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Resumo

O Ixolaris € uma proteina com dois dominios do tipo Kunitz identificada na glandula
salivar do carrapato Ixodes scapularis. Este apresenta uma extensa homologia na sequéncia
primaria com um inibidor fisioldgico da coagulagdo sanguinea denominado Inibidor da Via do
Fator Tecidual (TFPI). De forma similar ao TFPI, o Ixolaris se liga ao Fator Xa (FXa), formando
um complexo binario que inibe o complexo Fator Tecidual/FVIla (complexo tenase extrinseco).
No entanto, diferentemente do TFPI, o Ixolaris ndo se liga ao sitio catalitico do FXa. Ao invés
disso, a formagdo do complexo Ixolaris-FXa é mediada por uma regido carregada
positivamente na enzima denominada exositio de ligagdo a heparina. Além disso, o Ixolaris
também se liga com grande afinidade ao zimogénio Fator X (FX), algo que também o difere do
TFPI. Dados prévios demonstraram que a formagdo do complexo Ixolaris-FXa diminui a
atividade da enzima no complexo protrombinase (FXa/FVa), responsavel pela conversao da
protrombina em trombina. Nesta tese, foi demonstrado que o Ixolaris interage especificamente
com o FX do plasma de rato ou humano. O Ixolaris € um potente anticoagulante, inibindo as
vias extrinseca e intrinseca da coagulagdo, como demonstrado nos ensaios in vitro de tempo
de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), respectivamente. Em
seguida foi avaliado o possivel efeito antitrombdtico do Ixolaris, utlizando um modelo in vivo de
trombose venosa em ratos. A administracdo intravenosa ou subcutanea (s.c.) do Ixolaris
causou uma reducdo dose-dependente da formagdo de trombos, sendo que a inibigao
completa foi observada com 10 pg/kg e 20 pg/kg, respectivamente. O efeito antitrombético
por via s.c. foi observado 3 h apds a administragéo da droga e persistiu por mais de 24 h,
indicando uma meia-vida prolongada no plasma. Esta observagdo foi corroborada com
experimentos utilizando Ixolaris marcado com '%| e sua detecgdo apds administragéo s.c.
Experimentos ex-vivo mostraram que doses de Ixolaris de até 100 ug/kg nao afetaram
significativamente o aPTT, ao passo que o PT foi aumentado em cerca de 40% (100 ug/kg).
De forma marcante, doses antitromboéticas efetivas de Ixolaris por via s.c. (20 pg/kg) ndo
aumentaram o sangramento induzido, indicando uma baixa tendéncia a um efeito
hemorragico. Desta forma, conclui-se que o Ixolaris € um agente antitrombdético extremamente

potente e possivelmente seguro para utilizagéo 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/FVIla 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 pg/kg e 20 pg/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 '2|-labeled Ixolaris and its detection
after s.c. administration. Ex-vivo experiments showed that Ixolaris doses up to 100 ug/kg did
Onot affect the aPTT while PT was increased by ~40% (100 pg/kg). Remarkably, effective
antithrombotic doses of Ixolaris by s.c. route (20 pg/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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Abreviaturas

APC - proteina C ativada (activated C protein)
aPTT - tempo de tromboplastina parcial ativada (activated parcial thromboplastin time)
AT - antitrombina

Fator — F (Sigla utilizada para todos os fatores da coagulagao citados nesta tese, incluindo:
Fatores IX, IXa, X, Xa, XI, Xla, XII, Xlla, VIII, Vllla, VII, Vlla, V e Va.

HCII — Cofator Il da heparina (Heparin Cofactor Il)

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis)
PT — tempo de protrombina (prothrombin time)

TF — fator tecidual (tissue factor)

TFPI - inibidor da via do fator tecidual (tissue factor pathway inhibitor)

TNF-o — fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor)

vWEF - fator von Willebrand
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1. Introdugdo



1.1 ConsideracOes gerais sobre o processo hemostatico

A hemostasia é o0 mecanismo que mantém a fluidez do sangue pelos vasos, além de
impedir que danos vasculares causem uma perda extensiva de sangue. Isto se da por meio
de eventos mecanicos e bioquimicos e, didaticamente, pode-se dividir a hemostasia em

primaria, secundaria e terciaria, embora os trés processos estejam inter-relacionados.

Na hemostasia primaria, tem-se vasoconstricdo local, adesdo e agregagao
plaquetaria com consequente formagdo de um tampao plaquetario inicial. A hemostasia
secundaria compreende uma série de reagdes enzimaticas cujo resultado final é a formagao
de fibrina a partir do fibrinogénio que confere estabilidade ao coagulo. Por fim, a hemostasia
terciaria ou fibrindlise é ativada subsequentemente a coagulagéo, existindo um equilibrio
fisioldgico entre as mesmas, onde a plasmina atua degradando a fibrina e desfazendo o
coagulo formado. A etivagdo da fibrindlise depende da presenca de fibrina recém formada
em interagdo com o tPA (ativador tissular de plasminogénio) que gera a plasmina a partir do
plasminogénio, dando inicio a fibrindlise, responsavel pela lise do coagulo e restabelecimento

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

A hemostasia requer a formagéo de um plugue impermeavel de plaquetas e fibrina no
sitio da les@o ao vaso, sendo crucial que as poderosas substancias pro-coagulantes ativadas
nesse processo permanegam localizadas no sitio da injuria. Isto se dé localizando-se as
reacdes pro-coagulantes principalmente na superficie de células especificas. Além disso, a
acao de inibidores fisioldgicos da coagulagdo impede que a resposta ao dano vascular se

dissemine além do sitio de les&o.



1.2 Plaquetas

As plaquetas sdo células anucleadas e de formato discdide derivadas da fragmentagéo
de uma célula precursora, gerada na medula 6ssea, denominada megacariocito. Apesar de
nao ser o tipo celular majoritario encontrado no sangue, as plaquetas desempenham um papel
central no sistema hemostatico (Kalafatis e col., 1994; Mann, 1999). Um dos primeiros eventos
que se seguem a injuria vascular é a adesdo das plaquetas ao sitio agredido, seguido da
formagao de um agregado sobre a leséo vascular que reduz ou interrompe temporariamente a

perda de sangue.

A adesdo das plaguetas ao subendotélio exposto apds a injuria vascular é
principalmente mediada por uma glicoproteina plasmatica denominada fator de von
Willebrand. Esta proteina interage com as plaquetas através de um receptor especifico
denominado complexo glicoproteina (GP) Ib-IX-V, criando uma ponte entre as células e o
subendotélio exposto (Plow & Ginsberg, 1995). Outra proteina fundamental neste processo é
o colageno, presente no subendotélio exposto, que também promove a adesao das plaquetas
utilizando um mecanismo similar através do receptor GP la-lla (Plow & Ginsberg, 1995;
Watson, 1999). Além da adesao das plaquetas ao subendotélio, o colageno também é capaz
de induzir a ativagao destas células, num processo mediado pelos receptores GP IV e GP VI
(Watson, 1999). A ativagdo plaquetaria também é mediada por outros agonistas que séo
formados no sitio de injdria ou secretados pelas proprias plaquetas, amplificando a resposta

celular.

Atuando em receptores plaquetarios especificos, estes agonistas desencadeiam uma
série de processos (Brass, 1995), tais como: i) sinalizagdo intracelular gerada pelo
acoplamento dos receptores a proteinas G, canais de calcio ou tirosina quinases; ii)

reorganizagéo do citoesqueleto e mudanga de forma das plaquetas — as plaquetas passam de



um formato discoéide para uma forma esférica com intensa emissao de pseudopodos; iii)

secrecdo do material contido nos granulos o e 6, constitutivos destas células; iv)
exposicdo de novos receptores, dentre eles o complexo GP llb-llla, que é reconhecido pelo
fibrinogénio e permite a interagao entre as plaquetas (agregagao plaquetaria); v) alteracéo da
composicdo de sua membrana externa com exposicdo de fosfolipideos anidnicos,
principalmente a fosfatidilserina (Bevers e col., 1983). Em condi¢cbes normais, a membrana
das plaquetas apresenta uma distribuicdo assimétrica dos fosfolipideos anidnicos, sendo a
maior parte destes presentes na parte interna da membrana. A ativagdo plaquetaria induz a
liberacao de estoques intracelulares de calcio bem como a abertura de canais para este ion. O
aumento na concentracdo de Ca™ intracelular inibe uma aminofosfolipideo translocase
responsavel pela manutencdo da assimetria na distribuicido dos fosfolipideos e
concomitantemente ativa uma proteina que transporta fosfatidilserina para a parte externa da
membrana das plaquetas (Solum, 1999). Em condic¢des fisiolégicas, a principal fonte de
fosfolipideos para a formagdo de alguns complexos da coagulagdo sanguinea, discutidos
adiante, é a superficie de células ativadas, especialmente as plaquetas aderidas ou

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

As fases da coagulacdo sanguinea

Em 1905, Morawitz propd6s uma teoria para a coagulagao sanguinea que influenciaria
as pesquisas nessa area nos proximos 50 anos. Ele foi o primeiro a introduzir o termo
“‘trombokinase” para descrever a substancia presente nos tecidos que promoveria o coagulo.
Sua teoria prop0s a existéncia de quatro elementos: trombokinase (fator tecidual), calcio,
protrombina e fibrinogénio, onde a trombokinase, na presenga de calcio, converteria a
protrombina em trombina, que por sua vez converteria o fibrinogénio em fibrina (Figura 1)

(Bachli, 2000; Doyle 2006).



dano celular

l protrombina + Ca2+

trombokinase fibrinogénio

trombina —=>

fibrina

Figura 1 — Teoria da coagulacao proposta por Morawitz. Figura adaptada de Bachli, 2000.

Com o passar dos anos, o processo de coagulagdo vem se elucidando, conforme a
identificacdo de novos elementos celulares ou plasmaticos participantes das reacgdes

enzimaticas presentes nas suas diversas fases.

Em 1964, dois grupos de bioquimicos propuseram a teoria da “cascata” para explicar a
fisiologia da coagulagao no sangue. Nesse modelo (Figura 2), a coagulagao consistia de uma
serie de passos que ativariam proteoliticamente, e em sequéncia, zimogénios que seriam
convertidos a enzimas e que iriam resultar na geragéo exacerbada de trombina (MacFarlane,
1964; Davie e Ratnoff, 1964). Os modelos originais das cascatas foram modificados
subsequentemente para incluir a observagdo de que alguns pro-coagulantes eram co-fatores
e nao possuiam atividade enzimatica. O esquema dividia a coagulagdo em uma via extrinseca
que consistia do fator Vlla (FVIla) e do fator tecidual (TF), onde este ultimo era visto como
ocorrendo somente fora da circulagdo sangliinea, e uma via intrinseca, iniciada por
componentes que se acreditava estarem presentes somente no compartimento intravascular.
Ambas as vias convergiriam no ponto de ativagao do FX (“via final comum”), que em conjunto

com o seu cofator Va converteriam protrombina em trombina. Os componentes da via



extrinseca e da via comum se refletem laboratorialmente no tempo de protrombina
(prothrombin time — PT), e componentes da via intrinseca e comum se refletem no tempo
de tromboplastina parcial ativada (activated partial thromboplastin time — aPTT) (Hoffman,

2003).

Estes testes possuem grande importancia até hoje na pratica médica, uma vez que
sao capazes de identificar, ainda que de maneira nao tao especifica, qual fase do processo de
coagulagao 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 sequéncia de reagdes da coagulagéo é disparada pelos fatores
calicreina e cininogénio de alto peso molecular que ativa o fator XIl quando em contato com
superficies negativas. Além disso, a presenca de cefalina e calcio fornecem cofator e
superficie favoravel respectivamente para que as reagéo a coagulagédo acontega in vitro . No
caso do PT, a via extrinseca pode ser avaliada a partir da adi¢cdo de tromboplastina ao plasma
que fornece o fator tecidual que dispara a coagulagao ativando Fator VII (vide Material e

Métodos).

