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Relatdric descritivo da patente de invencdo para: “USO DE
INIBIDORES DE PROTEASES ISOLADCS DO TRIATOMA INFESTANSY .

CAMPO DA INVENCGAO

A presente invengdc se refere ao uso de inibidores de
proteases, mais egpecificamente, do fatcocr XIIa isolados do
barbeiro Triatoma infestans para © tratamento de doengas
hemorrdgicas e tromboliticas, em métodos diagndésticos ou no
recobrimento de tubulagdes e demais superficies que compdem
um sistema de circulac¢dao extracorpdreo, bem como um kit
para diagndéstico de doencas hemorragicas e tromboliticas
compreendendo 0OS mMesmes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O fator XII é uma das enzimas iniciadoras do processo
de coagulacdo sanglinea e & fracamente ativado (ativagado
ndo proteolitica) quando expostc a superficies negativas
(como o colagenco subendotelial). O fator XII ativado ativa
o fator XI em fator XIa, a precalicreina em calicreina e o
plasminogénio em plasmina através da hidrélise contrclada
dos mesmos. A calicreina por sua vez & capaz de ativar o
fator XITI em fator XIIa (ativagdo hidrolitica). 2Assim, o
fator XIIa participa ndoc apenas da coagulacgdc através da
hidrdlise do fator XI como também estd pregente em outros

processos fisioldgicos como a inflamagdo, fibrindlise e
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sistema complemento [Fuhrer e cols., 19%90]. O fator XITa &
um iniciader indireto do processo fibrinolitico devido a
sua capacidade de ativar precalicreina, e esta ativa o UuPA
("urokinase plasminogen activator”). A calicreina também
produz a bradicinina, esta induz a liberagdo de tPA
(*tissue plasminogen activator”) in vive gue juntamente com
0 uPA ativam o plasminogénio a plasmina, esta responsavel
pela degradac¢do dos polimeros de fibrina [Braat e cols.,
1999} . Em concentragdes plasmiticas o fator XIIa € um
importante ativador direto de plasminogénio a plasmina
[Schousboe e cols., 1999].

0 fator XIfa atua ndo s6 no sistema hemostatico como
também no sistema complemento, através da ativacdao do
componente Clr. O fator XIIa também ativa indiretamente o
C3 a C3a através da ativagdo de trombina e plasmina, estes
responsiveis pela ativagdo do C3 [Fuhrer e cols., 1990]. O
fator XIIa também participa da inflamagdo através da
ativacdo de calicreina gue desempenha um importante papel
na inflamacdo [Maeda e cols., 19992] liberando cininas e
outras moléculas mediadoras do processo inflamatdrio, bem
como produzindo indiretamente fatores quimiotaticos
[Muldbjerg e cols., 1993}.

Em casos de infarto agudo do miocardio, dentre os

tratamentos utilizados, encontra-se a administragdc de
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agentes tromboliticos {em geral, ativadores de
plasminogénio) que tém como fungdc dissolver os trombos de
fibrina formados [Gulba 1991]. No entanto, a plasmina
gerada desencadeia, posteriormente, ) processo de
coagulacdc sanglinea através da ativagdo do sistema de
contato © que pode levar, ndo raramente, a uma falha na
digsolucdo do trombo ou mesmo na reoclusdo da artéria recém
desobstruida [Ewald 1995]. Latacha e colaboradores [Latacha
2004] mostraram que a ativagfo paradoxal da coagulagdo esta
diretamente ligada & ativagdo do fator XII pela plasmina.
Para contornar tais efeitos, geralmente & wutilizada a
administragdo de heparina, mas o uso desta também traz
efeitos colaterais  complicadores como episddios de
hemorragia {Szabo 2002]. Szabo [Szabo 2002] propde que o
uso de fibrinoliticos mais especificos deve levar a uma
menor ativacdo da fase de contato o que levaria a uma
diminuicdo dos efeitos indesejados desse tratamento que, em
conjunto com a administragdo de outros farmacos, poderia
levar a uma diminuic¢do na dose de uso de heparina, o que
acarretaria numa reducao de riscos e complicagdes. Nesse
cenario, o uso de inibidores especificos da via de contato
mostrou-se interessante como ferramenta e essa estratégia
vem sendo testada como no caso da aprotinina mutada

