determinar o efeito antitrombotico do Ixolaris utlizando um modelo in vivo de trombose 

venosa em ratos. 

o Estimar a meia-vida do Ixolaris no modelo animal escolhido. 

o Avaliar o a capacidade do Ixolaris em promover eventos hemorrágicos, importante 

efeito colateral dos antitrombóticos. 
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3. Materiais e Métodos 
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 3.1 - Materiais 

O FX humano foi adquirido através da empresa Heamatologic Technologies (Essex 

Junction, VT, EUA). Os reagentes para a determinação do tempo de tromboplastina parcial 

ativada (aPTT) (cefalina mais caolim) e do tempo de protrombina (PT) (tromboplastina com 

cálcio) foram obtidos junto à empresa bioMérieux (Rio de Janeiro, Brasil). Os anestésicos 

Anasedan (Xilazina) e Dopalen (Ketamina) foram adquiridos da Agribands (Rio de Janeiro, 

Brasil). Os marcadores de peso molecular foram comprados da Invitrogen (Carlsbad, CA, 

EUA). 

 

3.2 - Animais 

Foram utilizados ratos Wistar (de ambos os sexos) pesando entre 200 e 250 g, 

abrigados sob temperatura (24 ± 1º C) e luz (12 h de luz começando às 7:00) controladas. 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas de utilização de animais 

estabelecidas pelo Comitê Institucional do Centro de Ciências da Saúde da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro.  

 

3.3 - Expressão e purificação do Ixolaris 

O Ixolaris recombinante foi expresso em células High Five, utilizando o sistema de 

expressão em Baculovirus (Invitrogen,SanDiego,CA,EUA), conforme descrito por Francischetti 

e col. (2002). O meio de cultura contendo a proteína recombinante foi aplicado em uma coluna 

de afinidade FX acoplado à resina Sepharose 4B (Calbiochem, EUA) montada conforme 

instruções do fabricante, previamente equilibrada em Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. 
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 Após a incorporação a coluna foi extensivamente lavada com o mesmo tampão e em 

seguida incubada com uma solução de HCl 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 min. O 

material eluído foi concentrado e dialisado overnight contra Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 

7,5. A pureza do material obtido foi avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. 

O Ixolaris foi marcado com 125I (125I -Ixolaris) foi preparado através de iodização com 

iodeto de sódio [125I] (CNEN, São Paulo, Brasil) na proporção de 200 μCi por mg de proteína 

usando o reagente Iodogen (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) (100 μg/mg de proteína), 

seguindo as instruções do fabricante. O iodeto livre foi retirado através de uma diálise 

overnight contra Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. 

 

3.4 - Efeito anticoagulante in vitro do Ixolaris – avaliação sobre o aPTT e o 

PT 

O efeito in vitro do Ixolaris nos testes de coagulação aPTT e PT foram realizados 

utilizando-se um coagulômetro Amelung KC4A (Labcon, Heppenheim, Alemanha). Amostras 

de sangue humano foram recolhidas de doadores saudáveis em citrato trisódico 3,8% (9:1, 

v/v) e o plasma pobre em plaquetas foi obtido através de centrifugação a 2.000 x g por 10 

minutos. Amostras do plasma de ratos foram obtidas através do mesmo processo. O plasma 

(50 μl) foi incubado com Ixolaris (10 μl) por 2 minutos a 37º C. Em seguida, o reagente de 

aPTT foi adicionado (50 μl, 1 minuto) e, logo depois, 25 mM de CaCl2 (100 μl) ou o reagente 

de PT (100 μl). O tempo de formação do coágulo foi, então, registrado no equipamento.  
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 3.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi realizada sob condições não 

desnaturaçntes. O Ixolaris marcado com 125I (4,0 x 104 cpm em 320 ng de proteína) e o FX 

purificado (4,5 μg) ou o plasma de humanos ou ratos foram incubados em temperatura 

ambiente por 15 minutos e depois subemtidos ao PAGE (10% de acrilamida). O gel, então, foi 

exposto ao phosphorimaging (Storm, Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). 