Na via extrinseca, o FVII plasmatico, na presenca do seu cofator, o TF, ativaria
diretamente 0 FX em FXa. Na via intrinseca, a ativacdo do FXII ocorreria quando o sangue
entrasse em contato com uma superficie, contendo cargas negativas. Tal processo foi
denominado “ativagdo por contato” e requeria ainda a presencga de outros componentes do
plasma: pré-calicreina (zimogénio da serino-protease calicreina) e cininogénio de alto peso
molecular (um cofator ndo enzimatico). O FXlla ativaria o FXI, que, por sua vez, ativaria o FIX.
O FIXa, na presenca de FVllla, ativaria o FX da coagulagdo, desencadeando a geracéo de

trombina e subsequente formacéao de fibrina (Broze, 1995; Hoffman, 2003).



Via Intrinseca
Superficie de Contato
HK
PK
K" axlla Via Extrinseca
m’ff‘,‘;\ma__,_.___ VI
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V Va ‘:ﬂ?
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Protrombina Trombina
Fibrinogénio —=== Mondmero de Fibrina
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Polimero de Fibrina
Polimero de cross-linked Fibrina

Figura 2 — Modelo da cascata de coagulacdo. HK = cininogénio de alto peso molecular. PK = pré-
calicreina. PL = fosfolipidio. Figura adaptada de King MW.
http://web.indstate.edu/thcme/mwking/blood-coagulation.html

No entanto, o0 modelo de cascata ndo explicava como, in vivo, a ativacdo do FX pelo
complexo TF-FVIla ndo conseguia compensar deficiéncias dos Fatores IXa ou FVllla, vistos
nas hemofilia A e B. Além disso, pacientes deficientes nos componentes iniciais da via
intrinseca (cininogénio de alto peso molecular, calicreina e FXIl) ndo tém tendéncia a
sangramentos, enquanto que os deficientes nos fatores IX e VIII apresentam sangramentos
severos, mesmo possuindo uma via extrinseca normal. De forma similar, pacientes deficientes
no FVII também possuem sangramentos severos apresentando uma via intrinseca normal.
Portanto, a via intrinseca e a via extrinseca ndo operam de forma independente. In vivo estas

vias séo interligadas e complementares (Broze, 1995; Hoffman, 2003).



Recentemente,foi proposto que o processo de coagulagao ocorreria em uma série

de 3 fases interligadas que ocorreriam em diferentes superficies celulares (Hoffman &
Monroe, 2001). Os dois tipos celulares principais sdo “Células que expressam TF” e
plaquetas. Estes dois tipos celulares sdo mantidos afastados, prevenindo a coagulagao, até
que haja uma lesdo que torne favoravel a ativagdo do sistema de coagulagdo. Nesse
momento, e na regido limitada da lesdo, haveria a possibilidade destas células intra e extra-
vasculares entrarem em contato e promoverem as reagdes que produzem a coagulagao

(Figura 3).

A primeira fase da coagulagdo, aqui denominada fase de iniciagdo, ocorreria em
células que expressam TF. Nesta fase, concentragbes picomolares de trombina (10'12 M) sao
produzidas. Na fase de amplificagdo, plaquetas e cofatores seriam ativados a fim de se
preparem para a geragao de trombina em larga escala. Finalmente, a propagagao ocorreria na
superficie das plaquetas, e resultaria em uma produgao de trombina que seria produzida em
concentracdes micromolares (10° M), um milhdo de vezes mais concentrada que a sua
producdo durante a fase de iniciagéo (Figura 3) (Mann, 1999; Monroe e col., 2002; Hoffman,

2003).
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Figura 3 — Modelo celular da coagulagdo sanguinea. Neste esquema mostramos que a coagulagao
ocorre em diferentes células (células que expressam TF e plaquetas). O processo é dividido em 3
fases: iniciagdo, amplificagdo e propagacao. Figura adaptada de Monroe e col, 2002.



1.3 Fator Tecidual e a Fase de Iniciacdo

A fase de iniciagdo comega com a exposi¢ao do Fator Tecidual ao sangue, evento que

levara a geragao de trombina.

O termo Fator Tecidual (TF) e o seu conceito foram introduzidos pela primeira vez em
1935. A nogéo de que uma unica proteina seria responsavel pela promogdo da coagulagéo
nos tecidos levou a tentativas de purificagdo do TF. Finalmente, em 1981, o TF foi purificado
pela primeira vez e com isso o seu significado bioldgico como iniciador da coagulagéo ganhou
espaco (Spek, 2004). Hoje, sabe-se que o TF é uma proteina de 47-kDa, com 219
aminoacidos no dominio extracelular, 21 aminoacidos no dominio transmembranar hidrofébico
e 21 aminoacidos no dominio da cauda intracelular, que contém 3 possiveis sitios de
fosforilagdo em serina. Também chamado de CD142, a seqiéncia do TF tem um grau de

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

O TF n&o é normalmente expresso em células em contato direto com o sangue (tais
como células endoteliais e leucdcitos), mas apresenta expressao constitutiva em fibroblastos
subjacentes ao endotélio vascular. Também é encontrado em queratindcitos, células epiteliais
do trato respiratério e trato gastrointestinal, cérebro, células musculares cardiacas e
glomérulos renais. Células endoteliais e mondcitos, que, normalmente, ndo expressam o TF
podem expressa-lo na vigéncia de lesdo endotelial e na presenga de estimulos especificos,
tais como endotoxinas e citocinas (TNF-a e interleucina-1, por exemplo) (Jsterud & Bjgrklid,

2008).

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

processos chave sdo a ativagao de proenzimas e procofatores derivados do plasma, que dao



origem a enzimas e cofatores capazes de interagir com membranas carregadas

negativamente.

As proenzimas séo proteinas sintetizadas no figado e sdo dependentes de vitamina K.
A vitamina K medeia a adigdo pds-translacional de grupos carboxil a residuos de acido
glutamico especificos, localizados na regido amino-terminal dessas proenzimas, formando os

dominios Gla, compostos de &cido y-carboxi-glutamico (Gla) (Kalafatis e col., 1994).

Apéds a ativagao proteolitica, as enzimas possuem vida curta na circulagdo; a exce¢ao
aregra é o FVlla. A forma clivada do FVII € uma protease inativa que requer a ligagdo ao TF
para revelar seu sitio ativo. Como conseqliéncia, o FVlla escapa dos inibidores plasmaticos
que reconhecem a fungéo do sitio ativo, e uma pequena fragao (1-2%) do total de FVII circula
no sangue como FVlla (Morrisey e col., 1993). Apds uma lesao vascular, o TF, agora exposto,
se liga ao FVlla presente no plasma formando o complexo catalitico inicial que ira disparar a
cascata de coagulagéo. O resultante sistema pré-coagulante pode ser representado por uma
série de 3 complexos enzimaticos similares, cada um composto por uma serino-protease e um
cofator montados como um complexo na superficie da membrana. Cada complexo atua em

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

Durante a Fase de Iniciacdo, o participante principal € o complexo Tenase Extrinseco,
um complexo composto por membrana celular, TF exposto devido a uma leséo vascular ou
estimulacao de citocinas, e o FVlla presente no plasma. O complexo é formado pelo FVlla e o
TF na superficie 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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Tenase Extrinseco Tenase Intrinseco

Protrombinase

Figura 4 — Complexos multimoleculares da coagulacdo sanguinea. Cada complexo & composto
por uma serino-protease (FVlla, FIXa ou FXa) ligado a um cofator (TF, FVIlla ou FVa,
respectivamente) ligados a superficie da membrana. Cada complexo catalisa a ativacdo de um
zimogénio dependente de vitamina K (FIX, FX ou protrombina (ll), respectivamente) (“Coagulation
Explosion”, Vermont Business Graphics, Kenneth G. Mann, 1997).

A reacao inicial leva a geragao de pequenas quantidades de FXa, FIXa e trombina. O
FXa se dissocia do complexo tenase extrinseco e se associa ao cofator protéico FVa, ions
calcio e membranas carregadas negativamente para formar o complexo protrombinase, que
converte o zimogénio protrombina na serino-protease trombina com eficiéncia catalitica cerca
de 10° vezes superior ao FXa isolado (Figura 3 e Figura 4) (Kalafatis e col., 1994). O FV
plasmatico se liga, reversivelmente, a sitios 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 coagulagdo. De fato, a pequena quantidade de trombina
formada também tem um papel importante na subseqliente ativacdo de plaquetas e FVIIl na

Fase de Amplificagdo (Hoffman & Monroe, 2001).
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1.4 Fase de Amplificacao

A fase de amplificagéo prepara a cena para a subsequiente geragdo em larga escala

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

O dano na vasculatura permite as plaquetas, aderir a matriz extravascular, localizando-
as perto do sitio de exposi¢ao de TF. A pequena quantidade de trombina gerada pelas células
que expressam TF amplifica o sinal inicial de pro-coagulagdo aumentando a adesdo e
ativando completamente as plaquetas e os fatores V, VIl e XI. A ativagao das plaquetas pela
trombina expde receptores e sitios de ligagdo para os fatores ativados da coagulagéo

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

Durante o processo de ativacdo 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 FYW participa na fase de hemostasia primaria e é responsavel
pelo ligacdo entre uma glicoproteina de superficie plaquetaria (GP llb/llla) a matriz
extracelular do subendotélio através da glicoproteina Ib, enquanto que o FVIII é mantido
ligado a superficie das plaquetas podendo fazer parte da montagem do complexo tenase

intrinseco durante a fase de propagagao (Hoffman & Monroe, 2001; Hoffman, 2003).

1.5 Fase de Propagagéo e a Trombina

Como dito anteriormente, trombina amplifica sua prépria produgéo ao ativar os fatores
XI, Ve VI, etambém controla a fase de propagac¢ao da coagulacao, além disso, promove a
coagulagao do fibrinogénio, a ativagdo do FXIIl e a ativagdo plaquetaria (Kalafatis e col., 1994;

Mann, 1999, Davie & Kulman, 2006).
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Esta protease desempenha um papel central no processo de coagulagdo dos
vertebrados. Ela foi identificada como a substancia capaz de promover a formacdo de um
coagulo fibroso (fibrina), e seu nome deriva de thrombos, que em grego significa coagulo. A
forma circulante, inativa, desta enzima € a protrombina, composta por 579 residuos de
aminoacidos, um dominio N-terminal rico em &cido y-carboxiglutdmico (Gla), dois dominios
estruturais denominados kringle, um pequeno peptideo de ativagéo (short activation peptide),

e o dominio trombina/catalitico/serina proteinase (Bode, 2006).

A Fase de Propagagao ocorre na superficie das plaquetas ativadas. O complexo
composto por FIXa-FVilla (complexo tenase intrinseco) ativa o FX a FXa muito mais
eficientemente que o complexo TF-FVlla (complexo tenase extrinseco); portanto, a maior
quantidade de FXa gerada € provida pelo complexo tenase intrinseco. O FXa formado
rapidamente se associa ao FVa ligado as plaquetas — em condiges fisiolégicas, a superficie
de plaquetas ativadas na area de lesdo vascular constitui o principal componente lipidico do
complexo protrombinase — e a montagem do complexo protrombinase nas plaquetas gera
uma massiva producdo de trombina, gerando um efeito crescente na coagulagdo, onde
complexos adicionais sdao montados e geram trombina (Mann, 1999; Solum, 1999; Hoffman &

Monroe, 2001).

