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Resumo 

Os níveis de expressão do Fator Tecidual (TF), proteína responsável por iniciar as reações da 

coagulação sanguínea, estão fortemente correlacionados com o grau histológico de 

malignidade dos gliomas. De fato, a presença de trombos vaso-oclusivos é maior em tumores 

de grau IV (glioblastoma) sugerindo que as propriedades pró-coagulantes do tumor 

contribuem para o seu comportamento agressivo e para o estabelecimento de hipóxia e 

necrose tumorais. Desta forma, a literatura sugere que anticoagulantes poderiam auxiliar o 

tratamento do glioblastoma. Nossos objetivos nesse trabalho foram: 1, determinar os 

mecanismos pró-coagulantes da linhagem celular altamente agr essiva de glioblastoma 

humano, U87-MG; 2,  investigar o efeito do Ixolaris, um potente inibidor exógeno da 

coagulação sanguínea, sobre as propr iedades pró-coagulantes da linhagem U87-MG e sobre o 

seu crescimento in vivo. Ensaios de imunocitoquímica e de ativação do Fator X na presença 

de células U87-MG e de Fator VIIa,  indicaram a expressão constitutiva de TF pela linhagem 

de glioblastoma. A análise por citometria de fluxo, utilizando marcações com anticorpos anti-

fosfatidilserina ou anexina V, demonstraram que as células U87-MG expõem fosfatidilserina 

em sua membrana externa. Dessa forma , as células U87-MG permitiram a montagem dos 

complexos tenase intrínseco (Fator IXa/Fator VIIIa) e protrombinase (Fator Xa/Fator Va), 

possibilitando a ativação dos fator X e protrombina. O anticoagulante Ixolaris inibiu a 

geração de Fator Xa e trombina promovida pelos complexos da coagulação montados nas 

células tumorais. Conseqüentemente, a diminuição do tempo de coagulação de plasma 

humano, produzida pelas células U87-MG, foi revertida pelo Ixolaris. Além disso, o Ixolaris 

(tratamento diário com 250 µg/kg, i.p.) inibiu o crescimento in vivo das células U87-MG, 

após implantação subcutânea em camundongos nude. Assim, concluímos que o Ixolaris pode 

ser um promissor agente terapêutico  para o tratamento do glioblastoma humano.      
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Abstract 

 The expression levels of Tissue Factor (TF) correlates with the histological malignancy 

grade of glioma patients. In fact, increased procoagulant tonus in high grade tumors 

(glioblastomas) strongly suggests the role of TF in progression of this disease, and also that 

anticoagulants could be used as adjuvants for its treatment. Our objectives in this study were: 

a) to determine the molecular mechanism responsible for the highly procoagulant pattern of 

the aggressive U87-MG human glioblastoma cell line; b) to investigate the inhibitory effects 

of Ixolaris, a FVIIa/TF complex inhibitor, on the procoagulant properties of U87MG cells. 

Activation of FX to FXa in the presence of U87-MG cells and FVIIa indicated constitutive 

expression of TF. Further flow-cytometric analysis employing annexin V and propidium 

iodide, also demonstrated the exposure of phosphatidylserine (PS) at the outer surface of 

viable U87MG cells. Therefore, U87-MG cells suppor ted the assembly of intrinsic tenase 

(FIXa/FVIIIa/FX) and prothrombinase (FVa/FXa/prothrombin) complexes, accounting for 

the production of ,respectively, FXa and thrombin. Accordingly, blocking of PS binding sites 

by annexin V inhibited the tumor -dependent zymogen activation. Remarkably, the anti-

coagulant Ixolaris inhibited the tumor-dependent generation of FXa and thrombin by all 

multimolecular coagulation complexes tested. U87-MG cells strongly shortened the 

coagulation time of human plasma, this effect being efficiently reverted by Ixolaris. In 

addition, Ixolaris (250 ug/kg) inhibited the in vivo tumorigenic potencial of the human U87-

MG cells in nude mice. Ixolaris may be a promising agent for anti-tumor therapy of human 

glioblastomas. 
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1.1  Gliomas  

O tecido cerebral é composto por dois tipos celulares predominantes, os neurônios e a 

glia (Pfreeges e Barres, 1995). As células da glia desempenham funções de suporte estrutural 

(Bloom, 1994), regeneração (Gimenez y Ribotta et al., 2001) , desenvolvimento neural no 

sistema nervoso central (SNC) (Noctor, 2001), além de apresentarem capacidade de 

comunicação através das redes gliais (Kast, 2001). Distinguem-se, entre elas, os astrócitos 

(50%), oligodendrócitos (40%), ependimócitos (5%) e micr óglia (5%) (Bloom, 1994).  

 

 
            

Figura 1 – Representação de células gliais e gliomas (Rao JS, 2003) 

 

Os tumores do SNC representam, em grupo, a segunda neoplasia maligna mais 

prevalente na faixa etária pediátrica e a primeira entre os tumores sólidos. Os gliomas podem 

ser de origem astrocítica, oligodendroglial ou ependimal (Wattins, 1996; Rao, 2003)  (figura 

1) e representam cerca de 40% de todos os tumores primários e cerca de 78% dos tumores 

malignos do SNC. A classificação estabelecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) é 

a mais aceita atualmente (Maher, 2001; Miller, 2007) e nesta, os tumores são classificados 

em escala de I a IV, no sentido menos agressivo para o maior grau de agressividade.  