[Braufreton 1997; Bierlein 2005], um mutante do BPTI. Desta




10

15

20

4/21

measma forma, o ugo dos mutantes de infestina 4 em
combina¢do com a heparina, permite que a gquantidade de
heparina por dose seja menor, sem gque o efeito seja
diminuido. Uma menor quantidade de heparina por dose leva a
uma diminuicdo nos riscos e efeitos colaterais da mesma.

A transmissdo de doengas contagiosas como AIDS,
hepatite B e C associadas & transfusdo sangliinea tem sido
motivo de precocupagdc para pacientes e médico-cirurgides
[Duchow 2001]. Em vista disso, a autotransfusdo vem sendo
utilizada em cirurgias ortopédicas, a fim de diminuir as
perdas sanguineas e consequentemente diminuir a necessidade
de sangue heterdlogo. Atualmente, vem sendo utilizada a
doagdo pré-operatdria e a re-infusdo de sangue drenado na
cirurgia para tais fins. Diversos trabalhos vém descrevendo
o8 prds e contras de cada técnica, mas geu uso ainda é
muito controverso. Especificamente no caso da re-infusdo, a
ativacdo do sistema do complemento vem sendo um dos
possiveis fatores gue levam as complica¢des [Palatianos
2003] . Neste caso, inibidores especificos de enzimas do
gistema de contato (em especial os mutantes de infestina 4)
podem ser utilizados durante essas cirurgias a fim de
diminuir as chances de episddios de trombose pds-
cirtrgicos, impedindo a ag¢do do fator XITa, a enzima

proteolitica iniciadora da fase de contato.
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Da mesma forma que as infestinas mutantes podem ser
utilizadas em c¢irurgias na autotransfusdc e re-infusao
sangiiineas, as mesmas podem vir a ser wutilizadas em
cirurgias cardiacas onde ha a realizagao do '"bypass"
(desvio) cardio-pulmonar (BCP). Para a realizagdo do BCP,
sio injetadas sistemicamente grandes doses de heparina a
fim de reduzir o risco de trombose no paciente, e tal
procedimento acarreta riscos e efeitos colaterais ja
descritos antes [Wagner 1994]. Neste caso, os 1inibidores
aqui apresentados, se utilizados, poderiam vir a diminuir a
dose de heparina necessdria, diminuindo-se assim 0s riscos
aos pacientes. Nos casos de BCP, a inibig¢do do fator XIIa
pode vir ainda a ser benéfica no controle do processo
inflamatério uma vez que a ativag¢do deste através do
sistema de contato, & um dos fatores pds-operatdérios que
aumenta o tempo de permanéncia de paciente na UTI [Taylor
1996; Cremer 1996] .

Ainda no caso da BCP, as infestinas mutantes podem vir
a serem utilizadas como um dos componentes do "coating"
{cobertura em forma de uma fina camada) das membranas e
tubulagdes da maguinaria do BCP. Diversgos tipos de
cobertura véem sendo desenvolvidos e testados, no entanto,
nio ha uma solucdo definitiva para tal [Palatianos 200317,

pois mesmoc utilizando-se uma cobertura com heparina ou
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derivados, héd a geracido de fator XIIa bem como de trombina,
esta resultante em parte da ag¢do do fator XIIa. Assim, o
inibidor poderia eventualmente ser utilizado no
desenvolvimente ou mesmo come um dos componentes de
cobertura de superficies.

