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Saliva de animais hematoéfagos: fonte de novos anticoagulantes
Saliva of hematophagous animals: source of new anticoagulants
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Esta revisdo tem como objetivo apresentar os anticoagulantes e
inibidores da agregacao plagquetaria que foram encontrados em ani-
mais hematéfagos. Esses animais precisam inibir as reacfes hemos-
taticas no local onde se alimentam no hospedeiro para realizar a
refeicdo sangliinea e também para manter o sangue fluido nos seus
préprios tratos digestivos. Devido a essa necessidade, eles desenvolve-
ram ao longo da evolugdo uma grande diversidade de substancias
que sao injetadas no hospedeiro através da saliva e que permitiram o
sucesso de seu parasitismo. Tais recursos farmacologicos podem ser
utilizados como ferramentas em pesquisa da fisiologia vascular e
hemostatica, e tém potencial uso terapéutico em doencas cardio-
vasculares. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(4):250-262.
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Introducéo

Os animais vertebrados desenvolveram me-
canismos eficientes para evitar a perda de sangue
provocada por lesdo vascular: vasocons-tri¢éo,
agregacao plaquetaria e coagulacédo sanguinea. A
ativacao plaguetaria € um processo redundante que
pode ser iniciado por varios agonistas: ADP libe-
rado de células lesadas e das préprias plaguetas,
colageno exposto dos vasos lesados, trombina
produzida apos a ativacao da cascata da coagula-
¢do e PAF (fator de agregacdo plaquetaria) libera-
do por leucécitos. Esses agonistas agem causando
um aumento de célcio citoplasmaético, o que pro-
move a ativacao das plaquetas, com alteracdo da
forma discoide para uma forma esférica irregular,
exposicao de receptores na superficie (receptores
de fator de von Willebrand e de fibrinogénio) e

secrecdo de substancias contidas em granulos (ADP,
serotonina, fibrinogénio, fator de von Willebrand,
fibronectina e PDGF - fator de crescimento deri-
vado de plaquetas).

A formacédo do coagulo de fibrina resulta de
uma série de reacOes envolvendo proteinas circu-
lantes no sangue como precursores ou formas ina-
tivas (zimogénios). Estas reacdes sdo mostradas na
figura 1. A ativacdo da cascata da coagulacdo leva a
formagé&o do fator Xa, enzima da classe das serino-
endopeptidases que converte protrombina em
trombina. A trombina é a enzima responsavel pela
converséo do fibrinogénio em fibrina. E uma serino-
endopeptidase com grande especificidade por seus
substratos, que apresenta dois sitios reguladores
distintos do sitio ativo. Essas regides, chamadas
exositios | e I, sdo carregadas positivamente e im-
portantes para a ligacdo da enzima com fibrino-
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Fig. 1 — Esquemada cascata da coagulagdo sangiinea. Os zimogénios estdo mostrados nas caixas brancas e 0s
fatores ativados nas caixas em preto. Os fatores que ndo possuem atividade enzimatica estdo em negrito. Os
fatores anticoagulantes (TFPI, proteina C ativada e antitrombina) e a plasmina estdo mostrados nos circulos

génio, receptor de plaquetas, trombomodulina potenciais de compostos Uteis na terapéutica ou

(exositio 1) e heparina (exositio I1).2 A eliminacdo como ferramentas para estudos da fisiologia dos
do coagulo é um passo essencial no processo de processos vasculares e hemostaticos.
reparo tecidual. Uroquinase e tPA (ativador tecidual Ao longo da evolugdo, as espécies de animais
de plasminogénio), duas serino-endopeptidases li- hematdfagos desenvolveram um grande reperto-
beradas pelas células endoteliais, ativam plasmi- rio de substancias anti-hemostaticas. A capacida-
nogénio circulante convertendo-o em plasmina. A de de hematofagia € um fendmeno que surgiu
plasmina, por sua vez, hidrolisa a fibrina em frag- independentemente diversas vezes no curso da
mentos sollUveis, além de degradar fibrinogénio, evolugdo. Algumas familias e mesmo géneros de
fV(a) e fVIII.2 insetos que possuem espécies hematéfagas diver-
A hematofagia estd presente em mais de 14 giram antes do aparecimento dos mamiferos, de
mil espécies de artrépodos, dentro de 14 famili- modo que mesmo espécies muito préximas apre-
as.® Para o sucesso do parasitismo, 0s animais sentam solugdes diferentes para bloquear a hemos-
hematéfagos precisam bloquear as defesas hemos- tasia dos respectivos hospedeiros.?
taticas do hospedeiro produzindo antagonistas que Além dos danos que causam com a espolia-
serdo injetados através da saliva. A caracterizacédo ¢do de sangue, muitos parasitas hematéfagos sdo
dessas substancias tem revelado uma enorme va- vetores de agentes de doencas, como a maléria, a

riedade de estruturas e funcdes e elas sdo fontes febre amarela, a dengue, a doenca de Chagas, a
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filariose, a leishmaniose, a doenca de Lyme, a
babesiose canina, a tristeza parasitaria bovina e
muitas outras.