Os astrocitomas de grau I (astrocitoma pilocítico) são os únicos astrocitomas 

benignos, podendo em alguns cas os, sofrer transformação maligna. A cirurgia é o tratamento 

de escolha, sendo freqüentemente curativa se for realizada logo após o diagnóstico. Os 

astrocitomas de grau II (astrocitoma difuso) possuem crescimento lento, mas, eventualmente, 
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pode ocorrer a progressão do tumor para padrões mais agressivos. Os astrocitomas de grau III  

(astrocitoma anaplásico) são agressivos e podem ocasionar a morte do paciente em poucos 

anos. Finalmente, o astrocitomas de grau IV (glioblastoma) são os mais frequentes e 

agressivos dos gliomas, com alta capacidade invasiva e que causam a morte entre 9-12 meses 

(Maher, 2001). Os estados de pré-malignidade são assintomáticos, não sendo detectados. Por 

isso sabe-se pouco a respeito dos eventos pré-oncogênicos (Ohgaki e Kleihues , 2005; Vogel, 

2005; Ohgaki e e K leihues, 2007). 

  Diversas características histopatológicas diferenciam os glioblastomas (GBM) dos 

gliomas de menor  grau (figura 2), destacando-se a presença de células com um arranjo 

peculiar, que envolvem os focos necróticos, denominadas de “pseudopaliçada”, e a 

hiperplasia microvascular (Brat e Mapstone, 2003).  

 

 

 
 

Figura 2 – Características histopatológicas do glioblastoma multiforme (grau VI de acordo com 
WHO). Destacando a presença de focos necróticos e células em pseudopaliçadas  (Rong e col, 2006). 
 

Esta classificação da OMS, realizada pela observação nestas preparações do tipo 

citológico predominante, praticamente não foi reavaliada durante as três últimas décadas e 

parece ser em grande parte a responsável pelas discordâncias concernentes à análise dos 

resultados terapêuticos (Doolittle, 2004). Esta classificação é atualmente criticada por 

patologistas que censuram o fato de ela não considerar duas das mais importantes 
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características destes tumores: a sua HETEROGENEIDADE e CAPACIDADE 

INFILTRANTE. 
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1.2 Coagulação sanguínea: aspectos básicos  

A hemostasia é o conjunto de mecanismos que o organismo utiliza para manter o 

sangue circulante em estado fluido, evitando ou reduzindo seu extravasamento quando há 

lesão vascular e restabelecendo a luz do vaso quando houver a formação de um processo 

oclusivo.  Quando os vasos sanguíneos estão íntegros e há um equilíbrio entre os fatores 

plaquetários, os da coagulação e os da fibrinólise, o sangue flui normalmente. Porém 

alterações do sistema responsável pela integridade dos vasos podem promover ativação da 

hemostasia e, consequentemente, a ativação de uma série de reações que levam à formação 

do coágulo (Lopez e col, 2004; Mitchell, 2005).  

A hemostasia primária consiste nos fenômenos de adesão e agregação plaquetárias 

resultando na  formação de um tampão plaquetário nos locais de injúria vascular. Este 

processo é de grande relevância para evitar a perda sangüínea a partir de capilares, pequenas 

arteríolas e vênulas. Além disso, as membranas das plaquetas ativadas fornecem um 

componente essencial para a hemostasia secundária, conforme discutido abaixo. 

A hemostasia secundária se caracteriza pela ativação de uma seqüência de reações 

proteolíticas que resultam  na produção de trombina e na deposição de fibrina. Os modelos 

mais recentes dividem a hemostasia secundária em três fases que se sobrepõem: iniciação, 

amplificação e propagação (figura 3).  

A Fase de Iniciação ocorre em células que expressam o Fator Tecidual (TF), como os 

fibroblastos da camada adventícia do vaso sangüíneo. O TF é uma proteína transmembranar 

de 47 kDa que funciona como um cofator para a enzima da coagulação sanguínea Fator VIIa. 

Desta forma , a injúria vascular permite o contato do plasma com células que expressam o TF 

e a posterior montagem do complexo TF-Fator VIIa. Este complexo converte os zimogênios 

Fator IX e Fator X em suas formas ativas, Fator IXa e Fator Xa. O Fator Xa, por sua vez, 

converte o zimogênio protrombina em sua forma enzimaticamente ativa, trombina. O tempo 

de atuação deste complexo é relativamente curto, pois este é inativado pelo Inibidor da Via 

do Fator Tecidual (TFPI), um inibidor fisiológico da hemostasia.  