Embora altos niveis de fator XIIa plasmaticos nao
sejam causadores da doenca coronariana, os mesmos
apresentam uma correlag¢do linear com a calcificagao da
artéria coronariana [Colhoun 2002]. O grau de calcificagdo
da artéria coronariana pode ser utilizado comc marcador da
arteriosclerose coronariana, que &€ um fator de risco para
doencas coronarianas [Colhoun 2002; Colhoun 2000]. Assim,
inibidores especificos de fator XIIa podem ser utilizados
no desenvolvimento de métodos alternativos para a
quantificagdo desta protease dada a sua importdncia clinica
na determinacdo de grupos de risco para arteriosclerose
coronariana. Recentemente, Lo e Diamond [Lo 2004]
desenvolveram um método de "high-throughput" (grande
quantidade de resultados em um pequeno periodo de tempo)
para monitoramento em tempo real da coagulagdo sangliinea
gue tem como caracteristica a utilizagdoc de um inibidor de
fator XiIa. Tal metodologia, invidvel na auséncia do
inibidor, permite mapeamento automatico do sangue,

utilizando Dbaixissimas gquantidades do mesmo, gerando

46
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rapidamente grandes gquantidades de dados para testes
cinéticas, rastreamento de interacdes de medicamentcs bem
como permitindo o monitoramentc do fendtipo funcional de
uma amostra de sangue de um paciente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a TTPA da infestina 4 nativa e dos
mutantes selecionados. No ensaio foram utilizados uma
mistura de plasma de doadores normais e os inibidores nas
quantidades indicadas. Cada barra indica a wmédia dos
experimentos realizados e os valores sd3oc correspondentes ao
aumento do tempo de TTPA com relagdo ao controle (30.4
segundas) em vezes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdoc se refere ao uso de inibidores
seletivos para fator XIIa obtidos a partir de uma
biblioteca de mutantes de um inibidor de fator XIIa isolado
do barbeiro Triatoma infestans para o tratamento de doengas
hemorragicas e tromboliticas, em métodos diagndsticos como
na dosagem de fator XIIa, em intervengdes cirQGrgicas como
anticoagulante ou mesmo no recobrimentco de tubulagdes e
demais superficies que compdem um sistema de circulagdc
extracorpdreo.

Em um outro aspecto da presente invengdo, os referidos

mutantes de inibidor de fator XIIa de Triatoma Iinfestans
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podem ser utilizades em um kit para diagndstico de doengas
hemorragicas e tromboliticas através da quantificagdac de
fator XIIa circulante de pacientes.

A seguir, a presente invengdc sera explicada de
maneira mais pormenorizada com ¢ auxilio da descrigdo de
sua modalidade preferida.

Construgdoc dos fragmentos de infestina 4 contendo as
mutacdes

Utilizaram-ge 0s ocligonucleotideos MUT4 PCAN
(BCGGCCCAGC CGGCCGAGGT CAGAAACCCT TGCGCCTGTN NBNNBNNBNN
BGTTNNBGTG TGTGGTTCAG ATGGG) e INF4PCANR (GGGAAGAAGT
CCAAGCGGCC GCAAACTGTT CAAC) e o plasmidio pIC 13.1.4
(Infestina 4 em pCANTAB SE) em rea¢des de PCR. Os produtos
das reacdes foram aplicados em eletroforese em gel de
agarose 2 % e a banda correspondente as infestinas mutantes
foi recortada do gel, © DNA extraido e digerido com a
enzima de restrigdc Sfi I (60 U). O produto da reacdo foi
precipitado com acetato de sédio e etanol e digerido com a
enzima de restrigdo Not I (40 U). O produto de digestdo foi
novamente aplicado em gel de agarose e as bandas
correspondentes as infestinas mutantes foram purificadas.
Ligagdo dos fragmentos ao vetor pCANTAB 5E

0 vetor pCANTAB 5E foi previamente digerido com as

enzimas de restricd3oc Sfi I e Not I. A reacdo de digestao
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foi precipitada e o DNA defosforilado utilizando-se a
enzima CIAP 4 U (MBI Fermentas) durante 2 h a 37°C. ©
produto de defosfeorilacdo foi aplicado em um gel de agarose
e a banda corregspondente ao plasmidic fol recortada do gel
e o DNA purificado utilizando se ¢ kit “QIAEX II” (Qiagen).
O wvetor (353,5 fmols) e os fragmentos (15,9 pmols} foram
ligados utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (1,5 U)
durante 16 h & 18°C (5 reag¢des). 0Os produtos de ligagdo
foram precipitados e wutilizados em transforma¢des por
eletroporagdo de bactérias E. coli cepa TGl competentes
recém preparadas. As células eletroporadas foi adicionado 1
ml de meio S0C e as mesmas foram incubadas por 1 hora a
37°C sob agitagdo a 200 rpm. Em seguida, as transformagdes
foram unidas, © material foi inoculado em 300 ml de meio
SOBAG contendo ampicilina e agitado a 220 rpm a 30°C
durante a noite. Na manhd seguinte, o material foi estocado
a 4°C.
Determinagdo do titulo da biblioteca