 

3.6 - Modelo de trombose venosa induzida por estase e administração de 

tromboplastina tecidual.  

O modelo de trombose animal utilizado nesta tese baseia-se na formação de trombos 

venosos através de uma combinação de estase e hipercoagulabilidade, conforme descrito por 

Vogel e col. (1989) com pequenas modificações (Farias e col., 2001). Ratos Wistar foram 

anestesiados com xilazina (16 mg/kg, via intramuscular) seguida de ketamina (100 mg/kg, via 

intramuscular). O abdome foi aberto cirurgicamente e, após a dissecção da veia cava inferior, 

exposto e separado dos outros tecidos. Duas ligaduras livres foram colocadas a 1 cm de 

distância entre si no vaso dissecado, logo abaixo da veia renal direita com ligadura da veia 

renal esquerda que termina no segmento da cava entre as duas ligaduras livres. Diferentes 

doses de Ixolaris foram administradas por via i.v. (abaixo do local da ligadura distal livre da 

cava inferior) ou por via s.c. em momentos diferentes anteriormente à indução da trombose. A 

tromboplastina tecidual (3 mg/kg do peso corporal) foi injetava na veia cava, e a estase foi 

imediatamente estabelecida com a ligadura proximal. A ligadura distal foi realizada durante 20 

minutos após a administração da tromboplastina. Logo depois o segmento ligado foi removido. 
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 O trombo formado foi removido do segmento, lavado, colocado em papel filtro, seco 

durante uma hora, a 60º C, e pesado.  

 

3.7 - Determinação da meia-vida plasmática do 125I-Ixolaris  

A distribuição in vivo do Ixolaris marcado com 125I no sangue dos ratos foi realizada 

após a administração s.c. da proteína. Amostras contendo ~5,5 x 106 cpm (4 μg de Ixolaris) 

foram ressuspendidas em 200 μl de tampão de fosfato-salina (PBS) e administrada por via 

s.c. O sangue foi coletado após 3, 20, 40 ou 60 horas por punção cardíaca e anticoagulado 

com EDTA (5 mM, concentração final). O plasma pobre em plaquetas foi obtido através de 

centrifugação e alíquotas de 500 μl foram colocadas em tubos de ensaio de vidro. A 

radioatividade foi determinada através de um contador gama (LKB, Wallac, Finlândia). 

 

3.8 - Efeito ex-vivo do Ixolaris sobre o aPTT e o PT 

O efeito do Ixolaris nos testes de coagulação aPTT e PT foi avaliado através de um 

coagulômetro Amelung KC4A (Labcon). O Ixolaris foi administrado por via s.c. nos ratos e, 

após 24 h, o sangue foi coletado através de punção cardíaca utlizando citrato trisódico a 3,8% 

(9:1, v/v) como anticoagulante. O plasma pobre em plaquetas foi obtido através de 

centrifugação a 2.000 x g por 10 minutos. O plasma (50 μl) foi incubado por 1 minuto a 37º C. 

Seguiu-se a adição do reagente de aPTT (50 μl, 1 min) e, posteriormente, 25 mM de CaCl2 

(100 μl) ou reagente de PT (100 μl). O tempo de formação do coágulo foi, então, registrado no 

equipamento. 
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 3.9 - Efeito do Ixolaris sobre o sangramento induzido 

Um modelo de secção da cauda do rato foi utilizado para analisar o efeito do Ixolaris 

sobre o sangramento induzido. O Ixolaris foi administrado por via s.c. e os animais foram 

anestesiados após um período de 3 ou 24 horas – tal qual descrito acima. A cauda do rato foi 

cortada a 3 mm da ponta e cuidadosamente imersa em 40 ml de água destilada à temperatura 

ambiente. A hemoglobina, dissolvida na água, medida por absorbância à 540 nm, foi usada 

para estimar a perda de sangue, conforme descrito por Herbert e col. (1996). Controles 

adequados foram realizados foram realizados em paralelo, por meio de administração s.c. de 

PBS.  