Pequenas quantidades de trombina geradas na fase de Iniciação serão capazes de 

ativar plaquetas, através de receptores específicos expressos na superfície destas células, além 

de atuar proteoliticamente sobre outros fatores da coagulação sanguínea, incluindo os fatores 

VIII (FVIII), V (FV) e XI (FXI) (Hoffman e Monroe, 2001; Monroe; Hoffman; Roberts, 
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2002). Estes fenômenos consistem na Fase de Amplificação, que fornecerá, então, os 

elementos necessários para a Fase de Propagação. 

O complexo TF-Fator VIIa, gerado na fase de Iniciação, e o Fator XIa, ativado pela 

trombina na fase de Amplificação, catalisam a conversão do Fator IX em sua forma 

enzimaticamente ativa, Fator IXa. O Fator IXa posteriormente se associa ao seu cofator 

protéico, Fator VIIIa, sobre a superfície de plaquetas ativadas, sendo esta associação 

dependente de íons cálcio (Figura 4). Este complexo, denominado “tenase intrínseco”, 

apresenta uma organização estrutural similar ao complexo “tenase extrínseco” (Kalafatis e 

col., 1994), porém apresenta uma eficiência catalítica cerca de 50 vezes maior para a ativação 

do FX (Ahmad e col, 1992).  

De forma similar, o FXa se associa ao seu cof ator protéico, FVa, sobre a superfície de 

plaquetas ativadas, na presença de íons cálcio (Figura 4). Este complexo, denominado 

“protrombinase”, possui eficiência catalítica cerca de 100.000 vezes maior que o Fator Xa 

sozinho para a ativação da protrombina. A trombina formada converte fibrinogênio em 

fibrina consolidando o tampão plaquetário e formando um coágulo estável.  

Desta forma, a Fase de Propagação ocorre preferencialmente na superfície das 

plaquetas ativadas (Mann, 1999; Solum, 1999; Hoffman & Monroe, 2001). Em condições 

normais, a membrana das plaquetas apresenta uma distribuição assimétrica dos fosfolipídeos 

aniônicos, sendo a maior parte destes , presentes na parte interna da membrana. A ativação 

plaquetária induz a liberação de estoques intracelulares de cálcio bem como a abertura de 

canais para este íon. O aumento na concentração de Ca+2 intracelular inibe uma 

aminofosfolipídeo translocase responsável pela manutenção da assimetria na distribuição dos 

fosfolipídeos e, concomitantemente, ativa uma proteína que transporta fosfatidilserina para a 

parte externa da membrana das plaquetas (Solum, 1999; Zwaal., 1998). A exposição de 

fosfatidilserina na superfície externa das plaquetas é crucial para a formação dos complexos 

tenase intrínseco e protrombinase. 
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Figura 3 – Modelo proposto por Hoffman e Monroe (2002) para as fases da coagulação. As três fases 
da coagulação ocorrem em diferentes superfícies celulares. A iniciação ocorre na célula que expressa 
o fator tecidual (ex. fibroblasto). Se o estímulo pró-coagulante é forte o suficiente, forma-se uma 
quantidade de fatores Xa, IXa e trombina para iniciar o processo de coagulação. A amplificação da 
resposta ocorre quando o processo passa a ocorrer na superfície das plaquetas. O estímulo pró-
coagulante vai se amplificando à medida que as plaquetas vão aderindo, são ativadas e acumulam 
cofatores ativados na sua superfície. Finalmente, na fase de propagação, as proteases ativas se 
combinam com seus cofatores na superfície plaquetária, local onde é possível gerar quantidades 
hemostáticas de trombina. A atividade dos complexos pró-coagulantes produz trombina suficiente 
para induzir a formação da fibrina. Retirado de HOFFMAN; MONROE, 2001. 
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Figura 4 – Representação esquemática dos complex os tenase e protrombinase na superfície de uma 
plaqueta ativada. O fator X é ativado no ambiente protegido da superfície plaquetária pelo complexo 
tenase, formado pelos fatores VIIIa e IXa. O fator Xa pode mover-se diretamente para formar o 
complexo pró-trombinase com o fator Va, evitando a inibição por uma protease plasmática. O 
complexo pró-trombinase promove a conversão de pró-trombina (II) a trombina (IIa). Note também a 
representação esquemática da interação das proteínas com os fosfolipídeos aniônicos  expostos na 
superfície da plaqueta em resposta à ativação. Adaptado de HOFFMAN; MONROE, 2002 e KASPER 
et al, 2006. 
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1.3 Alterações da coagulação sanguínea no câncer 

A associação do câncer com desordens tromboembólicas envolvendo a hiperativação 

do sistema de coagulação e a formação intravascular de coágulos de fibrina (trombose) é 

conhecida desde os tempos de Armand Trousseau, clínico francês que é considerado o 

primeiro cientista a descrever este fenômeno, em 1865. Desta forma , esta associação recebeu 

seu nome, síndrome de Trousseau (Hoffman e col, 2001; Rickles e Falanga, 2001; Prins e 