Uma fracdo do conjunto de células incubadas em meio
SOC a 37°C por uma hora foi diluida (10°, 10° e 10%) em meio
LB, parte das diluigdes foi plagueada em SOBAG/Amp-dgar e
esta foi incubada durante a noite a 30°C. No dia seguinte,
o nimero de ccldnias em cada placa fol determinado e a

quantidade total de transformantes da biblioteca foi
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calculada.
Selegdo da biblioteca de mutantes de infestina 4 em “Phage-
Display” (exposigdo em fagos)

A selegdo de mutantes de infestina 4 expostos em fagos
de fusdo fol realizada como em Tanaka e cols [1999).

Preparo dos fagos de fusdo

A 1,8 ml de melo 2YT contendo glicose (2 %} foram
adicionados 200 ul da biblicteca de mutantes de infestina
previamente preparada e a mesma foi incubada por 1 hora a
37°C sob agitagdo a 200 rpm a 37°C. Em seguida, adicionou-
se 20 ul de ampicilina (20 mg/ml) e 1 wml da solucgdc de
fagos M13K07 (titulo: 3,7 x 10° pfu/ml), e as células foram
incubadas por mais 1 hora a 37°C, sob agitagdo a 200 rpm. A
cultura foi centrifugada a 1000 g, por 10 min para
sedimentagdo das cé&lulas e o meio foi cuidadosamente
degcartado. As células foram ressuspensas gentilmente em 2
ml de meio 2YT/Amp e canamicina (50 pg/ml) (sem glicose) e
incubadas durante a noite a 37°C sob agitacdo 220 rpm. No
dia seguinte, a cultura foi centrifugada a 1000 g por 20
min, as bactérias foram descartadas e o sobrenadante
contendo os fagos £ci filtrado em membrana de 0,22 um
estéril e estocado a 4°C.

Selegdo da biblioteca de infestina 4 mutante para o-fator

XITa
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Inicialmente, o =w-fator XTIIa feoi diluido em tampio de
ligagdo (tampdo acetatco de sédio 0,1 M pH 5,5, contendo
NaCl 0,1 M) a uma concentragdo de 40 pg/ml. Em seguida, 100
ul da solugdo de enzima foram colocados em uma microplaca
de 96 pogos para ELISA {Maxisorp, Nunc) e esta fol incubada
durante a noite a 4°C em camara Gmida. No dia seguinte, a
solugdo da placa foi descartada e o pogo fol blogqueade com
200 ul de tampdo de Dblogqueamento (tampdc PBS pH 7,4
contendo Tween 20 0,005 % e albumina 2 %) por 2 h 4&
temperatura ambiente. Novamente, a solugdc da placa foi
descartada e o pogo foi incubado com 100 pl da solug¢do de
fagos (diluida 1:1 no tampdo de blogqueamento e pré-incubada
por 30 min & temperatura ambiente) por 90 min a 30°C. O
poco foi lavado exaustivamente com solugdo de lavagem (10
ml de PBS pH 7,4 contendo Tween 20 0,1 %) e o mesmo foi
incubado por 15 min a temperatura ambiente com 200 ul de
solucdo de pré-eluigdo (solugdo KC1 0,2 M pH 5,0).
Finalmente, os fagos foram eluidos com 200 pl (10 min) da
solugdo de eluicdo (solugdo KClL 0,2 M pH 2,0). Os fagos
eluidos foram transferidos para um tubo contendo 4 pl de
tampdo Tris-HC1 1 M, pH 8,0.