A carga negativa do fosfolipidio de membrana das plaquetas ativadas na qual os
complexos protrombinase e tenase intrinseco sdo montados é conferida pela fosfatidilserina.
Sob condigdes normais a fosfatidilserina se localiza na camada interna da membrana das
plaquetas, mas é translocada para a camada externa durante a ativagdo das mesmas (Zwaal

e col., 1998).

Todas as proteinas que participam dos complexos protrombinase e tenase possuem

afinidade por fosfolipidios carregados negativamente e tanto as enzimas como os substratos
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se ligam na membrana através do seu dominio amino-terminal que contém residuos Gla.
Os dominios Gla estdo unicamente presentes nas proteinas dependentes de vitamina K
e se ligam ao calcio, que é importante para o enovelamento correto deste dominio (Mann,

1999).

A trombina, uma vez gerada, ativa plaquetas adicionais e cliva os fibrinopeptideos
transformando fibrinogénio em fibrina que formara com as plaquetas ja ativadas no local do
dano vascular, um coagulo estavel para selar a parede do vaso. O fibrinogénio contém seis
cadeias arranjadas como trés pares simétricos de cadeias (Figura 5). A clivagem deste pela
trombina libera pequenos peptideos das cadeias Ao e Bp (os fibrinopeptideos), expondo
regides de cargas opostas que tendem a se polimerizar e formar um gel estavel. Este gel de
fibrina, inicialmente gerado por interagdes ndo-covalentes, é posteriormente estabilizado pela
introdugéo de ligagbes covalentes entre residuos especificos de glutamina e lisina, presentes
na molécula de fibrina. Esta reagao é catalisada pelo FXllla, uma transglutaminase que circula
no plasma em uma forma precursora (FXIIl) que é ativada pela trombina. O resultado final é a

formagao de um coagulo estavel de fibrina (Figura 5).
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Figura 5-Formagdo do polimero de fibrina. A trombina cliva os fibrinopeptideos A e B da molécula
de fibrinogénio, formando os mondmeros de fibrina. Esses monémeros se associam por ligagées néo
covalentes entre as cadeias o e B. O FXllla catalisa as reagbes covalentes (linhas verde) entre as
cadeias y dos mondémeros de fibrina, formando um polimero de fibrina estavel. Figura adaptada de
http://oregonstate.edu/instruction/bb450/stryer/ch10/Slide53.jpg.

De acordo com o modelo de geragdo de trombina basedo em células descrito por
Roberts, Hoffman e Monroe em 2006, foi demonstrado que uma pequena quantidade de
trombina formada pela ativacdo de TF ndo € capaz de coagular o fibrinogénio, mas é
suficiente para ativar plaquetas e alguns fatores que formam o complexo protrombinase e
tenase intrinseco além do FXI. O FXla serve para impulsionar a geragao de FIXa na plaqueta
ativada, aumentando a geracdo de FXa e a subsequente geragdo de trombina. O FIXa
formado na célula que expressa TF nao permanece nela, ele ira converter FX em FXa na
superficie das plaquetas. Obviamente que na auséncia de FXI, os complexos tenase
intrinseco e protrombinase irdo se formar na superficie das plaquetas, portanto a geragéo de

trombina sempre é possivel. Isto explica o porqué de humanos com deficiéncia no FXI terem
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uma tendéncia suave de sangramento quando comparados a pacientes com deficiéncia

no FVIIl e FIX.

1.6 Fase de Terminacdo e inibidores fisioldgicos da coagula¢do sanguinea

O término da coagulagdo é atingido por um conjunto de processos que inativa as
proteinas dos complexos pro-coagulantes. Neste contexto, os principais inibidores fisioldgicos
séo a antitrombina (AT), o cofator Il da heparina (Heparin Cofactor Il - HCII), a proteina 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 Ill, € uma glicoproteina de cerca de
59 kDa, sintetizada no figado, e que circula no plasma com uma meia-vida de cerca de 72
horas. Esta proteina apresenta uma homologia estrutural de cerca de 50% em sua sequéncia
primaria com outros inibidores de serino-proteases da familia da a1-antitripsina (serpinas) e,
no plasma, seus principais alvos sao a trombina, o FXa e o FIXa (Olson & Bjork, 1992). Estas
proteases atacam o sitio reativo Arg393-Ser da AT criando um complexo 1:1 estavel e
enzimaticamente inativo. deficiéncia da AT determina eventos trombdticos, tanto
venosos quanto arteriais, especialmente em pacientes jovens Esta trombofilia
parece ocorrer por diferentes tipos de deficiéncia: diminuicdo de concentracao e de
atividade da AT; diminuicdo de atividade com concentracdo normal ou elevada da
AT; diminuicdo de concentracio e de atividade adquiridas da AT. A primeira situacéo
é facilmente compreensivel. Nesta trombofilia genética, os acidentes trombdéticos
espontaneos sao raros, as tromboses geralmente ocorrem apds a segunda década
da vida e sao subsequientes a outras condi¢des de risco (infecgéo, trauma, etc.) Da
mesma forma, sdo comuns oclusdes de enxertos arteriais e de fistulas AV para

hemodialise, ocorréncia de tromboses “espontaneas”, progressdo rapida da
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aterosclerose obliterante com trombose precoce, etc. Um dado clinico

significativo é a instalagdo de coagulos precoces nos processos cirurgicos
apesar do uso da heparina, visto que a heparina s6 pode agir amplamente na
presenca da AT lll. Ressalve-se que mesmo pequenas taxas de AT sao suficientes
para exercer a fungéo de cofator da heparina. Na segunda situacéo, presume-se que
aja producgao hepatica de antitrombina Il qualitativamente anormal. A diminui¢éo de
concentracdo e de atividade da AT Ill adquirida ocorre no decurso de doencgas
hepaticas graves, na sindrome nefrética, na hipoalbuminemia, na caquexia, na
coagulacio vascular disseminada, no uso de anovulatoérios, 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 inibitorio
da AT é extremamente aumentado na presenga de heparina (cerca 3 ordens de magnitude)

(Pratt & Church, 1993).

Assim como a AT, o HCIl também pertence a familia das serpinas. O HCII é uma
proteina sintetizada no figado, com cerca de 66 kDa, e apresentando uma meia-vida de cerca
de 60 horas no plasma. Diferentemente da AT, o efeito inibitério do HCII é especifico para a
trombina, que ataca o sitio reativo Leu444-Ser no inibidor formando um complexo 1:1 estavel
e enzimaticamente inativo, sendo este fendbmeno extremamente potencializado pela heparina

ou pelo dermatan sulfato (Tollefsen, 1995).

A via da proteina C € uma importante via inibitéria, na qual esta se liga ao complexo
trombomodulina-trombina no endotélio vascular, e & convertida pela trombina em uma
protease ativa - APC (Esmon, 2000). Apo6s sua ativagao, a APC se desprende do complexo
trombomodulina-trombina e se liga ao seu cofator protéico, proteina S, na superficie de

plaquetas ativadas. O complexo formado por APC e proteina S inativa o fator Va por
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protedlise especifica, inibindo a agdo do complexo protrombinase (Esmon, 2000). De
forma semelhante, o complexo APC-proteina S inativa o complexo tenase intrinseco,
através da clivagem do fator Vllla (Dahlback, 2005). A proteina C é uma protease sérica,
vitamina K-dependente, e com atividade potencializada pela proteina S. Além da acéo
limitante da via intrinseca da coagulagdo, a proteina C age como auxiliar no sistema
fibrinolitico ao efetuar a lise da substancia [PAI-1], que bloqueia o ativador tecidual do

plasminogénio.

A deficiéncia congénita ou adquirida de proteina C estd associada a eventos
trombéticos. A deficiéncia congénita da forma homozigética € incompativel com a vida.
Quando a redugéo do nivel da proteina C gira em torno de cinquienta por cento (ou seja, nos
pacientes heterozigoticos), geralmente ela propicia a instalagdo da trombose a partir da
segunda ou terceira décadas de vida por ocasiao de traumas, cirurgias, etc. Recentemente, foi
constatado que os acidentes tromboembdlicos séo mais comuns quando ha resisténcia a
proteina C ativada do que quando ha diminui¢ao da taxa total da proteina C. (Duque FLV e

col, 2003)

Em condigdes fisioldgicas, a atividade do complexo tenase extrinseco dura ndo mais
que alguns minutos em decorréncia da regulagdo exercida pelo TFPI. Esta proteina apresenta
entre 34 e 43 kDa e encontra-se em pequenas quantidades no sangue (2,5 nM). Sua
estrutura, contendo trés dominios do tipo Kunitz, permite um mecanismo de acgdo bastante
singular (Figura 6): seu segundo dominio Kunitz se liga ao sitio catalitico do FXa e o complexo
binario formado interage com o complexo TF-FVlla, onde o primeiro dominio Kunitz do TFPI
interage diretamente com o sitio catalitico do FVlla. O resultado final é a formagdo de um
complexo quaternario onde o FXa e o FVlla encontram-se inativados (Broze, 1995; Bajaj e col,

2001).
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Kunitz-3
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Figura 6 — Mecanismo de inibicdo pelo TFPI. O complexo TF-FVlla é inativado pela ligagdo do
complexo FXa-TFPI ao complexo TF-FVIla, eliminando a geragdo de FIXa e FXa. O efeito resultante é
que a geragdo de FXa passa a ser catalisada pelo complexo tenase intrinseco. Adaptado de
“Coagulation Explosion”, Vermont Business Graphics, Mann KG, 1997.

1.7 Aspectos gerais acerca da trombose

Diversos estados patolégicos como diabetes, aterosclerose, sepse e cancer podem
conduzir a formagdo de tampdes hemostaticos (trombos) de uma forma inespecifica e
prejudicial ao organismo. De fato, os eventos tromboembdlicos constituem a segunda maior
causa de morte natural no mundo em 2005 (Figura 7). Este tipo de doenga se mostra
associado a mecanismos de isquemia por obstrugdo do fluxo sanguineo evidenciados em
patologias como infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefélico, tromboembolismo
pulmonar ou ainda coagulopatias relacionadas ao céancer que podem se desenvolver
principalmente sob a forma de trombose venosa profunda — também associada ao aumento
da mortalidade no pds-operatério de algumas cirurgias, nos campos da ortopedia,

neurocirurgia e outras cirurgias de grande porte (Weitz & Hirsh, 2001; Rickes & Levine, 2001).
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Main causes of death , world,
all ages, projections for 2005
Deaths

Communicable diseases,
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Figura 7 — Distribuicdo percentual de causas de morte no mundo de acordo com
a OMS em 2005. Notamos que o indice de mortes relacionadas as doengas cardiovasculares
e por conseguinte a eventos trombo-embolicos ocupam o segundo lugar. Figura adaptada de
http://www.who.int/whosis/whostat2006highlights/en/index4.html

As causas predisponentes a trombose venosa profunda foram descritas por Virchow
em 1856. Atualmente sugere-se que a trombose seja consequéncia de mudangas
indesejaveis na fungédo celular do endotélio vascular (que Virchow denominava de lesdo
vascular) desequilibrio no sistema pré- e/ou anticoagulante (denominado por Virchow como
modificagdo na composi¢ao do sangue) ou decorrente de fendmenos que levam a ativagao
plaquetaria (Blan & Lip, 2001). Alguns fatores de risco como tabagismo, atividade de doengas
como cancer e diabetes mellitus, além de imobilizagdo e uso de anticoncepcionais orais
configuram situagdes intimamente relacionadas a eventos tromboticos, sendo estes dois

ultimos os de maior incidéncia. (Duque FLV e col, 2003)
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Dada a enorme importéncia dos processos patoldgicos tromboembdlicos, o seu

tratamento constitui um importante setor da industria farmacéutica. Atualmente a
heparina e os anticoagulantes orais — farmacos cujo principal exemplo é a warfarina — séo os
mais amplamente utilizados (Weitz & Hirsh, 2001). Todavia, o grande risco de efeitos
colaterais — principalmente a hemorragia — observado com estas substancias, torna a procura

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

1.8 Inibidores exdgenos da coagulacao

Uma das principais fontes de novas moléculas anti-hemostaticas com potencial
aplicagao no tratamento de eventos pro-trombdticos séo os organismos hematoéfagos (Law e
col., 1992; Ribeiro & Francischetti, 2003) . Uma série de inibidores atuando em diferentes
pontos do processo de coagulagdo tem sido caracterizados nas ultimas décadas, dentre os
quais podemos destacar a hirudina, um inibidor extremamente potente e especifico 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-FVlla através de um mecanismo de agéo similar ao TFPI (Lee & Vlasuk,
2003). Estas duas moléculas j& tem sido empregadas em diversos testes clinicos com

humanos.