Otten, 2004 e Boccacio e Medico, 2006; Furie e Furie, 2006; Zwicker, 2007). As formas ma is 

comuns de complicações trombóticas  nos pacientes com câncer são a trombose venosa 

profunda (TVP), o embolismo pulmonar, a tromboflebite superficial migratória  e a 

coagulação intravascular disseminada. É sabido que certos tipos de tumores sólidos, como os 

cânceres de pâncreas, cérebro e ovário, podem estar associados a um aumento de até 10 vezes 

na incidência de tromboembolismo venoso. De fato, as coagulopatias são consideradas como 

um marcador de malignidade avançada (Rak e col, 2006). Assim, anormalidades ocultas ou 

não, nos parâmetros da coagulação foram descritas em aproximadamente 50% de todos os 

pacientes com câncer e em 90% dos pacientes com metástase (Loreto e col, 2000; Maiolo e 

col, 2002; De Cicco, 2004). O tromboembolismo, sendo reconhecido como a principal 

complicação no câncer, é a segunda causa mais comum de óbito nestes pacientes (Hoffman e 

col, 2001 e Furie e Furie, 2006).  

Mesmo em casos assintomáticos, a coagulopatia pode interferir em testes laboratoriais 

de hemostasia que incluem um aumento nos níveis plasmáticos de produtos de degradação do 

fibrinogênio e/ou fibrina, como os D-dímeros, além de um aumento nos níveis circulantes de 

Fator VIIa, complexo trombina-antitrombina, fragmentos 1+2 da protrombina e 

fibrinopeptídeos A e B, assim como alterações (aumento ou diminuição) no número de 

plaquetas (Loreto e col, 2000; De Cicco, 2004; Falanga, 2005; Rak e col, 2006).  

A patogênese do VTE no câncer é complexa, mas se relaciona, principalmente, às 

propriedades pró-coagulantes das próprias células tumorais, das células endoteliais associadas 

às células tumorais e das células inflamatórias do hospedeiro. Além disso, uma concatenação 

(infeliz) de anormalidades dos mecanismos normais de defesa como: estase, defeitos 

vasculares, redução dos inibidores da coagulação e ativadores fibrinolíticos e anticoagulantes 

associados à célula, predispõe pacientes com câncer à hipercoagulabilidade (Rickles e col, 

2003). Esse estado de hipercoagulabilidade perturba o balanço hemostático entre as forças 



 10 

pró-coagulantes e anticoagulantes e envolve uma série de mecanismos tumor ais complexos  

capazes de promover a coagulação (Piccioli e Prandoni, 2004). 

As células malignas podem perturbar o sistema de coagulação, tanto diretamente, 

sintetizando e liberando moléculas pró-coagulantes, como indiretamente, através de  

interações celulares. As interações entre as células tumorais e as células do hospedeiro 

envolvem interações diretas célula-célula ou mecanismos indiretos de liberação de citocinas 

(Piccioli e Prandoni, 2004). A expressão aberrante de TF têm sido observada em diversos 

tipos tumorais, assim como uma forte correlação entre os seus níveis expressão e o grau de 

malignidade do tumor (Contrino e col, 1996; Seto e col, 2000; Guan e col, 2002; Brat e Meir, 

2004), 

Como um receptor transmembrana, o TF também promove sinalização intracelular, 

através do seu domínio citoplasmático levando a tumorigênese. Esta sinalização envolve 

aumento de Ca2+ intracelular, ativação de IP3, AKT e MAP Kinase (Ott e col, 1998; Ott e 

col, 2005; Rong e col, 2006). Desta forma, a sinalização celular induzida por TF promove 

aumento dos fatores pró-angiogênicos, aumento da sobrevivência e aumento da capacidade 

de migração das células tumorais (Rickles e col, 2003; Versteeg e col, 2003; Belting e col, 

2004; Versteeg  e col, 2004).  

 

1.4 Papel da coagulação sanguínea no crescimento tumoral e 

angiogênese  

A literatura tem revelado um papel importante do TF nos processos fisiológicos e 

patológicos  da angiogênese (processo o qual é essencial para o crescimento e para a 

metástase tumoral). A expressão aberrante de TF causa um aumento da expressão de  

proteínas pró-angiogênicas como VEGF, um dos mais potentes reguladores da angiogênese  

(Dvorak, 2002) e/ou uma diminuíção da expressão de proteínas antiangiogênicas como a 

trombospondina (Zhang e col 1994). Tumores que expressam TF apresentam uma  maior 

densidade microvascular e uma maior expressão de VEGF , quando comparado com tumores 

que não expressão TF (Nakasaki e col, 2002). O TF e o VEGF também têm sido co-

localizados em células tumorais de câncer de pulmão e mama (Shoji e col, 1998). Além disso, 

a análise de diferentes linhagens de células tumorais demostraram uma correlação direta entre 

os níveis de síntese do TF e do VEGF (Shoji e col, 1998; Abe e col, 1999). Baseado nesses 
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dados, diversos mecanismos têm sido propostos para explicar melhor a correlação existente 

entre TF e VEGF.  