Titulagdo dos fagos obtidos na 1* selecdo

Parte da solugdo de fagos (25 pl) foi utilizada no

preparo de solugdes diluidas (10, 10’ e 10%) para
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determinacidc do nimero de fagos ligantes. 100 gl de uma
cultura de bactérias E.coli TGl {(em fase logaritmica, ODgon
= 0,5) foram incubados com 100 ul de cada diluicdo do fago
por 30 min a 37°C e destes, 100 ul foram plagueados em
placas SOBAG/Amp-agar. O restante do material eluide (~175
©1) foi incubado com 400 ul de bactérias E.coli TGl (em
fase logaritmica) durante 30 wmin a 37°C, centrifugado a
1000 g por 5 min e o sobrenadante foi descartado. As
células foram ressuspensas em 3 ml de 2YT contendo glicose
2 % e ampicilina, e foram incubadas durante a noite a 30°C
para amplificagdo das células contendo os fagomidios
selecionados.

Demals ciclos de selecgao

As células amplificadas foram utilizadas na preparagao
de fagos e os mesmos foram selecionados, realizando-se
assim mais um ciclo de selegdc. Realizou-se ainda um
terceiro ciclo de selec¢do, ao final do qual, bactérias
utilizadas na titulagdo foram aleatoriamente escolhidas e
tiveram seus plasmidios seqienciados.

Clonagem e expressdo das infestinas mutantes em P. pastoris

O DNA codante para oS clones selecicnados foi
amplificado {PCR) utilizando-se os oligonucleoctideos
INF4PICFEF (GCTCTCGAGA AAAGGGAGGT CAGAAACCC) e INF4PICR

(GAACTCGCGG CCGCTCAAAA CTGTTC) e o produto desta reagdo foi

5L




13/21

sub-clonado no vetor pPICY para expressido em P. pastoris.
Leveduras P. pastoris foram transformadas com os plasmidios
contende os geneg dag infestinas mutadas e utilizadas na

expressido dos mutantes como descrito em Campos e cols

5 [2004]. Apbs fermentagdo de 96 h em meio BMMY, o)
sobrenadante da cultura foi utilizado em ensaios de
inibigdc frente a diferentes proteases.

Purificacdo e determinag8o das atividades inibitdérias dos
mutantes expressos

10 As infestinas 4 mutantes 3 e 15 expressas foram
purificadas através de cromatografia de troca-ibnica
utilizando-se uma coluna Hitrap SP (5 ml) (Amersham
Biosciences). Na caracterizagdo cinética dos inibidores
(realizadas como em Campos e cols 2004) utilizaram-se as

15 enzimas e o8 substratos presentes na tabela 1.

Tabela 1. Serinoproteases e substratos utilizados em
ensaios de inibicdo.
Seqiiéncia dos
Protease Substrato
substratos

Fator XIIa humano (4U) S2302 (100 uM} HD-Pro-Phe-Arg-pNa

Tripsina bovina (1U) © ----- (100 gM)  Tosyl-Gly-Pro-Arg-pNa

Flasmina humana (4U) §2251 (100 pM)  HD-Val-Leu-Lys-pNa

'Fator Xa humano (2U} ' S2222 (100 uM)  Bz-Ile-Gly-Arg-pNa

Trombina humana (2U) 82238 (100 uM) HD-Phe  Pip-Arg-pNa

53
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Protease

Substrato

Sequiéncia dos

substratos

Papaina (1U)

Calicreina plasmatica humana (2U}

Elastase neutréfilo humana (4U)

Subtilisina A (5U}

Elastase pancredtica porcina

Proteinase K (1)

§2302 (100 uM)

S2484 (100 uM)

HG-Pro-Phe-Arg-pNa

SuCFAlélAlaAPro—Val—pNa

52484 (100 uM)

Boc—Glywdif—Leu—pNa"
Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNa

~ Bz-Ala-Ala-Leu-pNa

BAPA (625 uM)

Bz-Arg-pNa

Quimotripsina humana (3U)

Catepsina G (2t

‘u-PA (2U)

t-PA (2U0)

————— (100 uM)

TS

$2444 (100 uM)

m(ibdmﬂﬁ

Suc-Phe-pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa
‘piroGlu-Pro-Val-pNa |

Ile-Pro-Arg-pNa

Os nimeros em parénteses indicam a gquantidade utilizada em

cada ensaio.