As substancias presentes na saliva que € inje-
tada no hospedeiro modificam as caracteristicas
do tecido lesado e isto pode contribuir para a trans-
missdo de patdgenos.® Colaboraram para tal su-
gestdo estudos nos quais indculos de Leishmania
major contendo extratos de glandula salivar de
Lutzomyia longipalpis foram mais efetivos em cau-
sar leishmaniose cutanea do que 0s mesmos in6-
culos sem esses extratos.*

Por outro lado, foi mostrado que a saliva de
Rhodnius prolixus infectado com Trypanosoma
rangeli possui menos substancias anti-hemos-
taticas, o que provocaria um aumento no tempo
de procura por sangue na pele do hospedeiro pelo
inseto e favoreceria a transmissdo do patégeno.®
Deste modo, a reducéo da eficiéncia alimentar do
vetor pode ser uma vantagem seletiva para o para-
sita. A possibilidade de neutralizar a agdo dos com-
ponentes da saliva dos vetores relacionados com
0 aumento na transmisséo de patdgenos abre uma
nova possibilidade no desenvolvimento de vaci-
nas.®

As diminutas quantidades destas substancias
nos organismos dificultam seu estudo. Mesmo as-
sim, o isolamento de agentes anticoagulantes e a
caracterizacao dos seus sitios de acdo vém sendo
cada vez maior devido ao desenvolvimento da
guimica de proteinas, da biologia molecular e da
elucidagédo da bioquimica da coagulagéo.®’

A droga de escolha utilizada atualmente na
terapia anticoagulante é a heparina, que inibe trom-
bina via ativacdo da antitrombina. Embora eficaz e
amplamente usada, seu uso apresenta alguns pro-
blemas, como a necessidade de antitrombina para
acao anticoagulante, incapacidade de inativar a
trombina ligada ao coagulo e ligagdo inespecifica a
outras proteinas plasmaticas que ndo a trombina.
Isto contribui para a variabilidade da resposta a dose
e a necessidade de monitoramento freqliente para
o adequado nivel de anticoagulagédo.® Por essa ra-
z80, tem sido feito esfor¢o grande para desenvolver
novas drogas anticoagulantes.

Serdo apresentadas, a seguir, 0s principais
anticoagulantes e antiplaquetarios de animais
hematdéfagos estudados até 0 momento. A tabela 1
mostra uma lista dos organismos que produzem
estas moléculas, juntamente com suas proprieda-
des mais importantes.
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1. Anti-hemostaticos de sanguessugas

Cerca de 75% das espécies de sanguessugas
sdo hematdfagas e muitas delas podem ingerir de
duas a dez vezes seu préprio peso em sangue em
uma unica refeicdo. Esse material pode levar até
seis meses para ser digerido e uma refeicdo pode
ser armazenada por um longo periodo, podendo
chegar a um ano e meio.® As sanguessugas devem
contar, entdo, com um conjunto de substancias
potentes capazes de conservar 0 sangue em esta-
do fluido.

O primeiro inibidor de fXa encontrado em
sanguessugas foi a antistasina, isolada de glan-
dula salivar de Haementeria officinalis. Além da
atividade anticoagulante, ela apresenta ativida-
de antimetastatica.’ No processo de inibicdo (do
tipo reversivel, slow, tight-binding, com K,=0,47
nM), a antistasina é clivada pelo fXa, mas man-
tém a inibigdo.* Sua estrutura é bastante peculi-
ar, apresentando uma homologia entre as meta-
des N-terminal e C-terminal da proteina — dos seus
199 aminoacidos, os residuos 1-55 (dominio 1) sdo
56% similares aos residuos 56-110 (dominio II).
Isto sugere uma possivel duplicacdo do gene na
evolucdo da antistasina.*?

Outra molécula com atividade anti-hemosta-
tica encontrada na glandula salivar de H. officinalis
€ 0 LAPP (Leech Antiplatelet Protein). Esta molécu-
lainibe a agregacgdo plaquetéria induzida por colé-
geno por bloquear a adesdo das plaquetas ao cola-
geno.®

A sanguessuga Haementeria ghilianii utiliza
uma estratégia diferente: a glandula salivar produz
uma enzima com acéo fibrinogenolitica e um inibi-
dor de fXIlla. A hementina, fibrinogenase de 82 kDa,
€ uma metalo-endopeptidase com alta afinidade pelo
fibrinogénio (K 1 mM) (7) e a tridegina € um
inibidor pequeno (7,3 kDa) e especifico de fXllla.™*