Acredita-se que o TF contribui para angiogênese através de dois mecanismos 

distintos, um dependente e outro independente da  coagulação (Rickles e col, 2001; Fernandez 

e Rickles, 2004). A via dependente da ativação da coagulação ocorre com a ligação do TF ao 

Fator VIIa, levando à geração de trombina e, consequentemente ,  de fibrina (Shoji et al, 

1998). A via independente da coagulação ocorre através da fosforilação do domínio 

citoplasmático do TF e subsequente sinalização celular, independente da formação de 

trombina (Abe et al, 1999). Ambas as vias podem contribuir direta ou indiretamente para 

angiogênese ou para progressão do tumor. 

Além do TF, tem sido demonstrado que a trombina também apresenta um importante 

papel na biologia tumoral. Muitos efeitos da trombina no câncer podem ser mediados através 

da ativação da angiogênese in vivo . A trombina facilita a formação de novos vasos 

promovendo a degradação da matriz extracelular, diminuíndo a adesão de células endotelias, 

promovendo aumento da proliferação e migração das células endoteliais e aumento da 

permeabilidade vascular (Richard e col, 2001) . Além disso, a trombina aumenta a expressão 

de VEGF (Richard e col, 2001), e os níveis do RNAm dos receptores 1 e 2 de VEGF em 

células HUVEC, este efeito foi dependente da concentração de trombina utilizada sendo 

evidenciado após 8-12h de tratamento com trombina (Tsopanoglou e Maragoudakis , 1999). É 

sugerido que este mecanismo de ativação da angiogênese pela trombina ocorre independente 

da atividade desta proteína no processo de coagulação (Tsopanoglou e col, 1993; 

Maragoudakis e col, 2002). 

A trombina pode mediar efeitos celulares, em parte, através da ativação de uma 

família de receptores acoplados à proteina G, denominados de  receptores ativados por 

proteases (PARs) (Macfarlane e col, 2001; Bergmann e col, 2006). Essa família de receptores 

é subdividida em PAR-1, 3 e 4, (Vu e col, 1991; Ishihara e col, 1997) ,  podem ser ativados 

por trombina, enquanto que PAR-2 pode ser ativado por tripsina ou pelo Fator Xa. A ativação 

de PAR-1, o principal receptor para trombina, têm sido relacionada com o crescimento de 

células tumorais, invasão e metástase de vários tipos de câncer (Morris et al, 2006). Foi 

mostrado por Yamahata e col em 2002, que a trombina, através da ativação de PAR-1, é 

capaz de promover um aumento na expressão de VEGF, e na proliferação celular em gliomas. 

Muitos dos efeitos celulares mediados pela trombina no câncer  são devido à uma complexa 

cascata de sinalização ativa da por receptores tipo PAR, sugerindo que a atividade proteolítica 
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da trombina é essencial para promoção destes eventos (Rickles e col, 2003). Além disso, a 

expressão de PAR-1 tem sido correlacionada com a maior agressividade dos tumores.  
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1.5 Glioblastoma e coagulaçã o sanguínea  

Alguns estudos têm demonstrado que a expressão de TF está diretamente 

correlacionada com o grau de malignidade dos gliomas (Hamada e col, 1996; Guan e col, 

2002). O TF é expresso em 90% dos astrocitomas malignos e em somente 10% dos  

astrocitomas menos agressivos (grau I e II). Os níveis de RNAm do TF são 500 vezes 

maiores em glioblastoma do que em tecido de cérebro normal, e esses níveis correlacionam 

com o grau histológico (Guan e col, 2002; Brat e Meir, 2004). 

 Diversos estudos tentam explicar os mecanismos que poderiam estar envolvidos com 

o aumento da expressão de TF e trombose em pacientes com glioblastoma (figura 10) (Rong 

e col, 2005; Yu e col, 2005; Rak e col, 2006; Rong e col, 2006). Eventos genéticos que 

ocorrem durante a progressão do astrocitoma anaplásico para o glioblastoma têm sido bem 

caracterizados e incluem mutações em PTEN e P53 (que são genes supressores de tumor) e 

amplificação de VEGF e MDM2 (Hunter e col, 2003). Entre estes, a amplificação do VEGF e 

a mutação de PTEN são os principais candidatos relacionados com os eventos pró-

trombóticos, porque essas alterações ocorrem na transição do AA para o GBM, quando se 

tem o aparecimento de trombose e das células pseudopaliçadas (Yu e col, 2004; Rak e col, 

2006). Os GBM apresentam uma diminuição na expressão de PTEN de até 70% quando 

comparado com AA (Rasheed e col, 1997). O efeito do PTEN na expressão e nas 

propriedades pró-coagulantes do TF em GBM tem sido muito estudado recentemente. Os 

autores sugerem, também, que a presença de trombos no interior dos vasos de GBM são os 

principais responsávies pela hipóxia desses tumores. A hipóxia tem sido recentemente 

relacionada com o aumento da taxa de trombose e da expressão de TF nas células 

pseudopa liçadas (Brat e col, 2004; Rong e col, 2006). 
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 Figura 5 – Proposta de vaso oclusão e mecanimos pró-trombóticos de formação das 
pseudopaliçadas em glioblastomas . Alterações genéticas nas células tumorais incluíndo amplificação 
de EGFR, diminuíção de PTEN e hipóxia estão fortemente relacionados com alta expressão de TF por 
células tumorais (Rong e col, 2006).  
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1.6 Terapias anticoagulantes no câncer 

Foi mostrado a importância da coagulação sanguínea na biologia tumoral.  Baseado 

nisso, diversos trabalhos têm sugerido que terapias anticoagulantes poderiam auxiliar no 

tratamento de pacientes com câncer. 