Em 2002, Francischetti e col., descreveram a expressao e a caracterizacdo de um
novo analogo do TFPI, denominado Ixolaris, obtido do carrapato Ixodes scapularis por
técnicas de biologia molecular. O sequenciamento macico de uma biblioteca de cDNA
construida a partir de glandulas salivares deste carrapato revelou uma sequéncia homologa
ao TFPI humano, utilizando ferramentas especificas de bioinformatica (Francischetti e col.,

2002). Esta sequéncia permitiu entdo a expresséo de uma proteina de cerca de 17 kDa com
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potente atividade sobre o complexo tenase extrisneco. A analise da sequéncia primaria

desta proteina demonstrou que a mesma é formada por dois dominios Kunitz (Figura 7).
Ensaios funcionais revelaram que o seu mecanismo de a¢do é muito similar ao TFPI: o
Ixolaris se liga ao FXa e posteriormente forma um complexo quaternario com o TF e FVlla,
resultando na inativagdo do complexo tenase extrinseco (Francischetti e col., 2002).
Diferentemente do TFPI, porém, o Ixolaris ndo inibe o sitio catalitico do FXa. De fato estudos
posteriores demonstraram que o Ixolaris interage com uma regido do FXa denominada
exositio de ligagao a heparina (Monteiro e col, 2005). O exositio de ligagado a heparina do FXa
€ uma regido formada por sete residuos carregados positivamente (Rezaie, 2000a; Rezaie
2000b). Interessantemente, esta regido é analoga ao exositio de ligagdo a heparina da

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

Figura 8 — Estrutura secundéria do Ixolaris. A molécula & composta por dois dominios do tipo
Kunitz. Retirado de Francischetti e col., 2002.
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Interessantemente, a interagao do Ixolaris com o FXa embora nao afete o sitio catalitico
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 extrinseco, o Ixolaris também €& capaz de inibir 0 complexo

protrombinase.

Complexo tenase extrinseco)

E FIX
* (1) Ixolaris + FX ou FXa
snfbnnnnannnninnniannnnnnnnnnunnuni

FIXa/FVllla |
(Complexo tenase intrinseco)
Sessssssssssnssnnnnnnnnnnnnnngp (2) IXOlAris + FX

(Complexo protrombinase)

EEEEEEEEEN IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII’ (3) |XO|ar|S+an

Protrombing .y, Trombina

FIbriNOgENio el ibrina

Figura 9 — Mecanismo de agao do Ixolaris. A molécula ao se ligar ao FX ou FXa forma um complexo
binario que inativa o complexo tenase extrinseco (1), reduzindo a ativagéo dos FX e FIX. A ligagdo do
Ixolaris ao FX também reduz a ativagdo do zimogénio pelo complexo tenase intrinseco (2) e por fim, a
interagédo do Ixolaris com o FXa reduz a atividade do complexo protrombinase, reduzindo a formacéo
de trombina (3).
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Outra diferenga 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 formagéo do complexo
binario Ixolaris-FX também é capaz de interagir com o complexo TF-FVlla, inativando este
ultimo. Interessantemente, a formagdo do complexo FX-Ixolaris inibe a conversdao do
zimogénio em FXa pelo complexo tenase intrinseco (Monteiro e col., 2007), indicando que na

realidade o Ixolaris apresenta um terceiro mecanismo de ac¢éo anticoagulante.

Visto que os mecanismos de agdo inibitdria sobre os complexos da coagulagéo
sanguinea pelo Ixolaris estdo bem estabelecidos, o proximo passo na caracterizagao desta
molécula seria determinar sua agao in vivo. Desta forma nossa proposta de estudo foi avaliar

o0 potencial antitrombético do Ixolaris em um modelo in vivo de trombose venosa em ratos.
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2. Objetivos

AV



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 pré-coagulantes, sobre a trombose.

2.2 - Objetivos Especificos

o Avaliar o potencial anticoagulante do Ixolaris sobre as vias intrinseca e extrinseca da
coagulagéo sanguinea.

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.

0 Avaliar 0 a capacidade do Ixolaris em promover eventos hemorragicos, importante

efeito colateral dos antitrombaticos.
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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 determinagdo do tempo de tromboplastina parcial
ativada (aPTT) (cefalina mais caolim) e do tempo de protrombina (PT) (tromboplastina com
calcio) foram obtidos junto @ 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 £ 1° C) e luz (12 h de luz comegando as 7:00) controladas.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas de utilizagdo de animais
estabelecidas pelo Comité Institucional do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

3.3 - Expresséo e purificacdo do Ixolaris

O Ixolaris recombinante foi expresso em células High Five, utilizando o sistema de
expressao em Baculovirus (Invitrogen,SanDiego,CA,EUA), conforme descrito por Francischetti
e col. (2002). O meio de cultura contendo a proteina recombinante foi aplicado em uma coluna
de afinidade FX acoplado a resina Sepharose 4B (Calbiochem, EUA) montada conforme

instrucdes do fabricante, previamente equilibrada em Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5.
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Apo6s a incorporacdo a coluna foi extensivamente lavada com o mesmo tampao e em
seguida incubada com uma solugao de HCI 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 min. O
material eluido foi concentrado e dialisado overnight contra Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, pH

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

125 (%) -Ixolaris) foi preparado através de iodizagdo com

O Ixolaris foi marcado com
iodeto de sodio ['%1] (CNEN, Szo Paulo, Brasil) na proporgdo de 200 pCi por mg de proteina
usando o reagente lodogen (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) (100 pug/mg de proteina),

seguindo as instrugdes do fabricante. O iodeto livre foi retirado através de uma dialise

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

3.4 - Efeito anticoagulante in vitro do Ixolaris — avaliagdo sobre 0 aPTT e 0

PT

O efeito in vitro do Ixolaris nos testes de coagulagdo aPTT e PT foram realizados
utilizando-se um coagulémetro Amelung KC4A (Labcon, Heppenheim, Alemanha). Amostras
de sangue humano foram recolhidas de doadores saudaveis em citrato trisédico 3,8% (9:1,
v/v) e o plasma pobre em plaquetas foi obtido através de centrifugagédo a 2.000 x g por 10
minutos. Amostras do plasma de ratos foram obtidas através do mesmo processo. O plasma
(50 ) foi incubado com Ixolaris (10 ul) por 2 minutos a 37° C. Em seguida, o reagente de
aPTT foi adicionado (50 pl, 1 minuto) e, logo depois, 25 mM de CaCl, (100 pl) ou o reagente

de PT (100 ul). O tempo de formagéo do coagulo foi, entdo, registrado no equipamento.
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3.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi realizada sob condi¢gbes néo
desnaturagntes. O Ixolaris marcado com | (4,0 x 10* cpm em 320 ng de proteina) e o FX
purificado (4,5 pg) 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, ento, foi

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

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

tromboplastina tecidual.

O modelo de trombose animal utilizado nesta tese baseia-se na formagao de trombos
venosos através de uma combinagao de estase e hipercoagulabilidade, conforme descrito por
Vogel e col. (1989) com pequenas modificacdes (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, ap6s a dissecgéo da veia cava inferior,
exposto e separado dos outros tecidos. Duas ligaduras livres foram colocadas a 1 cm de
distancia 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 a indugéo 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 apds a administragéo da tromboplastina. Logo depois 0 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 60° C, e pesado.

3.7 - Determinac&o da meia-vida plasmatica do **I-Ixolaris

A distribuigdo in vivo do Ixolaris marcado com "I no sangue dos ratos foi realizada
ap6s a administragdo s.c. da proteina. Amostras contendo ~5,5 x 10° cpm (4 pg de Ixolaris)
foram ressuspendidas em 200 pl de tampao de fosfato-salina (PBS) e administrada por via
s.c. O sangue foi coletado apds 3, 20, 40 ou 60 horas por pungdo cardiaca e anticoagulado
com EDTA (5 mM, concentragéo final). O plasma pobre em plaquetas foi obtido através de
centrifugacdo e aliquotas de 500 ul foram colocadas em tubos de ensaio de vidro. A

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

3.8 - Efeito ex-vivo do Ixolaris sobre 0 aPTT e o PT

O efeito do Ixolaris nos testes de coagulagao aPTT e PT foi avaliado através de um
coaguldmetro Amelung KC4A (Labcon). O Ixolaris foi administrado por via s.c. nos ratos e,
apds 24 h, o sangue foi coletado através de pungéo cardiaca utlizando citrato trisédico a 3,8%
(9:1, viv) como anticoagulante. O plasma pobre em plaguetas foi obtido através de
centrifugagé@o a 2.000 x g por 10 minutos. O plasma (50 pl) foi incubado por 1 minuto a 37° C.
Seguiu-se a adicao do reagente de aPTT (50 ul, 1 min) e, posteriormente, 25 mM de CaCl,
(100 pl) ou reagente de PT (100 pl). O tempo de formagao do coagulo foi, entao, registrado no

equipamento.
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3.9 - Efeito do Ixolaris sobre o sangramento induzido

Um modelo de seccao 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 0os animais foram
anestesiados apds um periodo 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 agua destilada a temperatura
ambiente. A hemoglobina, dissolvida na agua, medida por absorbancia a 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 administracdo s.c. de

PBS.

3.10 - Estatistica

Todos os dados apresentados representam o erro + desvio padrdo. As diferencas
entre as médias foram analisadas usando o teste T de Student. Valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados



Inicialmente foi avaliado o efeito anticoagulante do Ixolaris sobre o plasma

humano, utilizando os ensaios de PT e aPTT que avaliam as vias extrinseca e intrinseca,
respectivamente. Como demonstrado na Figura 10A, o Ixolaris provocou um aumento dose-
dependente tanto no PT quanto no aPTT. No entanto é possivel verificar que o efeito inibitorio
€ mais pronunciado sobre a via extrinseca. Isso ndo foi de todo inesperado, visto que
observagdes realizadas anteriormente (Francischetti e col., 2002), utilizando proteinas
purificadas, mostraram que o Ixolaris € um inibidor potente do complexo tenase extrinseco

(TF-FVlla).

Em seguida foram avaliadas as propriedades anticoagulantes do Ixolaris no plasma de
rato. A Figura 10B mostra o padréo de inibicdo em relagdo ao PT e ao aPTT. De forma similar
ao que foi visto com o plasma humano, o Ixolaris aumentou os tempos de coagulagdo de
forma dose-dependente. Contudo, as concentragdes de Ixolaris superiores a 0,75 ug/ml
aparentemente produziram uma maior efeito em ambos os testes de coagulagdo — com um

aumento mais pronunciado no PT.