A glandula salivar de Theromyzon tessulatum
apresenta potente atividade anti-fXa e antitrombina.
O inibidor de trombina, teromina, € um homodimero
de 14,5 kDa. A presenca de 16 residuos de cisteina
sugere uma alta estabilidade para a molécula. A
inibigéo, do tipo tight-binding, € muito potente (K.
12 fM).® O inibidor de fXa, terostasina, tem 9 kDa e
também apresenta 16 cisteinas.'®* Os doisinibidores
sdo capazes de reduzir a ativacdo de granulécitos e
mondécitos por LPS (lipopolissacarideo bacteriano),
provavelmente por também inibir peptidases que
processem moléculas sinalizadoras liberadas pelas
células ativadas. A teromina e a terostasina apre-
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Tabela 1
Moléculas anti-hemostaticas isoladas de animais hematéfagos
Animal Alvo Nome PM (kDa) K IC,, Referéncia
MOSCAS
Chrysops spp. GPllbllla Crisoptina 65 95 pM 53
Glossina morsitans trombina TTI 35 0,6 pM 49
Haematobia irritans trombina Trombostasina 9,2 51
MOSQUITOS
Aedes aegypti fXa 35,5 54
Anopheles albimanus trombina Anofelina 6,5 5,87 pM 55
Anopheles stephensi trombina 45 57
Culex quinquefasciatus PAF 40-50 58
Cullicoides variipennis fXa 28 60
Lutzomyia longipalpis 64
Simulium vittatum fXa 18 62
BARBEIROS
Cimex lectularius tenase (fVIII, 17 73
fIXa, PL)
Rhodnius prolixus trombina Rodnina) 11 0,2 pM 67
(prolixina-G
Vil Nitroforina 2 68
(prolixina-S)
ADP RPAI 19 70
Triatoma pallidipennis trombina Triabina 20 3pM 71
plaqueta Palidipina 20 72
CARRAPATOS
Boophilus microplus trombina BmAP 60 30
trombina BmAC2 1,7 31
Ixodes ricinus fXa Ixodina 6
trombina Ixina 7 27
Ixodes scapularis VIla/FT/fX(a) Ixolaris 16 30-420 pM 28
Dermacentor andersoni GPIllblila Variabilina 5 157 nM 33
Rhipicephalus fXa 65 29
appendiculatus
Amblyomma americanum trombina Americanina 12 73 pM 42
Hyalomma dromedarii trombinae fXa F6 0,72 66 nM 44
Hyalomma truncatum fXa 17 0,69 nM 45
Ornithodoros moubata fXa TAP 6,8 0,59 nM 35
plaqueta Moubatina 17 50 nM 38
trombina Ornitodorina 1pM 37
Ornithodorus savignyi fXa 12 0,83 nM 39
trombina Savignina 12 4,89 pM 40
SANGUESSUGAS
Haementeria ghilianii fibrinogénio Hementina 82 7
Xllla Tridegina 7,3 9,2nM 14
Haementeria officinalis fXa Antistasina 17 0,47 nM 10
plagueta LAPP 16 60 nM 13
Hirudo medicinalis trombina Hirudina 7 20
Macrobdella decora GPlib-lla Decorsina 4,4 1,5nM 17
Theromyzon tessulatum trombina Teromina 14,5 12 fM 15
fXa Terostasina 9 34 pM 16
NEMATODEOS
Ancylostoma caninum fXa AcAP 8,7 336 pM 74
Ancylostoma ceylanicum fXa AceAP 9,6 7
MAMIFEROS
Desmodus rotundus fXa Draculina 88,5 15 nM 78
plasminogénio  DSPA 44 80
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sentam alto grau de identidade entre si e com a
seqUiéncia datessulina, uminibidor de tripsina pre-
sente neste mesmo animal, sugerindo que estes
inibidores tenham evoluido de um gene ancestral
que, ap6s duplicacao génica, tenha divergido e ge-
rado peptideos com especificidades por alvos dife-
rentes.’

A sanguessuga Macrobdella decora inibe a
agregacao plaquetéria do hospedeiro através da
decorsina, um peptideo pequeno (4,4 kDa) de pl
(ponto isoelétrico) acido com estrutura rigida
mantida por trés pontes dissulfeto. Apresenta a
sequiéncia de aminoéacidos — argininil-glicil-aspartil
— (conhecida como motivo RGD) envolvida no re-
conhecimento do receptor plaquetario de fibri-
nogénio glicoproteina libllla (GPIIbllla), inibindo
a ligacdo do fibrinogénio ao seu receptor.*

Mas, sem duvida, a hirudina é o anticoa-
gulante de sanguessuga mais estudado até hoje.
Ela foi primeiro descrita por Haycraft, em 1894,
como anticoagulante presente na glandula salivar
de Hirudo medicinalis, e isolada em 1967 por
Markwardt.”®* A hirudina é um peptideo inibidor
de trombina de 7 kDa, composto por uma Unica
cadeia de 65 residuos de aminoacidos com trés
pontes dissulfeto intracadeia. Sua por¢do N-termi-
nal é globular e fortemente compacta devido a pre-
senga das trés pontes dissulfeto, enquanto sua
porcdo C-terminal é linear, com numerosos resi-
duos carregados negativamente. Esses Ultimos re-
siduos de aminodacidos reagem com o exositio | da
trombina, enquanto os residuos da porgdo N-ter-
minal interagem com o sitio catalitico. Esse padrédo
de interacdo explica porgue a hirudina é altamen-
te especifica para trombina e nédo se liga a outras
serino-endopeptidases.?

A disponibilidade de hirudina recombinante
tem permitido grande avanco nos estudos farma-
cologicos e de uso clinico. O estudo das caracteris-
ticas da ligacdo da hirudina a trombina levou ao
desenvolvimento de pequenos compostos sintéti-
cos contendo apenas os dominios necessarios para
ligacdo a trombina.”