O TFPI (inibidor da via do Fator Tecidual) apresenta a capacidade de se ligar ao Fator 

Xa e ao complexo TF/Fator VIIa , formando um complexo quartenário e inibindo, ass im, a 

atividade proteolítica desse complexo e, consequentemente, o início da cascata de  

coagulação.  Estudos recentes têm demostrado que inibidores do complexo TF/FVIIa 

apresentam uma potente atividade anti-tumoral, promovendo a diminuição do crescimento 

primário do tumor , quando células de melanoma são inoculadas em camundongos. Além 

disso, a inibição promove a redução da metástase quando células de melanoma são injetadas, 

via intra-venosa, em camundongos.  

O NAPc2 (Nematode Anticoagulant Peptide C2), outro inibidor do complexo 

TF/Fator VIIa, também apresenta a capacidade de inibir o crescimento tumoral, o 

desenvolvimento de metástases e a angiogênese promovida por células de melanoma. 

Inibidores do Fator Xa também têm sido apresentado para previnir a metástase in 

vivo . Dessa forma , diversos inibidores do Fator Xa tê m sido estudados, entre eles NAP5 

(Ancylostoma Caninum anticoagulant protein) , o MCM09 e o AcAP (Ancylostoma Caninum 

anticoagulant peptide). Esses anticoagulantes promovem a inibição da atividade pró-

coagulante e diminuem também a capacidade metastática de células tumorais  em ensaios 

realizados in vitro. Esses inibidores apresentam a capacidade de inibir a metástase provocada 

por células de melanoma quando injetadas por via intravenosa em camundongos (Donnelly et 

al, 1998; Hembrough et al, 2003; Rossi et al, 2006). 

Inibidores específicos da trombina também têm sido testados, entre eles , o Argatroban 

um inibidor sintético da trombina (Longhi e col, 2001). O Argatroban apresenta a capacidade 

de se ligar ao sítio ativo da trombina (Hursting e col, 1997) promovendo a inibição da 

proliferação in vitro  da linhagem celular C6 de glioma (Hua e col, 2005). Além disso, quando 

células C6 de glioma foram inoculadas no cérebro de ratos , e esses animais tratados com 

Argatroban, foi observou-se uma redução no crescimento da massa tumoral, melhora nos 

testes comportamentais e o aumento da sobrevida , em relação aos animais controles, sem 

tratamento com Argatroban (Hua e col, 2005).  
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1.7 Inibidores exógenos da coagulação sanguínea 

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

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

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

pontos do processo de coagulação tem sido caracterizados nas últimas décadas, Dentre estes 

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

que foi isolado originalmente da sanguessuga Hirudo med icinalis (Stone & Maraganore, 

1992), e o NAPc2, capaz de interagir com o complexo TF-Fator VIIa através de um 

mecanismo de ação similar ao TFPI (Lee & Vlasuk, 2003). Estas duas moléculas já têm sido 

empregadas em diversos testes clínicos em humanos.  

Em 2002,  Francischetti e colaboradores descreveram a expressão e a caracterização 

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

técnicas de biologia molecular. A análise da seqüência pr imária revelou que esta proteína é 

formada por dois domínios Kunitz, domínios formados por resíduos de serina  (Figura 7). 

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

Ixolaris se liga ao Fator Xa e, posteriormente , forma um complexo quaternário com o TF e 

Fator VIIa, resultando na inativação do complexo tenase extrínseco (Francischetti e col., 

2002). Porém, diferentemente do TFPI, o Ixolaris não inibe o sítio catalítico do Fator Xa. De 

fato, estudos posteriores demonstraram que o Ixolaris interage com uma região do Fator Xa 

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

heparina do FXa é uma região formada por sete resíduos carregados positivamente (Rezaie, 

2000a; Rezaie 2000b). Interessantemente, esta região é análoga ao exosítio de ligação à 

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

Interessantemente, a interação do Ixolaris com o Fator Xa, embora não afete o sítio 

catalítico da enzima, inibe significativamente o reconhecimento do seu substrato 

macromolecular, a protrombina (Monteiro e col., 2005; Monteiro, 2005).  Desta forma, além 

de ser um potente inibidor do complexo tenase extrínseco, o Ixolaris também é capaz de 

inibir o complexo protrombinase.  