 

 3.10 - Estatística 

Todos os dados apresentados representam o erro ± desvio padrão. As diferenças 

entre as médias foram analisadas usando o teste T de Student. Valores de P < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 



 

33

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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  Inicialmente foi avaliado o efeito anticoagulante do Ixolaris sobre o plasma 

humano, utilizando os ensaios de PT e aPTT que avaliam as vias extrínseca e intrínseca, 

respectivamente.  Como demonstrado na Figura 10A, o Ixolaris provocou um aumento dose-

dependente tanto no PT quanto no aPTT. No entanto é possível verificar que o efeito inibitório 

é mais pronunciado sobre a via extrínseca. Isso não foi de todo inesperado, visto que 

observações realizadas anteriormente (Francischetti e col., 2002), utilizando proteínas 

purificadas, mostraram que o Ixolaris é um inibidor potente do complexo tenase extrínseco 

(TF-FVIIa).  

Em seguida foram avaliadas as propriedades anticoagulantes do Ixolaris no plasma de 

rato. A Figura 10B mostra o padrão de inibição em relação ao PT e ao aPTT. De forma similar 

ao que foi visto com o plasma humano, o Ixolaris aumentou os tempos de coagulação de 

forma dose-dependente. Contudo, as concentrações de Ixolaris superiores a 0,75 μg/ml 

aparentemente produziram uma maior efeito em ambos os testes de coagulação – com um 

aumento mais pronunciado no PT. 

 O Ixolaris forma um complexo com o FX, como previamente demonstrado por PAGE 

não-desnaturante (Francischetti e col., 2002). Para tentar detectar a ligação do Ixolaris ao FX 

no plasma, usamos o Ixolaris marcado com iodo radioativo (125I), seguido de identificação da 

formação do complexo em PAGE não-desnaturante. A Figura 11 mostra os padrões de 

migração eletroforética identificados neste ensaio. A lane 1 corresponde à migração do 

Ixolaris sozinho. Como visto na lane 2, a incubação de Ixolaris com FX purificado resultou na 

formação de uma banda com padrão de migração mais lento, consistente com a formação do 

complexo Ixolaris-FX. De forma similar, a incubação do 125I-Ixolaris com o plasma humano 

(lane 3) ou de rato (lane 4) produziu bandas com padrão de migração similar ao observado 

para na lane 2, indicando a formação do complexo Ixolaris-FX no plasma.  
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Figura 10: Atividade anticoagulante in vitro do Ixolaris.  

O Ixolaris (nas doses indicadas) foi incubado com plasma citratado humano (A) ou de rato (B) 
por dois minutos.  Os testes de coagulação aPTT (●) e PT (■) foram determinados conforme 
descrição presente nos Materiais e Métodos. Cada ponto representa média ± desvio padrão 
de três determinações distintas. 

A 
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125I-Ixolaris 

FX-125I-Ixolaris

 1              2               3              4 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Detecção dos complexos de FX e 125I-Ixolaris por PAGE não-desnaturante.  

Amostras de125I-Ixolaris  foram incubadas com e FX purificado ou plasma humano, ou plasma 
de rato à temperatura ambiente por 15 minutos e submetidos à eletroforese em gel de 
poliacrilamida (10%) em condições não-desnaturantes. Os géis foram posteriormente 
expostos ao Phosphorimaging. Lane 1: 10 μL de Ixolaris marcado com 125I (4 × 104 cpm). 
Lane 2: 10 μL de Ixolaris marcado com 125I (4 ×104 cpm) + 10 μL de FX humano (10 μM). Lane 
3: 10 μL de Ixolaris marcado com 125I (4 ×104 cpm) + 20 μL de plasma humano. Lane 4: 10 μL 
de Ixolaris marcado com 125I (4 × 104 cpm) + 20 μL de plasma de rato. As setas estão 
indicando as bandas correspondentes ao  125I-Ixolaris livre ou o complexo 125I-Ixolaris-FX . 