O Ixolaris forma um complexo com o FX, como previamente demonstrado por PAGE
nao-desnaturante (Francischetti e col., 2002). Para tentar detectar a ligagao do Ixolaris ao FX
no plasma, usamos o Ixolaris marcado com iodo radioativo (125I), seguido de identificacdo da
formagdo do complexo em PAGE n&o-desnaturante. A Figura 11 mostra os padrdes de
migracdo eletroforética identificados neste ensaio. A lane 1 corresponde a migracédo do
Ixolaris sozinho. Como visto na lane 2, a incubagao de Ixolaris com FX purificado resultou na
formagdo de uma banda com padrao de migragao mais lento, consistente com a formagao do
complexo Ixolaris-FX. De forma similar, a incubagao do 12| Ixolaris com o plasma humano
(lane 3) ou de rato (lane 4) produziu bandas com padrdo de migragao similar ao observado

para na lane 2, indicando a formagao 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 coagulagdo aPTT (e) e PT (m) foram determinados conforme
descricdo presente nos Materiais e Métodos. Cada ponto representa média + desvio padrao
de trés determinacdes distintas.
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Figura 11: Deteccéo dos complexos de FX e **I-Ixolaris por PAGE n&o-desnaturante.

Amostras de'®I-Ixolaris foram incubadas com e FX purificado ou plasma humano, ou plasma
de rato a temperatura ambiente por 15 minutos e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (10%) em condigdes nado-desnaturantes. Os géis foram posteriormente
expostos ao Phosphorimaging. Lane 1: 10 pL de Ixolaris marcado com ' (4 x 10* cpm).
Lane 2: 10 pL de Ixolaris marcado com 'l (4 x10* cpm) + 10 uL de FX humano (10 pM). Lane
3: 10 pL de Ixolaris marcado com '®I (4 x10* cpm) + 20 pL de plasma humano. Lane 4: 10 pL
de Ixolaris marcado com ' (4 x 10* cpm) + 20 pL de plasma de rato. As setas estdo
indicando as bandas correspondentes ao '?I-Ixolaris livre ou o complexo '?I-Ixolaris-FX .
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Para determinar se o Ixolaris apresentava efeito antitrombético 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 formacgao de trombos, sendo que o peso médio do
trombo foi de 5,1 + 0,26 mg (n=4). A administragéo i.v. do Ixolaris, em contraste, provocou
uma diminui¢ao progressiva no peso dos trombos, sendo que o efeito maximo foi observado a

10 pg/kg (Fig. 12).

Em seguida, o efeito antitrombdtico do Ixolaris foi testado ap6s a administragéo s.c. A
Figura 13A mostra que o Ixolaris teve uma acdo muito eficiente na redugdo da trombose
venosa através da via s.c., sendo que a inibicdo completa foi obtida com 20 pg/kg de Ixolaris.
Também analisamos a dependéncia temporal da atividade antitrombética do Ixolaris. A Figura
13B mostra que o Ixolaris (20 ug/kg) inibiu totalmente a formagdo de trombos 3 h apds a
administragédo s.c. O efeito durou por 24 h e a partir de entdo foi progressivamente perdido.
Para confirmar a durag@o da meia-vida do ixolaris in vivo, uma estimativa semi-quantitativa da
farmacocinética do Ixolaris foi realizada através da administracdo de '®l-Ixolaris e sua

1251 |xolaris no

posterior detec¢do no plasma. A Figura 14 mostra que a concentragdo do
plasma atingiu o ponto maximo apds 3 h de administragéo s.c. e estava a 40% de seu valor
maximo 20 h apos a sua administracdo. Esta observagdo confirmou os dados de atividade

antitrombdtica, indicando uma meia-vida longa desta proteina 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 ug/Kg - foi administrado i.v. 15 minutos antes da
inducdo de trombose por tromboplastina (3 mg/kg) e estase, tal qual descrito na segdo
Materiais e Métodos. O grupo controle recebeu PBS ao invés de Ixolaris. Cada ponto
representa media * desvio padrdo dos resultados obtidos com trés a cinco animais. Os
asteriscos indicam os pontos com diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) quando
comparado com os valores detectados nos animais controle, na auséncia de Ixolaris. (n=3a 5
animais)
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Figura 13: Efeito do Ixolaris natrombose venosa apds administracéo s.c.

A) Efeito dose-dependente do ixolaris da trombose venosa ap6s administragao s.c. O efeito
antitrombatico do ixolaris das doses de 10 a 40 pg/kg foi medido 3 h ap6s da administragao da
droga. B) Efeito tempo-dependente do ixolaris apds a administragéo s.c. O Ixolaris (20 pg/kg)
foi administrado s.c. em animais, e a trombose foi induzida apds 1, 3, 24, 40 e 48 h . O grupo
controle ([J) recebeu PBS ao invés de Ixolaris. Cada ponto representa media + desvio padrao
dos resultados obtidos com trés a cinco animais. Os asteriscos indicam os pontos com
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado com os valores
detectados nos animais controle, na auséncia de Ixolaris.
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Figura 14: Estimativa da meia-vida plasmatica do **I-Ixolaris.

Apds a administracdo s.c de I"-Ixolaris, as amostras de sangue fora retiradas através de
puncgao cardiaca e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Aliquotas de 500 puL de plasma
foram separadas apds a centrifugagao 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 coagulagdo ex vivo foram, entdo, avaliados. A
Figura 15A mostra que o aPTT nao foi afetado apds a administracéo s.c. de 40 ou 100
ug/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 ug/kg, mostrando um aumento de 0,4

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

Finalmente, o efeito do Ixolaris no sangramento induzido foi medido através de um
modelo de secc¢éo da cauda do animal (Fig. 16). Este ensaio permite avaliar a capacidade do
antitrombdtico em potencializar um processo hemorragico. Nenhum sangramento significativo
foi observado apds 3 ou 24 h da administragcdo de 20 ug/kg Ixolaris. Por outro lado, um
sangramento estatisticamente significativo foi observado 24 h apds a administracdo de 40

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

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

O Ixolaris — nas doses de 20 ug/kg (barra escuras) e 40 ug/kg (barras brancas) — foi
administrado s.c. Apds um periodo de 3 ou 24 h a administragao, a cauda do rato foi cortada a
uma distancia de 3 mm a partir da ponta. Esta foi cuidadosamente imersa em 40 ml de agua
destilada a temperatura ambiente. A perda de sangue (conteudo de hemoglobina) foi estimada
por leitura a 540 nm apo6s 60 minutos. Cada ponto representa media + desvio padrao dos
resultados obtidos com trés a cinco animais. Os asteriscos indicam os pontos com diferencga
estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparado com os valores detectados nos

animais controle, na auséncia de Ixolaris.

43



5. Discussdo
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O Ixolaris é uma proteina que foi identificada na glandula salivaria do carrapato Ixodes
scapularis através de técnicas de biologia molecular (Francischetti e col., 2002). A analise de
sua estrutura primaria demonstrou uma grande homologia com o inibidor fisiol6gico TFPI —
uma proteina contendo trés dominios Kunitz cujo alvo principal é o complexo tenase
extrinseco (TF-FVIla) (Broze, 1995; Bajaj e col, 2001). Diferentemente do TFPI, o Ixolaris
possui somente dois dominios Kunitz, embora tenha sido previamente caracterizado como um
potente inibidor do complexo tenase extrinseco, apresentando um mecanismo de a¢édo muito
similar ao inibidor fisiolégico (Francischetti e col., 2002). No entanto, apesar do Ixolaris
apresentar extensa homologia primaria com o TFPI, ele ndo se liga ao sitio catalitico do FXa.
De fato, a formacdo do complexo é mediada por determinados residuos carregados
positivamente da superficie do FXa (Monteiro e col., 2005; Monteiro, 2005), que constituem
uma regido na enzima denominada exositio de ligacédo a heparina (Rezaie, 2000a; Rezaie,
2000b). Outra diferenga marcante entre o Ixolaris e o TFPI é a capacidade do primeiro formar
um complexo com o zimogénio FX. Esta interagcdo é de alta afinidade (Monteiro e col., 2007) e
também resulta num complexo binario capaz de se ligar ao complexo TF-FVlla (Francischetti

e col., 2002

Vaérios estudos tém reportado o grande potencial e aplicabilidade terapéutica do TFPI
na sepse, especialmente em modelos animais e em humanos. Todavia, a maioria dos
trabalhos mostra que a eficacia do TFPI se deve principalmente a sua agéo sobre a trombose
no leito microvascular - evento precoce e que determina a faléncia de 6rgaos vitais no caso da
sepse grave. No entanto, sabe-se que o efeito sobre a atividade inflamatdria independente da
coagulagado mediada por TF é pouco expressivo no caso do TFPI em situagdes de inflamagéo

sistémica (Opal e col, 2001; Abrahan e col 2003). Alguns ensaios preliminares de avaliagao
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da atividade do Ixolaris sobre a sepse induzida em camundongos (utilizando o modelo de
ligadura e pungéo cecal) foram realizados e revelaram uma piora da sobrevida do grupo
tratado em relagdo ao grupo controle (dados ndo mostrados). Estes resultados foram

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

No presente trabalho, demonstramos que o Ixolaris apresenta grande capacidade
anticoagulante e antitrombdética. 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 extrinseca (PT) indica claramente que a droga causa inibigdo potente e
preferencial do complexo TF-FVlla. A observacdo de que o Ixolaris também afeta a via
intrinseca (aPTT), em concentragbes mais elevadas sugere que o inibidor atue em outros

pontos do processo de coagulagao.

De fato, estudos prévios demonstraram que o exositio de ligagcdo a heparina apresenta uma
regido importante no reconhecimento da protrombina (Rezaie, 2000a). Essas descobertas
foram corroboradas por estudos de mutagénese sitio-dirigida, que demonstraram que o
exositio de ligagao da heparina possui uma série de residuos relacionados ao reconhecimento
do zimogénio (Rezaie, 2000a; Rezaie 200b). Desta forma, a formagao do complexo Ixolaris-
FXa inibe a conversao da protrombina em trombina pela enzima (Monteiro e col., 2005). Isto
explicaria o efeito observado sobre o aPTT. Adicionalmente, foi recentemente demonstrado
que a formagado do complexo FX-Ixolaris previne a ativagdo do zimogénio pelo complexo
tenase intrinseco (Monteiro e col., 2007). Este fendbmeno 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 estavel e ndo-covalente com o zimogénio no plasma humano ou

de rato. Essa observagdo 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 antitrombética, tanto apds administracdo i.v. quanto s.c. O Ixolaris,
notavelmente, demonstrou ter uma alta poténcia (ICs0=7,5-15 ug/kg) quando comparado com
outras moléculas antitrombdticas testadas no mesmo modelo animal. Por exemplo, a heparina
nao-fracionada e polissacarideos sulfatados isolados de um organismos marinhos -
apresentando como mecanismo de acdo a potencializacdo da atividade antitrombética do
HCII e/ou da antitrombina — atuam em dose entre 250-3.000 ug/kg (Pacheco e col., 2000;
Vicente e col., 2001) Além disso, vérios inibidores diretos da trombina, incluindo o argatroban
e a hirudina, também inibem a trombose venosa com ICsy entre 170 a 250 ug/kg, ambos com

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

A andlise da dependéncia de tempo da ac¢éo antitrombdtica do Ixolaris, assim como a
analise da radioatividade associada ao '?°I-Ixolaris no plasma de rato, indicaram uma meia-
vida longa desta droga. Isso ndo 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 caracteristica de ligagcéo entre o Ixolaris e o FX confere uma meia vida
plasmatica relativamente longa, visto que a interacédo entre essas duas proteinas constitui um
complexo estavel com “clearance” plasmatico semelhante ao do FX (Figura 14). Apesar de
alguns dados preliminares obtidos com esses resultados, vimos que o método de
quantificacao da radioatividade plasmatica ndo possui uma sensibilidade adequada, uma vez
que a contagem absoluta de cpm € baixa apesar de grande quantidade de material radioativo
incorporado a proteina. Encaramos este fato como uma limitagdo do método. Outras técnicas
mais eficazes e com maior confiabilidade estatistica foram aventadas para avaliagdo da meia
vida do Ixolaris como, por exemplo, ensaios de deteccdo por ELISA que acabaram por

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

ponto de vista terapéutico que € a baixissima antigenicidade desta molécula.