Um desses compostos, a bivalirudina (origi-
nalmente nomeada hirulog) tem sido investigada
em muitos estudos clinicos e foi aprovada para
uso como anticoagulante em angioplastia coro-
nariana nos Estados Unidos e Nova Zelandia.® Tra-
ta-se de um peptideo sintético de 20 aminoacidos
gue interage simultaneamente com o exositio | e
com o sitio catalitico da trombina e produz uma
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inibicdo transitoria, ja que a por¢do da molécula
ligada ao sitio ativo é clivada e liberada enquanto
a porc¢do ligada ao exositio | permanece ligada.
Uma grande vantagem da bivalirudina é a sua ca-
pacidade de inibir a atividade da trombina ligada
ao coagulo.?

Estudos clinicos mostraram que a bivalirudina
¢ eficaz como droga anticoagulante durante angio-
plastia coronariana, sem apresentar complicagfes
hemorragicas.?? A comparacdo dos efeitos da biva-
lirudina com heparina concluiu que o uso de
bivalirudina tem eficacia similar ao uso da heparina
mas com menor risco de sangramento.? Por outro
lado, o uso da bivalirudina no tratamento de
infarto agudo do miocardio reduziu o risco de novo
infarto, quando comparado a heparina e em asso-
ciacdo com aspirina e estreptoquinase, mas ocasi-
ona um aumento no sangramento.?* Uma outra apli-
cagdo potencial da bivalirudina seria na trombo-
citopenia induzida por heparina, condi¢do na qual
0 uso da heparina é contra-indicado. Os estudos
realizados até 0 momento sugerem que a biva-
lirudina pode ser util nestes casos, mas estudos
mais rigorosos deverao ser feitos.”

2. Anti-hemostaticos de carrapatos

Os carrapatos hematdfagos sdo ectoparasitas
gue inserem suas pecas bucais na derme do hos-
pedeiro e permanecem fixados por varios dias.
Estes parasitas devem inocular pela saliva um con-
junto de substancias que inibam rea¢cdes hemos-
taticas, inflamatdrias e imunolégicas que seriam
desenvolvidas pelo hospedeiro durante o prolon-
gado contato.

2.1 Familia Ixodidae (carrapatos duros)

Sabbatani, em 1899,% foi o primeiro a demons-
trar que extratos de corpo inteiro de Ixodes ricinus
previnem a coagulacéo sangiiinea. Mais tarde, essa
atividade foi caracterizada como um inibidor de fXa
e denominada de ixodina.® I. ricinus apresenta tam-
bém um inibidor de trombina denominado ixina,
gue inibe também a agregacao plaquetaria induzida
por trombina.”

Recentemente, foi obtido a partir de uma bi-
blioteca de DNAc (DNA complementar) de glan-
dula salivar de Ixodes scapularis (I. dammini) um
clone de DNAc com homologia ao inibidor da via
extrinseca da coagulacao TFPI (tissue factor pathway
inhibitor). A proteina recombinante obtida é um
inibidor especifico de fVIla/FT (fator teciadual)
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dependente de fX ou fXa. O ixolaris, como esse
inibidor foi chamado, apresenta similaridade com
membros da familia de inibidores Kunitz. O meca-
nismo de acdo proposto para o ixolaris é a intera-
¢do com fVIla/FT via dominio Kunitz 1 e com fX(a)
via dominio Kunitz 2, formando um complexo
quaternario fVIla/FT/ixolaris/fX(a).?

Rhipicephalus appendiculatus apresenta um
anticoagulante de alto peso molecular na glandula
salivar. E uma proteina de 65 kDa que inibe pro-
trombinase.® O carrapato bovino Boophilus
microplus, que causa prejuizos anuais de cerca de
2 bilhdes de ddlares a bovinocultura brasileira,
conta com dois inibidores para a mesma etapa da
coagulacdo sangiiinea, a inibicdo de trombina im-
pedindo a formacdo de fibrina. Um desses inibi-
dores purificados de saliva, BmAP (Boophilus
microplus Anticoagulant Protein), é uma proteina
de 60 kDa, enquanto o segundo, BmAC2, é um
peptideo de apenas 1,7 kDa. Ambos inibem a agre-
gacdo plaquetaria induzida por trombina, mas
interagem com a enzima de maneira diferente. O
BmAP liga-se ao sitio ativo e provavelmente ao
exositio 1.** O BmAC2, por sua vez, provavelmen-
te liga-se apenas ao exositio I, ja que o anticoa-
gulante inibe a atividade da trombina sobre
fibrinogénio e sobre substrato peptidico sintético
longo, mas ndo altera a atividade da enzima sobre
substratos sintéticos de cadeia peptidica com pe-
gueno numero de residuos de aminoacidos.™

Outros alvos de anticoagulantes de glandu-
las salivares de carrapatos sdo os fatores V e VII,
como no caso de Dermacentor andersoni.® A sali-
va deste carrapato possui ainda um peptideo de 5
kDa, denominado variabilina, que inibe a agrega-
cdo plaquetéaria induzida por ADP, colageno e
trombina, e também inibe a adesdo do fibrinogénio
a GPlIbllla. Este peptideo contém a seqliéncia RGD,
envolvida no reconhecimento do receptor
plaquetario GPIIbllla.*®