1U - guantidade de enzima que produz ARs.s/min = 60

Tempo de Tromboplasmina Parcial Ativada (TTPA)

Foi realizado comc em Campos e cols

[2004]1. 50 pl da

solucdo do inibidor a ser testado foi pré-incubada com 50

1l de plasma deficiente em fator XII

{Stago) ,

50 upl de

plasma humano normal e 50 upl de reagente de cefaloplastina

Uma solucgdo de cloreto de

foi entdo adicicnada e o tempo

ativa (Dade) por 3 min a 37°C.
10 calcio pré-aquecida (37°C)
de coagulagdo medido. experimento
duplicata.
Os inibidores mutantes foram

foli realizadeo em

caracterizados
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cineticamente e apresentaramn alta afinidade e
especificidade para o fator XITa conforme tabela 2.
Tabela 2. Constantes de inibig¢do (Ki} dos mutantes de

infestina 4 para diferentes serinoproteases.

Ki (nM)
Infestina 4 tipo
Infestina 4 mut 3 Infestina 4 mut 15
gelvagem
P, P, P, PB,' P’ Py’ P, P, P, P,' B’
P, P, P, P;' B,' Py
S R R L V H T R R F V
F R N Y V P
Fator 0.128 4.6 0.003
XITa
Tripsina
P 11 9.5 2.3
r X . .
Fato a 53 n.1 n.i
Plasmina
as 2.1 Inn.1 n.1i
n.i. - nidc inibe

Diferentemente da infestina 4 nativa, que inibe fator
XITa, fator Xa, plasmina e tripsina, os mutantes inibem
apenas tripsina e fator XIIa sendo gue o mutante 15
apresenta uma afinidade aproximadamente 750 vezes malor
para fator XITa do que para tripsina. Ambeg inibidores ndo
apresentaram inibigdo para trombina, fator Xa, calicreina
plasmdatica humana, plasmina, t-PA, u-PA, elastage de

neutrdfilos humanes, quimotripsina, calicreina plasmatica

o
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de porco e demais  proteases testadas {tabela 1),
demonstrando a sua alta especificidade.

Quando avaliados em ensaiocs de TTPA (Tempo de
Tromboplasmina Parcial Ativada), que mede a intervengao dos
inibidores na via extrinseca da coagulagdo, ambos
apresentaram poténcia similar ao inibidor nativeo {figura
1), sendo capazes de prolongar o tempo de coagulagiao a
baixas concentracdes.

Assim, até o presente momento, ndo ha inibidores de
fator XIIa td3o potentes ou especificos como 0SS mutantes de
infestina 4 {(inf 4 mut 3 e 15} da presente invengaoc. A
seletividade destes inibidores ao fator XIIa reduz a
possibilidade de rea¢des adversas indesejadas ocasionadas
poer uma interagdoc inespecifica dos mesmos com outras
proteases. Uma vez gque a infestina 4 selvagem nao
apresentou imunogenicidade guando injetada com adjuvantes
em camundongos Balb-C para a produgdo de anticorpos,
acreditamos que os mutantes apresentem também baixos
potenciais imunogénicos o que possibilitaria o seu uso em

mamiferos superiores. Os inibidores sdo pertencentes a

th

amilia Kazal sendo compestos por 56 aminoacidos cada.
Inf 4 mut 3 - EVRNPCACSRRLVHVCGSDOG
KTYGNPCMLNCAAQTERKVPGLKLVHEGRTCQOQR

SNVEQF
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Tnf 4 mut 15 - E VR NP CACTRRPFVAVCGSDAG
KTYGNPCMLNCAAQTERKVPGLKLVHEEGRTOCOQRER
S NVEQF

Terapeuticamente, o©s inibidores da presente invengdo
podem ser utilizados em medicamentos compreendendc heparina
e agentes tromboliticos para o tratamento de infarto do
miocadrdio. Nestes medicamentos, os inibidores teriam como
funcdo a diminuicdo da dose de heparina e o controle da
ativacdo paradoxal da coagulag¢do através da inibigao do
fator XIIa gerado pela plasmina ativada pelos agentes
tromboliticos. Acarretando efeitos colaterais e riscos
menores gue 0s obtidog atualmente.