A ligacéo do Ixolaris ao FX representa uma vantagem em relag@o a outras moléculas
anticoagulantes de baixo peso molecular e de meia-vida curta (Weitz & Bates, 2005). Um
padrao farmacocinético similar foi observado em humanos apds administragdo do NAPc2, um
anticoagulante caracterizado no Ancilostoma caninum, cujo alvo € a via extrinseca e que,
recentemente, passou por testes clinicos, mostrando-se uma droga eficaz na prevengéo de
eventos tromboéticos em pacientes submetidos a angioplastia coronariana, como um
importante inibidor da geragdo de trombina através de sua agao sobre o complexo tenase
extrinseco (Moons e col., 2003). E salutar reconhecer que a administragdo de anticoagulantes
cujo alvo é o TF-FVlla, tal como o Ixolaris, 0 NAPc2, e o TFPI humano parece ser eficiente in
vivo e, notavelmente, esta menos freqlientemente associado a grandes sangramentos (Weitz
& Bates, 2005; Vlasuk e col., 2003). De fato, uma observagéo importante foi a de que nao
houve um aumento significativo no sangramento induzido, 3 ou 24 h ap6s a administragao de
Ixolaris em concentragdes que impediram efetivamente a formagéo de trombos (20 pg/kg).
Estes fatos nos levam a pensar numa possivel viabilidade do Ixolaris como uma alternativa
terapéutica aos antitrombéticos existentes ou, mais precocemente, investir em estudos que
avaliem a eficacia dessa droga em outros modelos de trombose como no caso da trombose
arterial - visto que os mecanismos envolvidos para ativagdo da coagulagdo nos diferentes
leitos vasculares se fazem com predominéncia de uma ou outra fase, sejam estes
primariamente dependentes de superficie celular ou plaquetaria (trombose arterial) ou com
maior envolvimento dos fatores plasmaticos (trombose arterial) ou ainda principlamente em
eventos nos quais a prevencao da trombose se faga benéfica como nos modelos de sepse

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

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

esta proteina parece ser um anticoagulante promissor na prevengdo e no tratamento da
trombose venosa e/ou para utilizagdo em condigbes patolégicas com expressao anormal de
TF, como o céancer, hipertensao arterial e sepse (Belting e col., 2005; White e col., 2005; Levi

e col., 2006).
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6. Conclusdo

Ju



Com base nos resultados apresentados nesta tese, concluimos que:

» O Ixolaris € um potente anticoagulante in vitro, com agédo sobre as vias
intrinseca e extrinseca, embora apresente um efeito mais proeminente sobre esta
ultima.

» O Ixolaris interage com o FX plasmatico com alta especificidade, produzindo
um complexo estavel.

» Utilizando um modelo de trombose venosa induzida pela administracdo de
tromboplastina combinada a estase foi possivel demonstrar que o Ixolaris € um
potente antitrombético, sendo biodisponivel por via subcutanea.

» O Ixolaris apresentou uma agao antitrombética de longa duragéo — superior a
24 h — muito provavelmente devido a sua ligagdo ao FX plasmatico.

» A avaliagdo do sangramento induzido demonstrou que doses efetivas do

Ixolaris ndo aumentaram a perda sanguinea de forma significativa.

51



7. Bibliografia

52



ABRAHAN E, et al. Efficacy and Safety of Tifacogin (Recombinant Tissue Factor Pathway
Inhibitor) in Severe Sepsis. JAMA 2003; 290: 238-246.

BACHLI E. History of tissue factor. Br J Haematol. 2000; 110: 248-55.

BAJAJ MS, BIRKTOFT JJ, STEER SA, et al. Structureand biology of tissue factor pathway

inhibitor. Thromb Haemost 2001; 86: 959-72.

BELTING M, AHAMED J, RUF W. Signaling of the tissue factor coagulation pathway in

angiogenesis and cancer. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005; 25: 1545-50.

BLANN AD & LIP GYH. Virchow's triad revisited: The importance of soluble coagulation
factors, the endotelium and platelets. Thromb. Res. 2001; 101: 323-327.

BODE W. The structure of thrombin: a janus-headed proteinase. Semin Thromb Hemost.
2006; 32 Suppl 1:16-31.

BROZE GJ JR. Tissue factor pathway inhibitor and the revised theory of coagulation. Annu
Rev Med 1995; 46: 103-12.

DAHLBACK B. Blood coagulation and its regulation by anticoagulant pathways: genetic
pathogenesis of bleeding and thrombotic diseases. J Intern Med. 2005; 257: 209-23.

DAVIE EW & RATNOFF OD. Waterfall sequence for intrinsic blood clotting. Science. 1964;
145: 1310-2.

DAVIE EW, KULMAN JD. An overview of the structure and function of thrombin. Semin
Thromb Hemost. 2006; 32 Suppl 1:3-15.

DOYLE D. Thomas Addis of Edinburgh (1881-1949) and the coagulation cascade: 'for the
greatest benefit done to practical medicine'. Br J Haematol. 2006; 132: 268-76.

ESMON CT. Regulation of blood coagulation. Biochim Biophys Acta. 2000; 1477: 349-60.

FARIAS WR, NAZARETH RA, MOURAO PA. Dual effects of sulfated D-galactans from the red
algee Botryocladia occidentalis preventing thrombosisand inducing platelet aggregation.
Thromb Haemost 2001; 86: 1540-6.

FERNANDO L.V. DUQUE, N.A. MELLO. Trombogénese — Trombofilia. J Vasc Br
2003; 2:105-118.

FINKLE CD, ST.PIERRE A, LEBLOND L, et al. BCH2763, a novel potent parenteral thrombin

inhibitor, is an effective antithrombotic agent in rodent models of arterial and venous

53



thrombosis comparisons with heparin, r-hirudin, hirulog, inogatran and argatroban.
Thromb Haemost 1998; 79: 431-8.

FRANCISCHETTI IM, VALENZUELA JG, ANDERSEN JF, ET AL. Ixolaris, a novel
recombinant tissue factor pathway inhibitor (TFPI) from the salivary gland of the tick, Ixodes
scapularis: identification of factor X and factor Xa as scaffolds for the inhibition of factor
Vlla/tissue factor complex. Blood 2002; 99: 3602—12.

FURIE B & FURIE BC Molecular basis of blood coagulation. Em: Hematology. Basic principles
and practice (Eds: Hoffman, R., Benz, E.J., Jr., Shattil, S.J., Furie, B.,, Cohen, HJ. &
Silberstein, L.E.), Churchill Livingstone Inc., New York, USA 1995, pgs. 1566-1587.

GRESELE P & AGNELLI G. Novel approaches to the treatment of thrombosis. Trends
Pharmacol Sci 2002; 23: 25-32.

HERBERT JM, HERALT JP, BERNAT A, et al. Biochemical and pharmacological properties of
SANORG32701. Comparison with the “synthetic pentasacharide (SR90107/org 31549)” and
standard heparin. Circ Res 1996; 79: 590-600.

HOFFMAN M. Remodeling the blood coagulation cascade. J Thromb Thrombolysis. 2003; 16:
17-20.

HOFFMAN M, MONROE DM 3. A cell-based model of hemostasis. Thromb haemost. 2001
85(6): 958-65.

KALAFATIS, M, SWORDS, NA, RAND, MD & MANN, KG. Membrane-dependent reactions in
blood coagulation: role of the vitamin K-dependent enzyme complexes. Biochim. Biophys. Acta
1994; 1227: 113-129.

LAW JH, RIBEIRO JM, WELLS MA. Biochemical insights derived from insect diversity. Annu
Rev Biochem 1992;61: 87-111.

LEE AY, VLASUK GP. Recombinant nematode anticoagulant protein ¢2 and other inhibitors
targeting blood coagulation factor Vlla/tissue factor. J Intern Med 2003; 254: 313-321.

LEVI M, VANDER POLL T & TEN CATE H. Tissue factor in infection and severe inflammation.
Semin Thromb Hemost 2006; 32: 33-9.

54



MACFARLANE RG. An enzyme cascade in the blood clothing mechanism, and its
function as a biochemicak amplifier. Nature. 1964; 202:498-9.

MANN KG. Biochemistry and physiology of blood coagulation. Thromb Haemost 1999; 82:
165-74.

MONROE DM, HOFFMAN M & ROBERTS HR. Platelets and thrombin generation. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2002; 22(9):1381-9.

MONTEIRO RQ, REZAIE AR, RIBEIRO JM, ET AL. Ixolaris: afactor Xa heparin-binding
exosite inhibitor. Biochem J 2005; 387:871-7.

MONTEIRO RQ. Targeting exosites on blood coagulation proteases. An Acad Bras Cienc.
2005; 77: 275-80.

MONTEIRO RQ, REZAIE AR, BAE, JSRIBEIRO JM, ET AL. Ixolaris: A Factor X

Heparin-Binding Proexosite Inhibitor. Biochem J 2007; submetido.

MOONS AH, PETERS RJ, BIJSTERVELD NR, et al. Recombinant nematode anticoagulant
proteinc2, an inhibitor of the tissue factor/factor Vlla complex, in patients undergoing elective
coronary angioplasty. J Am Coll Cardiol 2003; 41: 2147-53.

MORRISSEY JH. Tissue factor: an enzyme cofactor and a true receptor. Thromb Haemost.
2001; 86: 66-74.

MORRISSEY, JH, MACIK, BG, NEUENSCHWANDER, PF & COMP, PC. Quantitation of
activated factor VII levels in plasma using a tissue factor mutant selectively deficient in
promoting factor VIl activation. Blood 1993; 81: 734-744.

OLSON AT & BJORK | Regulation of thrombin by antithrombin and heparin cofactor Il. Em:
Thrombin. Structure and function. (Ed. Berliner, L.J.), Plenum Press, New York, USA 1992,
pgs. 1569-217.

OPAL SM, PALARDY JE, PAREJO NA, CREASEY AA. The activity of tissue factor pathway
inhibitor in experimental models of superantigen-induced shock and polymicrobial intra-
abdominal sepsis. Crit Care Med 2001; 29; 13-17.

JSTERUD B & BJJRKLID E. Sources of tissue factor. Semin Thromb Hemost. 2006;
32(1):11-23.

95



PACHECO RG, VICENTE CP, ZANCAN P, et al. Different antithrombotic mechanisms
among glycosaminoglycans revealed with a new fucosylated chondroitin sulfate from an
echinoderm. Blood Coagul Fibrinolysis 2000; 11: 563-73.

PRATT CW & CHURCH FC. General features of heparin-binding serpins antithrombin, heparin
cofactor Il and protein C inhibitor. Blood Coagul. Fibrin. 1993; 4: 479-490.

REZAIE AR. (a) Identification of basic residues in the heparin binding exosite of factor Xa
critical for heparin and factor Va binding. J Biol Chem 2000; 275: 3320-7.

REZAIE AR. (b) Heparin-binding exosite of factor Xa. Trends Cardiovasc Med. 2000;10: 333-8.

RIBEIRO JMC & FRANCISCHETTI IMB. Role of arthropod saliva in blood feeding: sialome
and post-sialome perspectives. Ann Rev Entomol 2003; 48: 73-88.

RICKLES FR & LEVINE MN. Epidemiology of thrombosis in cancer. Acta Haematol. 2001;
106: 6-12.