1 2 3 4



 

37

 Para determinar se o Ixolaris apresentava efeito antitrombótico in vivo, utilizamos 

um modelo de trombose induzida em ratos que combina estase e hipercoagulabilidade 

(ver Materiais e Métodos). O grupo controle, que recebeu PBS e em seguida tromboplastina 

tecidual (3 mg/kg), demonstrou 100% de formação de trombos, sendo que o peso médio do 

trombo foi de 5,1 ± 0,26 mg (n=4). A administração i.v. do Ixolaris, em contraste, provocou 

uma diminuição progressiva no peso dos trombos, sendo que o efeito máximo foi observado a 

10 μg/kg (Fig. 12). 

 Em seguida, o efeito antitrombótico do Ixolaris foi testado após a administração s.c. A 

Figura 13A mostra que o Ixolaris teve uma ação muito eficiente na redução da trombose 

venosa através da via s.c., sendo que a inibição completa foi obtida com 20 μg/kg de Ixolaris. 

Também analisamos a dependência temporal da atividade antitrombótica do Ixolaris. A Figura 

13B mostra que o Ixolaris (20 μg/kg) inibiu totalmente a formação de trombos 3 h após a 

administração s.c. O efeito durou por 24 h e a partir de então foi progressivamente perdido. 

Para confirmar a duração da meia-vida do ixolaris in vivo, uma estimativa semi-quantitativa da 

farmacocinética do Ixolaris foi realizada através da administração de  125I-Ixolaris e sua 

posterior detecção no plasma. A Figura 14 mostra que a concentração do 125I- Ixolaris no 

plasma atingiu o ponto máximo após 3 h de administração s.c. e estava a 40% de seu valor 

máximo 20 h após a sua administração. Esta observação confirmou os dados de atividade 

antitrombótica, indicando uma meia-vida longa desta proteína no plasma. 
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Figura 12: Efeitos do Ixolaris no modelo de trombose venosa induzida em ratos.  

O Ixolaris – nas doses de 1; 5; 7,5; 10 e 20 µg/Kg – foi administrado i.v. 15 minutos antes da 
indução de trombose por tromboplastina (3 mg/kg) e estase, tal qual descrito na seção 
Materiais e Métodos. O grupo controle recebeu PBS ao invés de Ixolaris. Cada ponto 
representa media ± desvio padrão dos resultados obtidos com três a cinco animais. Os 
asteriscos indicam os pontos com diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) quando 
comparado com os valores detectados nos animais controle, na ausência de Ixolaris. (n= 3 a 5 
animais) 
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Figura 13: Efeito do Ixolaris na trombose venosa após administração s.c.  

A) Efeito dose-dependente do ixolaris da trombose venosa após administração s.c. O efeito 
antitrombótico do ixolaris das doses de 10 a 40 µg/kg foi medido 3 h após da administração da 
droga. B) Efeito tempo-dependente do ixolaris após a administração s.c. O Ixolaris (20 μg/kg) 
foi administrado s.c. em animais, e a trombose foi induzida após 1, 3, 24, 40 e 48 h . O grupo 
controle ( ) recebeu PBS ao invés de Ixolaris. Cada ponto representa media ± desvio padrão 
dos resultados obtidos com três a cinco animais. Os asteriscos indicam os pontos com 
diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado com os valores 
detectados nos animais controle, na ausência de Ixolaris. 
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Figura 14: Estimativa da meia-vida plasmática do 125I-Ixolaris.  

Após a administração s.c de I125-Ixolaris, as amostras de sangue fora retiradas através de 
punção cardíaca e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Alíquotas de 500 μL de plasma 
foram separadas após a centrifugação do sangue. A radioatividade do plasma foi medida em 
um contador gama em diferentes tempos (3, 20, 40 e 60 h). (n=3 a 5 animais) 
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 Os efeitos do Ixolaris em estudos de coagulação ex vivo foram, então, avaliados. A 

Figura 15A mostra que o aPTT não foi afetado após a administração s.c. de 40 ou 100 

μg/kg de Ixolaris. Por outro lado, os valores de PT foram estatisticamente mais altos do que os 

do controle nas doses de Ixolaris mais altas do que 20 μg/kg, mostrando um aumento de 0,4 

vezes com uma dose de 100 μg/kg (Figura 15B). 