2.2 Familia Argasidae (carrapatos moles)

Dentro dessa familia, o género Ornithodoros
€ 0 mais bem estudado, apresentando atividades
anti-fXa, antitrombina e antiagregacao plaquetaria.
Hellmann e Hawkins* descreveram a presenca de
atividade anticoagulante em glandula salivar, in-
testino, embriBes e fluido coxal de Ornithodoros
moubata, caracterizando-a como antitrombina. Pos-
teriormente, Waxman e colegas® isolaram um inibi-
dor de fXa que denominaram de TAP (Tick

255

Anticoagulant Peptide). Através de técnicas de
DNA, este inibidor foi obtido nas quantidades
necessarias para estudos de caracterizacdo da
molécula e estudos pré-clinicos. O TAP é um
peptideo de 6,8 kDa e pl &cido, com inibi¢do do
tipo reversivel, slow, tight-binding e K,=0,59 nM.
Estudos comparando TAP recombinante e heparina
em modelo de trombose arterial em primatas mos-
traram que ele inibe a formacgdo do trombo sem
efeitos adversos na hemostasia primaria.*

O inibidor de trombina, ornitodorina, é um
peptideo potente (K = 1 pM), que liga-se ao sitio
ativo da enzima através de sua extremidade N-ter-
minal e ao exositio | através da extremidade C-
terminal.*” Deste carrapato foi ainda isolado um
inibidor de agregacdo plaquetaria de 17 kDa, a
moubatina. Ela é especifica para agregacédo
plaquetaria induzida por colageno mas nao tem
efeito sobre a adesdo de plaguetas ao colageno.*®

Outro carrapato do mesmo género, O.
savignyi, também apresenta varias atividades anti-
hemostaticas. Um inibidor especifico de fXa iso-
lado de glandula salivar, de 12 kDa, apresenta
similaridade com TAP, e K. semelhante (0,83 nM),
com inibicdo tipo competitiva, slow, tight-
binding.*

A savignina, inibidor de trombina de glandu-
la salivar, apresenta homologia com um anticoa-
gulante de O. moubata, a ornitodorina. E um pepti-
deo de 12,4 kDa especifico para trombina. Este
inibidor liga-se ao sitio ativo e ao exositio | e tam-
bém inibe a agregacdo plaquetaria induzida por
trombina.*

A saliva de Amblyomma americanum inibe
fXa e trombina. O inibidor de trombina foi puri-
ficado a partir de extratos de glandula salivar e
caracterizado como sendo um potente (K =73 pM)
peptideo de 12 kDa, denominado americanina.*

Embrido e ninfas do carrapato de camelo
Hyalomma dromedarii apresentam atividade anti-
coagulante. Em embrido, ha um peptideo de 720
Da que inibe trombina e fXa com afinidades seme-
Ihantes (K. = 65 nM).* Em ninfas, um inibidor néo-
competitivo de fXa de 15 kDa, também age sobre
trombina.** O carrapato H. truncatum possui um
inibidor ndo-competitivo de fXa de 17 kDa na glan-
dula salivar.*

3. Anti-hemostéaticos de moscas
As moscas hematéfagas causam lesdes de ca-
pilares e alimentam-se ingerindo o sangue resul-
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tante destes hematomas. Substancias anti-hemos-
taticas presentes na saliva desses animais ajudam
a promover a formacdo desses hematomas.*

O primeiro relato de atividade anticoagulante
na mosca tsé-tsé (Glossina morsitans morsitans)
foi feito em 1966 por Hawkins,* que detectou um
ativador de plasminogénio na glandula salivar e
uma atividade anticoagulante atribuida a um
inibidor de trombina. Foram também encontradas
duas fracdes com inibidores da agregacédo pla-
guetéria; um componente de alto peso molecular
(>30 kDa) com atividade ADPasica e inibidora da
agregacao plaquetaria induzida por ADP, colageno
e adrenalina, e um componente de menor peso
molecular (11-13 kDa) que inibe a agregacéo
plaguetaria induzida por trombina.* Esta molécu-
la, o TTI (Tsetse Thrombin Inhibitor) é um peque-
no peptideo (3,5 kDa) com alta atividade inibito-
ria (K. = 0,6 pM) sobre trombina.®

Estudos posteriores mostraram que 0 gene
que codifica o TTI é expresso na glandula salivar
€ no intestino, e a expressdo é induzida pela ali-
mentacdo. Esse anticoagulante apresenta entdo
funcdo dupla: evitar a coagulacdo sangliinea no
local da lesdo no hospedeiro, permitindo a alimen-
tacdo, e manter o sangue fluido no trato digestivo
do parasita.®®

A mosca-dos-chifres, Haematobia irritans,
espécie na qual ambos os sexos sdo hematéfagos,
também contém um inibidor salivar de trombina,
a trombostasina. Essa molécula, de 9,2 kDa e pl
acido, inibe a agregacgdo plaquetaria induzida por
trombina e bloqueia a atividade da enzima ligan-
do-se ao seu sitio catalitico.*

As moscas da familia Tabanidae, conhecidas
como mutucas, tém na glandula salivar inibidores
de trombina, que por técnicas cromatogréaficas,
parecem ser diferentes em cada espécie estudada
(Hybomitra muehlfeldi, Tabanus autumnalis,
Haematopota pluviaris e Heptatoma pellucens).