ROBERTS HR, HOFFMAN M, MONROE DM. A cell-based model of thrombin generation.
Semin Thromb Hemost. 2006 Apr;32 Suppl 1:32-8.

ROBERTS HR, MONROE III DM, HOFFMAN, M. Molecular biology and biochemistry of the
coagulation factors and pathways of hemostasis. In: Williams Hematology. McGraw Hill 2001;
1409-34.

SHEEHAN JP & SADLER JE. Molecular mapping of the heparin-binding exosite of thrombin.
Proc Natl Acad Sci USA. 1994; 91: 5518-22.

SOLUM NO. Procoagulant expression in platelets and defects leading to clinical disorders.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 1999; 19: 2841-6.

SPEK CA. Tissue factor: from 'just one of the coagulation factors' to a major player in
physiology. Blood Coagul Fibrinolysis. 2004; 15 Suppl 1:S3-10.

STONE SR & MARAGANORE JM. Hirudin interactions with thrombin. Em: Thrombin.
Structure and function. (Ed. Berliner, L.J.), Plenum Press, New York, USA 1992, pgs.219-256.

TOLLEFSEN, DM. Insight into the mechanism of action of heparin cofactor Il. Thromb.
Haemost. 1995; 74: 1209-1214.

56



VICENTE CP, ZANCAN P,PEIXOTO LL, et al. Unbalanced effects of dermatan sulfates
with different sulfation patterns on coagulation, thrombosis and bleeding. Thromb
Haemost 2001; 86: 1215-20.

VLASUK GP, BRADBURY A, LOPEZ-KINNINGER L, et al. Pharmacokinetics and
anticoagulant properties of the factor Vlla-tissue factor inhibitor recombinant nematode
anticoagulant proteinc2 following subcutaneous administration in man. Dependence on the

stoichiometric binding to circulating factor X. Thromb Haemost 2003; 90: 803-12.

VOGEL GM,MEULEMAN DG, BOURGONDIEN FG, et al. Comparison of two experimental
thrombosis models in rats: effects of four glycosaminoglycans. Thromb Res 1989; 54: 399—
410.

WEITZ JI, HIRSH J. New anticoagulant drugs. Chest. 2001 Jan; 119 (1 suppl): 95S-107S
WEITZ JI, BATES SM. New anticoagulants. J Thromb Haemost 2005; 3: 1843-53.

WHITE RJ, GALARIA 1l, HARVEY J, et al. Tissue factor is induced in a rodent model of severe
pulmonary hypertension characterized by neointimal lesions typical of human disease. Chest
2005; 128: 612S-613S.

ZWAAL RF, COMFURIUS P, BEVERS EM. Lipid-protein interactions in blood coagulation.
Biochim Biophys Acta. 1998; 1376: 433-53.

57



8. Anexo

JoO



© 2006 Schattauer GmbH, Stuttgart

Blood Coagulation, Fibrinolysis and Cellular Haemostasis

Antithrombotic properties of Ixolaris, a potent inhibitor of the
extrinsic pathway of the coagulation cascade

Rémulo A. Nazareth', Luana S. Tomaz!, Susana Ortiz-Costa?, Gedrgia C. Atella', José M. C. Ribeirc?,
Ivo M. B. Francischetti®, Robson Q. Monteiro!

lInstituto de Bioquimica Médica and 2Instituto de Nutrigio, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brazil; *Section of Vector Biology, Laboratory of Malaria and Vector Research, National Institute of Allergy and Infectious

Diseases, National Institutes of Health, Rockville, Maryland, USA

Summary

Ixolaris is a two-Kunitz tick salivary gland protein identified in
Ixodes scapularis that presents extensive sequence homology to
TFPLItbinds to FXa or FX as scaffolds and inhibits tissue factor/
FVlla complex (extrinsic Xnase). Differently from TFPI, ixolaris
does not bind to the active site cleft of FXa. Instead, complex
formation is mediated by the FXa heparin-binding exosite, which
may also results in decreased FXa activity into the prothrombi-
nase complex.In this report, we show that recombinant '*°|-ixo-
laris interacts with rat and human FX in plasma and prolongs the
prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin
time (aPTT) in vitro.VWe have also investigated the effects of ixo-
laris in vivo, using a venous thrombosis model. Subcutaneous

Keywords
Anticoagulant, ixolaris, venous thrombosis, factor Xa, tissue fac-
tor, tick saliva, Ixodes scapularis

(s.c.) or intravenous (i.v.) administration of ixolaris in rats
caused a dose-dependent reduction in thrombus formation,
with complete inhibition attained at 20 pg/kg and 10 pg/kg, re-
spectively. Antithrombotic effects were observed 3 h after s.c.
administration of ixolaris and lasted for 24 h thereafter. Ex vivo
experiments showed that ixolaris (up to 100 ug/kg) did not af-
fect the aPT T, while the PT was increased by ~0.4-fold at the hig-
hest ixolaris concentration. Remarkably, effective antithrom-
botic doses of ixolaris (20 pg/kg) was notassociated with bleed-
ing which was significant only at higher doses of the anticoagu-
lant (40 pg/kg). Our experiments demonstrate that ixolaris is an
effective and possibly safe antithrombotic agent in vivo.

Thromb Haemost 2006; 96: 7-13

Introduction

Following tissue injury. exposition of membrane-bound tissue
factor (TF) is a crucial step in the initiation of blood coagulation.
TF binds to blood coagulation factor Vlla (FVIIa), and the bi-
nary FVIIa/TF complex (extrinsic tenase) then generates FIXa
and FXa (1-3). Generation of F1Xa by the FVIla/TF complex re-
sults in formation of the Xnase complex following binding to the
nonenzymatic co-factor, activated factor VIII (FVIIIa). The
Xnase complex, along with FVIIa/TF, converts FX to activated

factor X (FXa), which assembles with activated factor V (FVa)
into the prothrombinase complex that is directly responsible for
the formation of thrombin (1-3).

Once generated, and depending on the particular vascular
bed and rheologic environment, thrombin will convert fibri-
nogen to fibrin monomers, activate platelets, and eventually lead
to thrombus development. Under pathologic conditions, clot
formation will present clinically as deep vein thrombosis, pul-
monary embolism, acute coronary syndrome, cerebrovascular
events, peripheral arterial thrombosis, and even disseminated in-
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travascular coagulation. Therefore, efforts to develop potent and
specific antithrombotic agents are still a priority in cardiovascu-
lar medicine (4, 5).

In addition to physiologic blood coagulation inhibitors tissue
factor pathway inhibitor (TFPI), antithrombin, and heparin co-
factor I (6, 7)., a number of specific inhibitors from exogenous
sources have been identified from the salivary gland of blood-
sucking arthropods (8, 9). We have recently characterized ixola-
ris, a two Kunitz-like TFPI from the tick Ixedes scapularis (10).
Ixolaris binds to FXa or FX as scaffolds and inhibits extrinsic
Xnase. Differently from TFPI, however, ixolaris does not bind to
the active site cleft of FXa. Instead, complex formation is medi-
ated by the FXa heparin-binding exosite (11).

In the present study, we evaluated the in vivo effects of ixola-
ris on thrombus formation using a thrombosis model in rats.
After intravenous (i.v.) or subcutaneous (s.c.) administration,
ixolaris showed effective and long-lasting antithrombotic activ-
ity that was not associated with hemorrhage or bleeding. There-
fore, ixolaris may be used as a prototype to develop new anti-
coagulants targeting the extrinsic pathway.

Material and methods

Materials

Human FX was purchased from Hzmatologic Technologies
(Essex Junction, VT, USA). Activated partial thromboplastin
time (aPTT) (cephalin plus kaolin) and prothrombin time (PT)
(thromboplastin with calcium) reagents were from bioMeérieux
(Rio de Janeiro, Brazil). Anasedan (Xylazin) and Dopalen (Keta-
min) were from Agribrands (Rio de Janeiro, Brazil). NUPAGE,
MES butter, and molecular weight markers were obtained from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Animals

Adult Wistar rats (both sexes) weighing 200-250 g were housed
under controlled conditions of temperature (24 + 1°C) and light
(12-h light starting at 07:00 a.m.), and all experiments were con-
ducted in accordance with standards of animal care defined by
the Institutional Committee (Institute of Medical Biochemistry,
Federal University of Rio de Janeiro).

Ixolaris expression and purification

Recombinant ixolaris was expressed in High Five cells, using
Baculovirus expression system (Invitrogen, San Diego, CA,
USA). Ixolaris was purified through affinity chromatography on
a FX-Sepharose column (Pharmacia, Uppsala, Sweden) fol-
lowed by a Macrosphere octadecylsilica column (Altech, Deer-
field, IL, USA). One single band was observed in 4% to 12%
NUPAGE gel with MES buffer.

lodination of ixolaris

125]-labeled ixolaris (‘**I-ixolaris) was prepared by iodination
with ['#°T] sodium iodide (CNEN, Sao Paulo, Brazil) in 200 pCi/
mg of protein, using lodogen (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA) (100 pg/mg of protein) tollowing the manufacturer’s in-
structions. Free iodide was removed by extensive dialysis against
Tris-buftered saline, pH 7.4.

ool

In vitro effect of ixolaris on aPTT and PT

The in vitro eftect of ixolaris on coagulation tests aPTT and PT
was evaluated on an Amelung KC4A coagulometer (Labcon,
Heppenheim, Germany). Human blood samples were collected
from healthy donors in 3.8% trisodium citrate (9:1, v/v), and pla-
telet-poor plasma was obtained by further centrifugation at
2,000%g for 10 min. Rat plasma samples were obtained follow-
ing the same procedure. Plasma (50 pl) was incubated with ixo-
laris (10 pl)y for 2 min at 37°C, followed by addition of aPTT
reagent (50 pl, | min) and then 25 mM CaCl, (100 pl) or PT
reagent (100 pl). Time for clot formation was then recorded.

Polyacrylamide gel electrophoresis

Electrophoresis was performed in polyacrvlamide gels (PAGE)
under non-denaturing conditions, '**[-ixolaris (4.0 * 10 cpm in
320 ng) and purified FX (4.5 pg) or human or rodent plasma
were incubated at room temperature for 15 min and loaded
onto a PAGE (10% acrylamide). Gels were further exposed to
phosphorimaging (Storm. Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden).

Stasis-induced thrombosis after injection of tissue
thromboplastin

Thrombus formation by a combination of stasis and hypercoagu-
lability was induced as described by Vogel et al. (12) with slight
modifications (13). Wistar rats were anesthetized with xylazin
(16 mg/kg, intramuscularly) followed by ketamin (100 mg/kg,
intramuscularly). The abdomen was surgically opened and, after
careful dissection the vena cava, was exposed and dissected free
from surrounding tissues. Two loose ligatures were prepared |
cm apart on the inferior vena cava just below the left renal vein.
Ixolaris at the indicated doses was administered 1.v. (below the
distal loose suture) or s.c. at different times before thrombosis
induction. Tissue thromboplastin (3 mg/kg body weight) was
injected into the vena cava, and stasis was immediately estab-
lished by tightening the proximal suture. Tightening of the distal
suture was performed 20 min after administration of thrombo-
plastin, and the ligated segment was removed. The formed
thrombus was removed from the segment, rinsed, blotted on
filter paper, dried for 1 h at 60°C, and weighed. The protocol
received official approval with regard to the care and use of
laboratory animals.

Determination of radioactivity of 'l-ixolaris in rat
blood

The in vive distribution of '*I-ixolaris in rat blood was evaluated
after s.c. administration. Samples containing ~5.5 = 10° cpm (4
Hg ixolaris) were resuspended in 200 pl of phosphate-buftered
saline (PBS)and administered by s.c. route. After 3, 20, 40, or 60
h. blood was collected by cardiac puncture in EDTA (5 mM, final
concentration). Platelet-poor plasma was obtained by centrifu-
gation, and aliquots of 500 pl were placed in glass test tubes.
Radioactivity was determined in a gamma counter (LKB, Wal-
lac, Finland).