De maneira semelhante & utilizagdo no tratamento do
infarto do miocardio, estes inibidores podem ser aplicados
em caso de cirurgias ortopédicas que se utilizam de
autotransfusio ou re-infusdo sangliinea objetivando-se a
diminuicdo de episddios de trombose pds-cirlrgica.

putra forma terapéutica potencial destes inibidores &
a sua aplicacdoc em cirurgias cardiacas onde se utiliza a
BCP. O uso desses inibidores da BCP permitiria o uso de
menores dosagens de heparina levando a mencres chances de
efeitos colaterais da cirurgia {(como episddios trombdticos)
ou efeitos danosos da heparina (como hemorragias pds-

ciydrgicas).
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Estes inibidores pedem ainda ser utilizados ndo apenas
na terapéutica, mas ainda como componente da camada Jque
recobre tubulag¢des e maguinarias de BCP, impedindc ativagdo
da coagulacdo sangtiinea e sequestrando moléculas de fator
XITIa circulantes. Outra aplicagdo potencial é a
imobilizac8o desses inibidores em resinas para utilizacgdo
destas na purificagdo de fator XIIa humano ou recombinante
utilizado no tratamento de alguns tipos de hemofilia.

Finalmente, os presentes inibidores podem ser
utilizados no desenvolvimento de métodos de diagndstico
para a quantificagdo de fator XIIa circulante de pacientes,
uma vez que niveis elevados desta protease estéo
relacionados & arteriosclerose coronariana, que € um fator
de risco para doengas coronarianas.

Todas as publicagdes mencionadas no relatdrio
descritivo apresentado acima sdo aqui incorporadas por
referéncia. VAarias modificagdes e variagdes da presente
invengdo vao ger evidentes para aqueles versados na
técnica, sem que se afaste do &mbito e dc espirito da
invencdo. Embora a invengdo tenha sido descrita em conjunto
com a modalidade preferida especifica, deve-se entender gque
a invencao, como reivindicada, ndo deve ser indevidamente
limitada a essa modalidade especifica.
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REIVINDICACOES

1. Uso de inibidores mutantes de proteases isolados do
Triatoma infestans, em que os referidos inibidores mutantes

estdo indicados nas SEQ. IDs. 1 e 2, caracterizado por ser

na preparacdo de um medicamento para o tratamento de
doencas hemorragicas e tromboliticas.

2. Uso de inibidores mutantes de proteases isolados do
Triatoma infestans, em que os referidos inibidores mutantes

estdo indicados nas SEQ. IDs. 1 e 2, caracterizado por ser

em um kit para diagndéstico de doencas hemorradgicas e
tromboliticas por quantificacdo de fator XIIa circulante de
pacientes.

3. Uso de inibidores mutantes de proteases isolados do
Triatoma infestans, em que os referidos inibidores mutantes

estdo indicados nas SEQ. IDs. 1 e 2, caracterizado por ser

no recobrimento de tubulacdes e demais superficies que
compdem um sistema de circulacgdo extracorpdreo.
4. Uso, de acordo com qgqualquer uma das reivindicacdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que os referidos

inibidores mutantes sdo obtidos a partir de uma biblioteca
de mutantes de um inibidor de fator XIIa isolado do
barbeiro Triatoma infestans.

5. Kit para diagdstico de doencas hemorragicas e

tromboliticas caracterizado por fato de que compreende
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mutantes de um inibidor de serinoproteases isolado do
barbeiro Triatoma infestans altamente seletivos ao fator
XIIa, os referidos inibidores mutantes indicados nas SEQ.

IDs. 1 e 2.
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