Finalmente, o efeito do Ixolaris no sangramento induzido foi medido através de um 

modelo de secção da cauda do animal (Fig. 16). Este ensaio permite avaliar a capacidade do 

antitrombótico em potencializar um processo hemorrágico. Nenhum sangramento significativo 

foi observado após 3 ou 24 h da administração de 20 μg/kg Ixolaris. Por outro lado, um 

sangramento estatisticamente significativo foi observado 24 h após a administração de 40 

μg/kg de Ixolaris. 
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Figura 15: Atividade anticoagulante ex vivo do Ixolaris.  

O Ixolaris – nas doses de 20 a 100 µg/kg – foi administrado s.c. nos animais; após 24 h, o 
sangue foi coletado, e obteve-se o plasma pobre em plaquetas. Os testes de coagulação 
aPTT (A) e PT (B) foram medidos como descrito na seção Materiais e Métodos. Cada ponto 
representa media ± desvio padrão dos resultados obtidos com quatro a cinco animais. Os 
asteriscos indicam os pontos com diferença estatisticamente significativa (p < 0,05) quando 
comparado com os valores detectados nos animais controle, na ausência de Ixolaris. 
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Figura 16: Efeito do Ixolaris no sangramento induzido.  

O Ixolaris – nas doses de 20 µg/kg (barra escuras) e 40 µg/kg (barras brancas) – foi 
administrado s.c. Após um período de 3 ou 24 h a administração, a cauda do rato foi cortada a 
uma distância de 3 mm a partir da ponta. Esta foi cuidadosamente imersa em 40 ml de água 
destilada à temperatura ambiente. A perda de sangue (conteúdo de hemoglobina) foi estimada 
por leitura a 540 nm após 60 minutos. Cada ponto representa media ± desvio padrão dos 
resultados obtidos com três a cinco animais. Os asteriscos indicam os pontos com diferença 
estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado com os valores detectados nos 
animais controle, na ausência de Ixolaris. 
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5. Discussão 
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O Ixolaris é uma proteína que foi identificada na glândula salivária do carrapato Ixodes 

scapularis através de técnicas de biologia molecular (Francischetti e col., 2002). A análise de 

sua estrutura primária demonstrou uma grande homologia com o inibidor fisiológico TFPI – 

uma proteína contendo três domínios Kunitz cujo alvo principal é o complexo tenase 

extrínseco (TF-FVIIa) (Broze, 1995; Bajaj e col, 2001). Diferentemente do TFPI, o Ixolaris 

possui somente dois domínios Kunitz, embora tenha sido previamente caracterizado como um 

potente inibidor do complexo tenase extrínseco, apresentando um mecanismo de ação muito 

similar ao inibidor fisiológico (Francischetti e col., 2002). No entanto, apesar do Ixolaris 

apresentar extensa homologia primária com o TFPI, ele não se liga ao sítio catalítico do FXa. 

De fato, a formação do complexo é mediada por determinados resíduos carregados 

positivamente da superfície do FXa (Monteiro e col., 2005; Monteiro, 2005), que constituem 

uma região na enzima denominada exosítio de ligação à heparina (Rezaie, 2000a; Rezaie, 

2000b). Outra diferença marcante entre o Ixolaris e o TFPI é a capacidade do primeiro formar 

um complexo com o zimogênio FX. Esta interação é de alta afinidade (Monteiro e col., 2007) e 

também resulta num complexo binário capaz de se ligar ao complexo TF-FVIIa (Francischetti 

e col., 2002  

 Vários estudos têm reportado o grande potencial e aplicabilidade terapêutica do TFPI 

na sepse, especialmente em modelos animais e em humanos. Todavia, a maioria dos 

trabalhos mostra que a eficácia do TFPI se deve principalmente a sua ação sobre a trombose 

no leito microvascular - evento precoce e que determina a falência de órgãos vitais no caso da 

sepse grave. No entanto, sabe-se que o efeito sobre a atividade inflamatória independente da 

coagulação mediada por TF é pouco expressivo no caso do TFPI em situações de inflamação 

sistêmica (Opal e col, 2001; Abrahan e  col 2003).  Alguns ensaios preliminares de avaliação 
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 da atividade do Ixolaris sobre a sepse induzida em camundongos (utilizando o modelo de 

ligadura e punção cecal) foram realizados e revelaram uma piora da sobrevida do grupo 

tratado em relação ao grupo controle (dados não mostrados). Estes resultados foram 

compatíveis com dados prévios observados para o TFPI (Opal e col, 2001).  