Ex vivo effect of ixolaris on aPTT and PT

The ex vivo effect of ixolaris on aPTT and PT coagulation tests
was evaluated on an Amelung KC4A coagulometer (Labcon).
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Ixolaris was administered s.c. to rats, and after 24 h blood was
collected by cardiac puncture in 3.8% trisodium citrate in (9:1,
v/v). Platelet-poor plasma was obtained by centrifugation at
2,000xg for 10 min. Plasma (50 pl) was incubated for 1 min at
37°C followed by addition of aPTT reagent (50 pl, 1 min) and
then 25 pM CaCl, (100 pl) or PT reagent (100 pl). Time for clot
formation was then recorded.

—e— aPTT

>

Clotting time (fold increase)

1.0 1.5

[Ixolaris], pg/mL

r—e— aPTT
—m— PT

Clotting time (fold increase)

0.5 1.0 1.5 2.0 25

[Ixolaris], png/mL

Figure I: In vitro anticoagulant activity of ixolaris. Ixolaris at the
indicated doses was incubated with human (A) or rat (B) citrated plasma
for 2 min. Coagulation aPTT (@) and PT (M) were determined as de-
scribed in Materials and methods. Each point represents mean + SD of
three independent determinations.

Bleeding effect

A rat-tail-transection model was used to evaluate the effect of
ixolaris on bleeding time. Ixolaris at appropriate doses was ad-
ministered s.c. and animals were anesthetized after three or 24 h,
as described above. The rat tail was cut 3 mm from the tip and
carefully immersed in 40 ml of distilled water at room tempera-
ture. The hemoglobin content in water solution (absorbance at
540 nm) was used as an estimated of blood loss (14). Appropri-
ate controls (s.c injection of PBS) were run in parallel.

Statistics

All data presented represent mean & SD. Differences in mean
values were analyzed using Student’s t-test. P-values <0.05 were
considered to be statistically significant.

Results

The in vitro anticoagulant effect of ixolaris on human plasma is
shown in Figure 1A. Ixolaris caused a dose-dependent increase
in both PT and aPTT; however, ixolaris showed a more pro-
nounced effect toward the extrinsic pathway. This was not sur-
prising since previous observations employing purified proteins
showed that ixolaris is potent inhibitor of the extrinsic Xnase
complex (10). We further evaluated the anticoagulant properties
of ixolaris onrat plasma. Figure 1B shows a similar pattern of in-
hibition towards PT and aPTT. However, ixolaris concentrations
above 0.75 pg/ml seem to produce a more pronounced eftect in
both clotting tests with a more remarkable increase in the PT.
Ixolaris forms a complex with FX, as demonstrated by non-
denaturing PAGE (10). In an attempt to detect ixolaris binding to
FX in plasma, we used '*[-ixolaris followed by identification of
complex formation using non-denaturing PAGE. Figure 2, lane
1, shows the migration patterns obtained for '*I-ixolaris; and
lane 2 shows '*I-ixolaris bound to purified FX, which displays a
slower migration pattern. Figure 2 also shows that incubation of
13 ixolaris with human (lane 3) or rat (lane 4) plasma produces
a band with a similar migration pattern observed for '*I-ixolaris
and purified FX. We have also tried to identify the FX-ixolaris

+— FX-'25|-Ixolaris

' ‘ +— 125 Ixolaris

— -

Figure 2: Detection of FX-'?®l-ixolaris complexes by PAGE.
Samples containing '®l-ixolaris and purified FX or human or rodent plas-
ma were incubated at room temperature for |15 min and then loaded
onto non-denaturing 10% PAGE. Gels were further exposed to phosp-
hoimaging. Lane I, 10 pl '*lixolaris (4.0  10* cpm); lane 2, 10 pl
"Bl-ixolaris (4.0 x 10* cpm) + 10 pl of human FX (10 uM); lane 3, 10 pl
155].ixolaris (4.0 x 104 cpm) + 20 pl of human plasma; lane 4, 10 pl
'Bl.ixolaris (4.0 x 10 cpm) + 20 pl of rodent plasma, Arrows indicate
bands corresponding to free and bound '®l-ixolaris.

0|
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complex in plasma using monoclonal antibodies against the zy-
mogen. This was not possible due to the highly heterogenous mi-
gration pattern exhibited by FX, under non-denaturing con-
ditions, either in the absence or in the presence of ixolaris.

To determine whether ixolaris exerts antithrombotic action in
vive, we used a thrombosis model inrats that combines stasis and

hypercoagulability (see Materials and methods). The control
group that received tissue thromboplastin (3 mg/kg) showed 6
100% of thrombus formation, with a mean thrombus weight of | A
5.1 +0.26 mg (n=4). In contrast, i.v. administration of ixolaris .
produced a progressive decrease on thrombus formation, with a E’ S
maximum eftect observed at 10 pg/kg (Fig. 3). —~ r
Next, the antithrombotic effect of ixolaris was tested after s.c. Em 4 - *
administration. Figure 4A shows that ixolaris was highly effec- T b
tive in preventing venous thrombosis by the s.c. route, with com- = 3L
plete inhibition attained with 20 pg/kg ixolaris. We also evalu- 8
ated the time dependence of antithrombotic activity of ixolaris. 'E I
Figure 4B shows that ixolaris (20 pg/kg) completely abolished s 2r
thrombus formation after 3 h of s.c. administration. The effect = r
persisted for 24 h and was progressively reversed thereatter. To 1+ *
confirm the prolonged half-life of ixolaris in vivo, a semiquanti- L *
tative estimate of ixolaris pharmacokinetics was obtained using ol
12]-ixolaris. Figure 5 shows that '*I-ixolaris concentration in | ‘ L |
plasma reached a peak after 3 h of s.c. administration and was 0 10 20 30 40
40% of the maximum value 20 h after administration of the anti-
coagulant. [Ixolaris], ng/kg
6 -
6 -
i 5}
= L
5+ E
= | = 4r
£ I
~ 4 - [7]
i= = 3r
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g - 3
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Figure 3: Effect of ixolaris on stasis-induced venous thrombosis
in rats. Ixolaris at the indicated doses was administered i.v. |5 min be-
fore induction of thrombosis by thromboplastin (3 mg/kg) and stasis, as
described in Materials and methods. The control group received PBS in-
stead of ixolaris. Each point represents mean + SD of three to five ani-
mals. Asterisk, p < 0.05, as compared to values observed in the absence
of ixolaris.

The effects of ixolaris on ex vivo clotting assays were then
tested. Figure 6A shows that aPTT was not affected by 40 or 100
ug/kg ixolaris. In contrast, PT values were statistically higher in

Figure 4: Effect of ixolaris on venous thrombosis in rats after
s.c. administration, A) Dose-dependence effect of ixolaris on venous
thrombosis following s.c. administration. The antithrombotic effects of
ixolaris, at the indicated doses, was evaluated after 3 h of drug adminis-
tration. Thrombosis was induced as described in Material and methods.
B) Time-dependence effect of ixolaris following s.c. administration. Ixola-
ris (20 pg/kg) was administered s.c. to animals, and thrombosis was in-
duced after the indicated times. Control group (d) received PBS instead
of ixolaris. Each point represents mean * SD of three to five animals.
Asterisk, p < 0.05, as compared to values observed in the absence of
ixolaris.

10
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relation to control for ixolaris doses higher than 20 pg/kg, show-
ing a ~0.4-fold increase at 100 pg/kg.

Finally, the bleeding effect of ixolaris was evaluated using a
tail-transection model (Fig. 7): no significant bleeding was ob-
served three or 24 h after ixolaris administration (20 ng/kg). On
the other hand, a statistically significant blood loss was observed
24 h after administration of 40 pg/kg ixolaris (see Discussion).

Discussion

Ixolaris is a two-Kunitz salivary gland protein that has been pre-
viously characterized as a potent inhibitor of the extrinsic Xnase
(FVIIa-TF) complex (10). Although ixolaris presents extensive
primary sequence homology with TFPI, it does not bind to the
FXa catalytic site. On the contrary, complex formation is medi-
ated by a number of surface-charged residues that constitute the
FXa heparin-binding exosite (11). Another striking difference
between ixolaris and TFPI is the ability of the former to form a
tight complex with zymogen FX. In fact, interaction of ixolaris
with FXa or FX is a prerequisite for inhibition of the extrinsic
Xnase complex (10).

In the present study, we demonstrated that ixolaris displays
potent anticoagulant and antithrombotic activities. In vitro as-
says performed with human plasma demonstrated a robust pro-
longation of PT and, to a lesser extent, of aPTT. The prominent
effect toward the extrinsic pathway (PT) clearly indicates the po-
tent and preferential inhibitory activity toward the FVIIa-TF
complex. The finding that ixolaris at higher concentrations also
affects the intrinsic pathway (aPTT) suggests that the inhibitor

700
. 600
E
(=}
£ 500+
2}
c
3 400 -
o
=
2 300
Q
< |
kel ‘
T 200 -
o] |
= ol |

100 - |

)
O | ! | L 1 L | ! 1 ! | L 1
0 10 20 30 40 50 60
Time after s.c. administration (h)

interferes with protrombin conversion by FXa. In fact, we have
recently demonstrated that ixolaris is a specific ligand of the FXa
heparin-binding exosite and impairs the productive assembly of
the prothrombinase complex (11). These findings are corrobor-
ated by site-directed mutagenesis studies demonstrating that the

24
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aPTT (s)

12 -

8 . |

Control 40 100

Ixolaris (ng/kg), s.c.

32

28

24 -

PT (s)

20 -

Control 20 40 100
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Figure 5: Determination of blood distribution of '**l-ixolaris
after s.c. administration. After s.c. injection of '®l-ixolaris (4 pg; 5.5
* 108 cpm), blood samples were collected at the indicated times by car-
diac puncture, and platelet-poor plasma was obtained by centrifugation.
Aliquots of 500 pl of plasma were placed in glass test tubes, and radio-
activity was determined in a gamma counter.

Figure 6: Ex vivo anticoagulant activity of ixolaris. Ixolaris at the
indicated concentrations was given s.c. to animals; after 24 h, blood was
collected, and platelet-poor plasma was obtained. Coagulation tests
aPTT (A) and PT (B) were determined as described in Materials and me-
thods. Each point represents mean £ SD of four or five animals. Asterisk,
p < 0.05, as compared to values observed in the absence of ixolaris.
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Figure 7: Determination of the bleeding effect of ixolaris. Ixola-
ris at the indicated doses was administered s.c.; after three or 24 h of
administration, the rat tail was cut 3 mm from the tip. The tail was care-
fully immersed in 40 ml of distilled water at room temperature, and
blood loss (hemoglobin content) was estimated at 540 nm after 60 min.
The absorbance detected for a group that received PBS instead of ixola-
ris was taken as control. Results represent the mean % SD of five to ten
animals. Asterisk, p < 0.05.

FXa heparin-binding exosite contains a number of specific resi-
dues implicated in zymogen recognition (15, 16).

As observed with purified FX, ixolaris forms a stable, non-
covalent complex with zymogen either in human or rat plasma.
These observations lead us to test the inhibitor using an in vivo
model of venous thrombosis. Ixolaris showed a potent anti-
thrombotic activity following i.v. or s.c. administration in rats.
Remarkably, ixolaris displays very high potency (IC5=7.5-15
ng'kg) compared with that of other antithrombotic molecules
tested in this same animal model. A number of sulfated polysac-
charides including unfractionated heparin that potentialize either
antithrombin or heparin cofactor Il present antithrombotic activ-
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