Na glandula salivar de mutucas do género
Chrysops foi encontrado um potente inibidor de
agregacao plaquetaria induzida por trombina, ADP
e colageno. Esse inibidor, crisoptina, € uma prote-
ina de 65 kDa que age como antagonista do recep-
tor GPIIbllla, impedindo a ligacdo de plaquetas ati-
vadas ao fibrinogénio, com alta afinidade (IC, 95
pM). Uma vez que esta proteina ndo possui o mo-
tivo RGD, ela ndo age da mesma forma que as
desintegrinas encontradas em veneno de serpen-
tes.®
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4. Anti-hemostéaticos de mosquitos

A coagulacao sangiiinea tem um papel limita-
do na prevengdo da perda de sangue provocada
por lesbes vasculares pequenas, como é 0 caso
das picadas de mosquito. Para a manutenc¢do do
hematoma no qual o mosquito se alimenta, pare-
ce que a acdo de anticoagulantes nao seria neces-
saria. Anticoagulantes de mosquitos devem servir
principalmente para manter o fluxo de sangue nas
pecas bucais.** Além disso, substancias anti-hemos-
taticas presentes na saliva de mosquitos facilitam
a procura por sangue no hospedeiro e reduzem a
duracdo do contato com o hospedeiro. Isso au-
mentaria a sobrevivéncia do inseto, ja que muitos
hospedeiros matam os mosquitos ou impedem-nos
de se alimentarem através de movimentos.*

O mosquito transmissor da malaria Anopheles
albimanus possui um inibidor de trombina na glan-
dula salivar (a anofelina). Este peptideo de 6,5 kDa
inibe tanto a atividade prd-coagulante da enzima
como sua atividade pro-agregacao plaquetaria. A
anofelina age sobre a trombina ligando-se simul-
taneamente ao sitio ativo e ao exositio I, com alta
afinidade (K. = 5,87 pM), produzindo uma inibi-
¢do do tipo competitiva slow, tight binding.%* Di-
ferentemente, a saliva de Anopheles stephensi pos-
sui um inibidor de trombina de 45 kDa.*

A atividade anticoagulante das glandulas sa-
livares de fémeas do transmissor da febre amarela
e da dengue, Aedes aegypti, é dirigida ao fator Xa.
O inibidor de 54 kDa é termolabil e apresenta si-
milaridade com os membros da familia das
serpinas, inibidores de serino-endopeptidases lar-
gamente distribuidos na natureza.*

O mosquito Culex quinguefasciatus apresenta,
em sua saliva, uma inédita atividade fosfolipasica
C especifica para o fator de ativacdo plaquetaria,
batizada de “PAF-fosforilcolina-hidrolase”. A enzima
responsavel por esta atividade, provavelmente,
promove uma modulagdo negativa nas respostas
inflamatérias no hospedeiro, ja que, no homem, o
PAF é um importante mediador de interagcdes
intercelulares. Em alguns animais, como nas aves,
o PAF é forte agonista da agregacdo plaquetaria, o
gue indicaria a adaptacdo desse mosquito a ou-
tros hospedeiros, antes dos humanos.®®

Membros da familia Culicinae ( Culex spp., Aedes
spp.) contém inibidores de fXa, enquanto os da fami-
lia Anofelinae (Anophelesspp.) contém antitrombina.
Esse fato pode refletir a adaptacdo a hospedeiros
preferidos, devido as mudangas apresentadas na
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hemostasia dos vertebrados, ou a evolugéo indepen-
dente apoés separacdo das duas subfamilias.®

O mosquito-pélvora Cullicoides variipennis
apresenta um inibidor de fXa de 28 kDa em seu
arsenal anti-hemostatico.®

Anticoagulantes sintetizados por membros da
familia Simuliidae (borrachudos) sédo direcionados
aviacomum da cascata da coagulacao, tendo como
alvos o fator Xa, em Simulium metallicum e S.
ochraceum, e o fator Xa e trombina, em S. argus e
S. vittatum.®* Essa Ultima espécie foi melhor estu-
dada, e o inibidor de fXa de gléandula salivar foi
purificado e caracterizado como sendo uma prote-
ina de 18 kDa com inibicdo do tipotight-binding.®
Foi ainda isolado de glandula salivar desta espé-
cie um outro anticoagulante cujo alvo € o fator V
da coagulacio.®

O estudo das atividades farmacoldgicas pre-
sentes na glandula salivar do mosquito-palha,
Lutzomyia longipalpis, transmissor daLeishmania
sp., seguiu uma abordagem diferente da usualmente
empregada, que comeca pela identificacdo de com-
postos ativos e sua purificacdo até a obtencdo da
seqliéncia primaria da proteina de interesse.

Ribeiro e colegas® analisaram diretamente
clones de DNAc glandula-especificos obtidos de
uma biblioteca de DNAc de glandula salivar. Fo-
ram isolados clones que apresentaram homologias
com DNAc codificadores de proteinas que podem
estar relacionadas com a hematofagia.® Este acha-
do é coerente com as atividades encontradas na
saliva: apirasica, 5’-nucleotidésica, hialuronida-
sica, anticoagulante e ainda a presenca de um
peptideo contendo o motivo RDG (relacionado com
inibicdo da agregacdo plaquetaria).