Outra diferença marcante entre o Ixolaris e o TFPI é a capacidade do primeiro 

interagir com o fator X com alta afinidade (Francischetti e col., 2002). De fato, a formação do 

complexo binário Ixolaris-Fator X também é capaz de interagir com o complexo TF-Fator 

VIIa, ina tivando este último. Interessantemente, a formação do complexo FX-Ixolaris inibe a 
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conversão do zimogênio em Fator Xa pelo complexo tenase intrínseco (Monteiro e col., 

2007), indicando que , na realidade , o Ixolaris apresenta um terceiro mecanismo de ação 

anticoagulante. Estes mecanismos estão sumarizados na Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Mecanismo de ação do Ixolaris. A molécula ao se ligar ao FX ou FXa forma um complexo 
binário que inativa o complexo tenase extrínseco (1), reduzindo a ativação dos FX e FIX. A ligação 
do Ixolaris ao FX também reduz a ativação do zimogênio pelo complexo tenase intrínseco (2) e por 
fim, a interação do Ixolaris com o FXa reduz a atividade do complexo protrombinase, reduzindo a 
formação de trombina (3). 

 

FVIIa / TF 
(Complexo tenase extrínseco) 

FX 

FXa/FVa 

FIX 

FIXa / FVIIIa  

Protrombina Trombina 

Fibrinogênio               Fibrina 

(Complexo tenase intrínseco) 

(Complexo protrombinase) 

(1)  Ixolaris  + FX ou FXa  

(2)  Ixolaris + FX 

(3)  Ixolaris + FXa 

X X 

X 

X 



 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 



 19 

 

2.1 Este trabalho possui como objetivos gerais: 

Caracterizar os mecanismos pró-coagulantes da linhagem celular de glioblastoma 

humano U87-MG e analisar o efeito do Ixolaris, um potente inibidor da coagulação 

sanguínea, sobre as propriedades pró-coagulantes e sobre o potencial tumorigênico da 

linhagem celular U87-MG; 

 

2.2 Objetivos específicos 

?  Analisar a expressão do Fator Tecidual na membrana da linhagem celular 

U87-MG e a sua capacidade de promover a montagem do compexo tena se extrínseco; 

?  Detectar a presença de PS exposta na membrana das células U87-MG e avaliar 

o papel desse fosfolipídio aniônico na montagem dos complexos tenase intrínseco e 

protrombinase; 

?  Analisar o efeito do Ixolaris sobre a atividade dos complexos pró-coagulantes 

montados nas células U87-MG; 

?  Analisar a capacidade do Ixolaris de inibir o crescimento “in vivo” da 

linhagem celular U87-MG quando inoculadas em camundongos Balbc/nude; 

?  Avaliar o efeito do Ixolaris sobre a viabilidade das células U87-MG. 
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3. Materiais e Métodos 
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3.1 Linhagem Celular 

U87-MG – linhagem de astrocitoma humano grau IV, capaz de formar tumores 

quando injetadas sub-cutaneamente no dorso de camundongos imunodeprimidos do tipo 

nude. 

 

3.2 Cultura de células 

 A linhagem U87-MG foi mantida com três passagens semanais. As células eram 

lavadas 2x com PBS (Tampão salina fosfato: 8% de NaCl, 5,36% de Na2HPO4, 0,4% de 

KH2PO4 e 0,9% de KCl) , à temperatura de 37ºC, para retirada do soro fetal bovino, depois 

tripsinizadas com 1000µL de tripsina  (Sigma, EUA) na concentração de 0,25%, para soltar as 

células da garrafa, e ressuspensas em meio DMEM-F12 (Gibco, EUA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (Gibco, EUA), tampão HEPES (3g/L), glutamina (0,3 g/L), 

bicarbonato de sódio (0,2 g/L), pH 7,2 e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 

37ºC.   

 

3.3 Imunocitoquímica anti-TF  

Ao atingirem 80% de confluência, as células U87-MG foram lavadas uma vez com 

PBS (Tampão salina fosfato: 8% de NaCl, 5,36% de Na2HPO4, 0,4% de KH2PO4 e 0,9% de 

KCl) e fixadas por 3 minutos com paraformaldeído 4% (Isofar Indústria e Comércio de 

Produtos Químicos Ldta). O bloque io dos sítios inespecíficos foi realizado por 1 hora com 

PBS-BSA 5% (BSA, albumina de soro bovino-Sigma Chemical Co). Em seguida, as células 

foram incubadas por mais de 12 horas (overnight) à 4°C com o anticorpo primário anti-TF 

(TF, Tecidual Factor) (American Diagnóstica Inc., Product no 4509) na diluição de 1:100 em 

PBS-BSA 5%. Após 3 lavagens com PBS, as células foram incubadas por uma hora à 

temperatura ambiente com anticorpo sec undário anti-mouse (Molecular Probes-Alexa Fluor 

488;1:400 em PBS-BSA 5%) e os núcleos marcados com DAPI (4’,6-Diamino-2-fenilindole, 

SigmaChemical Co). As lamínulas foram montadas em meio de montagem (DakoCytomation 

Fluorescent Mounting Medium) e visualizadas em microscópio óptico TS200 de 

fluorescência da Nikon.  
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3.4 Ensaio de atividade do Fator Tecidual – tempo de coagulação do 

plasma 

A habilidade das células tumorais de potencializar a coagulação do plasma foi 

verificada por meio da medição do tempo de recalcificação em um coagulômetro KC-4 micro 

(Amelung Ltd, Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) de acordo com o seguinte protocolo: 50 

?L de pool de plasma humano pobre em plaquetas (PPP) foi misturado com 50 ?L de 

diferentes concentrações de células (0 - 5x105 células) ressuspendidas em tampão TBS 

(20mM Tris; 0,15M NaCl; pH7,5). Após 2 minutos, foi adicionado 100 µL de 25 mM CaCl2 

e o tempo necessário para ocorrer a coagulação foi medido.  