 No presente trabalho, demonstramos que o Ixolaris apresenta grande capacidade 

anticoagulante e antitrombótica. Estudos in vitro realizados com plasma humano e de rato 

demonstraram um importante prolongamento do PT e, em menor grau, do aPTT. O forte efeito 

causado na via extrínseca (PT) indica claramente que a droga causa inibição potente e 

preferencial do complexo TF-FVIIa. A observação de que o Ixolaris também afeta a via 

intrínseca (aPTT), em concentrações mais elevadas sugere que o inibidor atue em outros 

pontos do processo de coagulação. 

De fato, estudos prévios demonstraram que o exositio de ligação à heparina apresenta uma 

região importante no reconhecimento da protrombina (Rezaie, 2000a). Essas descobertas 

foram corroboradas por estudos de mutagênese sítio-dirigida, que demonstraram que o 

exosítio de ligação da heparina possui uma série de resíduos relacionados ao reconhecimento 

do zimogênio (Rezaie, 2000a; Rezaie 200b). Desta forma, a formação do complexo Ixolaris-

FXa inibe a conversão da protrombina em trombina pela enzima (Monteiro e col., 2005). Isto 

explicaria o efeito observado sobre o aPTT. Adicionalmente, foi recentemente demonstrado 

que a formação do complexo FX-Ixolaris previne a ativação do zimogênio pelo complexo 

tenase intrínseco (Monteiro e col., 2007). Este fenômeno também pode contribuir para os 

efeitos observados no aPTT.  

Como previamente observado com o FX purificado (Francischetti e col., 2002), o 

Ixolaris forma um complexo estável e não-covalente com o zimogênio no plasma humano ou 

de rato. Essa observação nos direcionou a testar o efeito do inibidor sobre a trombose 
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 utilizando um modelo de trombose venosa induzida em ratos. O Ixolaris demonstrou 

potente atividade antitrombótica, tanto após administração i.v. quanto s.c. O Ixolaris, 

notavelmente, demonstrou ter uma alta potência (IC50=7,5–15 μg/kg) quando comparado com 

outras moléculas antitrombóticas testadas no mesmo modelo animal. Por exemplo, a heparina 

não-fracionada e polissacarídeos sulfatados isolados de um organismos marinhos –  

apresentando como mecanismo de  ação a potencialização da atividade antitrombótica do 

HCII e/ou da antitrombina – atuam em dose entre 250–3.000 μg/kg (Pacheco e col., 2000; 

Vicente e col., 2001) Além disso, vários inibidores diretos da trombina, incluindo o argatroban 

e a hirudina, também inibem a trombose venosa com IC50 entre 170 a 250 μg/kg, ambos com 

meia-vida menor que 60 minutos (Finkle e col., 1998). 

 A análise da dependência de tempo da ação antitrombótica do Ixolaris, assim como a 

análise da radioatividade associada ao 125I-Ixolaris no plasma de rato, indicaram uma meia-

vida longa desta droga. Isso não nos surpreendeu, visto que o Ixolaris é um forte ligante do FX 

e este possui uma meia-vida no plasma de por volta de 34-40 horas (Roberts e col., 2001). 