5. Anti-hemostaticos de barbeiros

Assim como nos mosquitos, a saliva dos
triatomineos, injetada durante a fase exploratoria,
tem grande importancia na localiza¢do dos vasos
sanguineos.*

Hellmann e Hawkins®% foram os primeiros a
estudar anti-hemostaticos em Rhodnius prolixus.
Foram detectadas duas atividades anticoagulantes:
uma no trato digestivo, caracterizada como anti-
trombina (nomeada prolixina-G), e outra na glan-
dula salivar, atribuida inicialmente a inibicdo do
fator VIII pela prolixina-S.

Friedrich e colegas isolaram, em 1993, um
inibidor de trombina de extratos de corpo inteiro
de R. prolixus, nomeado rodnina, que correspon-
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deria a prolixina-G. O inibidor de 11 kDa e pl aci-
do é especifico para trombina, com a qual forma
complexo 1:1 com alta afinidade (K, = 0,2 pM).

A nitroforina 2, também denominada pro-
lixina-S, € uma heme-proteina de 20 kDa. O alvo
do anticoagulante foi determinado como sendo a
tenase intrinseca, formada pelos fatores VIII, 1Xa,
célcio e fosfolipideo.® Mais tarde, Isawa e cole-
gas®® mostraram que a nitroforina 2 liga-se ao flXa
interferindo na sua associa¢do com fosfolipidios
na composicdo do complexo datenase intrinseca.
O anticoagulante liga-se também ao flIX, inibindo
sua ativacdo pelo fXla e pelo complexo fVII-FT.

Além de anticoagulantes, R. prolixus dispde
também em suas glandulas salivares de dois inibi-
dores de agregacdo plaquetaria, RPAI-1 e RPAI-2
(Rhodnius prolixus Aggregation Inhibitor). Eles ini-
bem a agregacdo plaquetaria induzida por cola-
geno, por acido araquiddnico e por baixas con-
centracBes de ADP. O mecanismo de agao € por
sequiestro de ADP, sem atividade ADPasica, impe-
dindo assim as respostas das plaquetas a este
agonista. A confirmacao deste mecanismo veio com
a analise do DNAc, que mostrou homologia entre
o inibidor e proteinas da familia das lipocalinas,
proteinas dotadas de uma cavidade adaptada para
ligar pequenas moléculas.”

O barbeiro Triatoma pallidipennis conta com
duas proteinas salivares que atuam sobre eventos
anti-hemostaticos distintos: a triabina, inibidor de
trombina, e a palidipina, inibidor da agregacéo
plaguetaria induzida por coladgeno. A triabina é
um inibidor especifico da trombina, forma com-
plexo 1:1 ndo covalente e é capaz de inibir a agre-
gacdo plaquetéria induzida por trombina. Prova-
velmente a interacdo com a enzima déa-se somente
pelo exositio I, ja que a triabina ndo inibe a ativi-
dade amidolitica sobre substratos sintéticos peque-
nos (ocorre no sitio ativo), mas inibe a clivagem
do fibrinogénio e a ativacdo de proteina C por
trombina-trombomodulina (a¢des mediadas pelo
exositio I). A constante de inibi¢ao é extremamen-
te baixa (3 pM).™ A palidipina inibe especificamen-
te a agregacdo plaquetaria induzida por colageno.
Ela ndo altera a adesdo das plaquetas ao colageno,
mas inibe a liberacdo de ADP por plaquetas e pa-
rece bloquear a transducdo de sinal que leva a
ativacdo plaquetaria.™

A glandula salivar do percevejo Cimex
lectularius possui um anticoagulante que inibe a
ativacdo de fX a fXa pela tenase intrinseca (forma-
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da pelos fatores VIII, IXa, célcio e fosfolipideo).
Este anticoagulante ndo inibe fIXa e nem fVIII, e,
possivelmente, liga-se ao zimogénio fX, impedin-
do sua ativagdo.™

6. Anticoagulantes de anciléstomas

Alguns helmintos também dependem da
hematofagia como fonte alimentar. Em 1995,
Cappello e colegas™ isolaram um inibidor especi-
fico de fXa de extratos de corpo inteiro do nema-
tédeo Ancylostoma caninum, AcAP (Ancylostoma
caninum Anticoagulant Protein). Ele foi caracteri-
zado como um peptideo de 8,7 kDa que inibe a
conversdo da protrombina em trombina. Utilizan-
do estratégias de clonagem molecular, Stanssens e
colegas™ caracterizaram uma familia de peptideos
anticoagulantes correspondentes ao ja descrito
ACAP. Esses peptideos homdlogos (AcAP5, ACAP6
e AcAPc2) inibem a formac&o de trombina pela pro-
trombinase, possuem dez cisteinas, pl acido e apre-
sentam similaridade com membros da familia de
inibidores de serino-endopeptidases de Ascaris, 0s
quais sdo clivados pela enzima-alvo (fXa) durante
a inibicdo. AcAP5 e AcAP6 inibem a atividade do
fator Xa ligando-se ao sitio ativo da enzima, e o
ACcAP5 inibe também fXla. Por outro lado, AcAPc2
age sobre o complexo fVI1a/FT na presencga de fXa,
sendo que o mecanismo de a¢do proposto envol-
ve a ligagdo do AcAPc2 ao exositio do fXa, com a
formacdo de um complexo inibitério quaternario
entre AcAPc2/fXa/fVIla/FT.

Outro anciléstoma, parasita de humanos, A.
ceylanicum, possui atividades anticoagulante e
antiagregacdo plaquetaria induzida por colageno
e ADP (76). Baseados na sequiéncia de aminoacidos
dos anticoagulantes de A. caninum, AcAP5 e
AcAPc2, foram construidos oligonucleotideos ini-
ciadores utilizados na identificagdo e isolamento
de um clone de DNACc a partir de uma biblioteca de
DNAc de A. ceylanicum. O peptideo recombinante,
AceAP1, é um inibidor especifico de fXa de 9,6
kDa, homologo a familia de inibidores de serino-
endopeptidases de Ascaris como AcAP5 e AcAPc2.”

7. Anticoagulantes de morcegos

O mamifero hematéfago morcego-vampiro,
Desmodus rotundus, conta com o inibidor de fator
Xa denominado draculina em sua saliva. E uma
glicoproteina de 88,5 kDa e pl 4cido cuja ativida-
de é dependente da correta glicosilagcdo da molé-
cula.™®"
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Além da draculina, 0 morcego conta ainda com
um ativador de plasminogénio, Bat-PA ou DSPA
(Desmodus Salivary Plasminogen Activator), em sua
saliva. E uma glicoproteina que apresenta trés va-
riantes truncadas, Bat-PA H, | e L de 44, 40 e 38
kDa respectivamente, e alta identidade com t-PA
(ativador tecidual de plasminogénio). Sua ativida-
de é aumentada 45.000 vezes na presenca de
fibrina, 0 que parece interessante para a terapia
fibrinolitica em casos de trombose.®® Estudos em
animais mostraram que o DSPA teve potente efei-
to trombolitico e reduziu a reoclusdo do vaso
guando comparado ao t-PA. Esses estudos reve-
lam ainda vantagens do DSPA sobre t-PA, como a
afinidade extremamente alta pela fibrina e o pro-
longado tempo de meia-vida plasmatica.”®!

Conclusédo

A chave para o sucesso do parasitismo de
animais hematéfagos esta na habilidade de se eva-
direm do repertério de agonistas imunofarma-
cologicos do hospedeiro através da producdo de
antagonistas salivares especificos.

O estudo destas substancias tem revelado uma
enorme diversidade nas solugdes encontradas para
a hematofagia. A hematofagia tem origem poli-
filética, mas a evolucdo convergente tem equipa-
do muitos hematéfagos com recursos semelhantes
para a alimenta¢do sangiinea, ndo sé entre
artrépodos mas também nos morcegos, ancilds-
tomas e sanguessugas.*

Essa diversidade natural de compostos pode
ser util em terapéutica ou em pesquisas biomédicas.
O isolamento dessas substancias é limitado nado
so pelas dificuldades em obter saliva destes ani-
mais mas também pelo fato de que estdo presen-
tes em quantidades muito pequenas. Como a gran-
de maioria das substancias anticoagulantes sédo
peptideos ou proteinas, avangos nos métodos em
biotecnologia e sintese abrem novas possibilida-
des para obtencao desses anticoagulantes em quan-
tidades suficientes para estudos clinicos e pré-cli-
nicos.

O desenvolvimento nesse campo tem sido fa-
cilitado por tecnologias como procedimentos de
separacdo de proteinas com alta eficiéncia, micro-
técnicas de seqlienciamento de proteinas e identi-
ficacdo da estrutura. Além da biotecnologia, espe-
cialmente os avangos da biologia molecular per-
mitem a producdo de algumas destas substancias
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nas quantidades necessarias para investigacdes bi-
oquimicas, farmacoldgicas, imunoldgicas e de es-
tudos pré-clinicos e clinicos.%” Novas abordagens
serdo possiveis com o estudo de genomas e
proteomas, com um conhecimento mais amplo das
substancias que estdo sendo sintetizadas e suas
origens.

Muitos compostos isolados de animais hema-
téfagos ou analogos desenhados a partir deles tém
sido testados para desenvolver drogas mais espe-
cificas e seguras, com menos efeitos colaterais sisté-
micos como hipotensdo e prolongamento do tem-
po de sangramento. Esta perspectiva é assegurada
pelos estudos pré-clinicos e clinicos ja realizados
com algumas destas moléculas, especialmente os
resultados do emprego da hirudina em doencas
cardiovasculares. O grande repertério de mo-
léculas com propriedades inibitdrias, imunoldgicas
e farmacocinéticas diferentes assegura que drogas
anticoagulantes com propriedades mais adequa-
das para o uso clinico estardo disponiveis em um
futuro ndo distante.

Abstract

In this review, we present anticoagulants and inhibitors
of platelet aggregation isolated from hematophagous
animals. These animals have to inhibit, at the site of
injury, the host hemostasis in order to blood-feed and
maintain the blood fluid inside their digestive tract.
During evolution, hematophagous animals developed
a diversity of anti-homeostatic substances that are
injected into the host through their saliva and that are
crucial to successful parasitism. These anti-homeostatic
substances could be used as tools in vascular physiology
investigation and they also have potential therapeutic
applications. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25
(4): 250-262.

Key words: Hematophagous; saliva; anticoagulant;
antiplatelet.
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