Esta importante característica de ligação entre o Ixolaris e o FX confere uma meia vida 

plasmática relativamente longa, visto que a interação entre essas duas proteínas constitui um 

complexo estável com “clearance” plasmático semelhante ao do FX (Figura 14). Apesar de 

alguns dados preliminares obtidos com esses resultados, vimos que o método de 

quantificação da radioatividade plasmática não possui uma sensibilidade adequada, uma vez 

que a contagem absoluta de cpm é baixa apesar de grande quantidade de material radioativo 

incorporado à proteína. Encaramos este fato como uma limitação do método. Outras técnicas 

mais eficazes e com maior confiabilidade estatística foram aventadas para avaliação da meia 

vida do Ixolaris como, por exemplo, ensaios de detecção por ELISA que acabaram por 

esbarrar na extrema dificuldade em se produzir um anticorpo anti-Ixolaris. Tal fato não chega 
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 a ser uma desvantagem completa, já que nos leva a crer numa característica benéfica do 

ponto de vista terapêutico que é a baixíssima antigenicidade desta molécula.  

 A ligação do Ixolaris ao FX representa uma vantagem em relação a outras moléculas 

anticoagulantes de baixo peso molecular e de meia-vida curta (Weitz & Bates, 2005). Um 

padrão farmacocinético similar foi observado em humanos após administração do NAPc2, um 

anticoagulante caracterizado no Ancilostoma caninum, cujo alvo é a via extrínseca e que, 

recentemente, passou por testes clínicos, mostrando-se uma droga eficaz na prevenção de 

eventos trombóticos em pacientes submetidos à angioplastia coronariana, como  um 

importante inibidor da geração de trombina através de sua ação sobre o complexo tenase 

extrínseco (Moons e col., 2003). É salutar reconhecer que a administração de anticoagulantes 

cujo alvo é o TF-FVIIa, tal como o Ixolaris, o NAPc2, e o TFPI humano parece ser eficiente in 

vivo e, notavelmente, está menos freqüentemente associado à grandes sangramentos (Weitz 

& Bates, 2005; Vlasuk e col., 2003). De fato, uma observação importante foi a de que não 

houve um aumento significativo no sangramento induzido, 3 ou 24 h após a administração de 

Ixolaris em concentrações que impediram efetivamente a formação de trombos (20 μg/kg). 

Estes fatos nos levam a pensar numa possível viabilidade do Ixolaris como uma alternativa 

terapêutica aos antitrombóticos existentes ou, mais precocemente, investir em estudos que 

avaliem a eficácia dessa droga em outros modelos de trombose como no caso da trombose 

arterial - visto que os mecanismos envolvidos para ativação da coagulação nos diferentes 

leitos vasculares se fazem com predominância de uma ou outra fase, sejam estes 

primariamente dependentes de superfície celular ou plaquetária (trombose arterial) ou com 

maior envolvimento dos fatores plasmáticos (trombose arterial) ou ainda principlamente em 

eventos nos quais a prevenção da trombose se faça benéfica como nos modelos de sepse 

induzida e neoplasias. 
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  Em resumo, o Ixolaris provou ter um forte efeito antitrombótico in vivo, com uma 

meia vida de longa duração apresentando poucos sangramentos significativos. Portanto, 

esta proteína parece ser um anticoagulante promissor na prevenção e no tratamento da 

trombose venosa e/ou para utilização em condições patológicas com expressão anormal de 

TF, como o câncer, hipertensão arterial e sepse (Belting e col., 2005; White e col., 2005; Levi 

e col., 2006). 
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6. Conclusão 
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 Com base nos resultados apresentados nesta tese, concluímos que: 

 O Ixolaris é um potente anticoagulante in vitro, com ação sobre as vias 

intrínseca e extrínseca, embora apresente um efeito mais proeminente sobre esta 

última. 

 O Ixolaris interage com o FX plasmático com alta especificidade, produzindo 

um complexo estável. 

 Utilizando um modelo de trombose venosa induzida pela administração de 

tromboplastina combinada à estase foi possível demonstrar que o Ixolaris é um 

potente antitrombótico, sendo biodisponível por via subcutânea. 

 O Ixolaris apresentou uma ação antitrombótica de longa duração – superior a 

24 h – muito provavelmente devido à sua ligação ao FX plasmático. 

 A avaliação do sangramento induzido demonstrou que doses efetivas do 

Ixolaris não aumentaram a perda sanguínea de forma significativa. 
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