 

3.5 Ensaio de formação do complexo Tenase Extrínseco  

A formação do complexo tenase extrínseco foi verificado de acordo com o seguinte 

protocolo: As células a 5x105 células/mL foram incubadas a 37°C com 1nM Fator VIIa 

(Haematologic Technologies, EUA). A reação foi iniciada pela adição de 100nM Fator X 

(Haematologic Technologies, EUA). Alíquotas de 25 ?L foram removidas da mistura a cada 

1 minutos e adicionadas a 25 ?L de tampão de parada  (Tampão Tris/EDTA – 150 mM NaCl; 

50 mM Tris; 20 mM EDTA – ajustado para p/ pH 7,5). A quantidade de Fator Xa formada foi 

estimada adicionando-se o substrato cromogênico S-2765 (2mM) e a densidade ótica medida 

a 405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax Microplate Reader, Molecular Devices, Menlo 

Park, EUA), a 37ºC por 20 min com intervalo de 6 segundos. As concentrações de FXa foram 

obtidas  a partir de uma curva de diluição de uma solução padrão de FXa. Foram realizados 

controles na ausência de células e de Fator VIIa. 

 

3.6 Ensaio de formação do complexo Tenase Intrínseco  

A geração do complexo Tenase Intrínseco foi verificada de acordo com o seguinte 

protocolo: As células a 5x105 células/mL foram incubadas a 37°C com 0.2nM Fator IXa  

(Haematologic Technologies, EUA) e 1.0 IU/mL Fator VIIIa (Haematologic Technologies, 

EUA) (concentrações finais) por 2 minutos. A  reação foi iniciada pela adição de 100nM 

Fator X (Haematologic Technologies, EUA) (concentração final). Alíquotas de 25 µL foram 

removidas da mistura a cada 2 minutos e adicionados a 25 µL de tampão de parada. A 
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quantidade de Fator Xa formada foi estimada adicionando-se o substrato cromogênico, S-

2765 (2mM) (Chromogenix, Mölndal, Suécia), e a densidade ótica medida a 405nm em um 

leitor de Elisa. As concentrações de Fator Xa foram obtidas  a partir de uma solução padrão 

de Fator Xa. Foram realizados controles na ausência de células. 

 

3.7 Ensaio de formação do complexo Protrombinase 

A ativação da  protrombina foi verificada através do seguinte protocolo: As células a 

5x105 células/mL foram incubadas a 37°C com 10 ?M Fator Xa (Haematologic 

Technologies, EUA) 1 nM Fator Va (Haematologic Technologies, EUA) (concentrações 

finais) por 2 minutos. A reação foi iniciada pela adição de 0,5 µM protrombina 

(Haematologic Technologies, EUA), (concentração final). Alíquotas de 25 µL foram 

removidas da mistura a  cada 1 minutos e adicionadas a 25 µl de tampão de parada. A 

quantidade de trombina formada foi estimada adicionando-se o substrato cromogênico S-

2238 (2mM) (Chromogenix, Mölndal, Suécia), e a densidade ótica medida  a 405nm em um 

leitor de Elisa. As velocidades (mOD/min) obtidas nos primeiros minutos da reação foram 

usadas para calcular a quantidade de trombina formada. Foram realizados controles na 

ausência de células. 

 

3.8 Inibição dos complexos da coagulação por Anexina V 

O efeito de Anexina V na formação de trombina e Fator Xa foi verificado de acordo 

com o seguinte protocolo: as células (5x105 cels/mL) foram incubadas com diferentes 

concentrações de Anexina V de placenta humana (Sigma Chemical Co, Poole, UK), (0-

25nM) por 5 min a 37ºC em TBS. Após esse período, a ativação dos complexos tenase 

intrínseco (formação de Fator Xa) e protrombinase (formação de trombina) foram seguidos 

como descrito acima, sendo que as alíquotas foram removidas em tempo fixo de 8 minutos 

para a formação de Fator Xa e 6 minutos para a formação de trombina. 

 

3.9 Citometria de Fluxo 

As análises feitas no citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton-D ickinson, EUA), 

foram analisadas com os seguintes parâmetros: desvio frontal (ou forward scatter), desvio 

lateral (ou side scatter) e sinais de fluorescência na cor verde (FL1), cujo comprimento de 
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onda é de 525 nm ou, na cor laranja (FL2), cujo comprimento de onda é de 575 nm. A 

excitação das amostras foi realizada por laser de argônio, ajustado para emitir 15 mW a 488 

nm. Um total de 10.000 eventos foi adquirido e os dados obtidos foram analisados utilizando 

o programa WinMDI 2.8. 

 

3.10 Identificação de Fosfatidilserina (PS) 

 

3.10.1 – Marcação com anti-PS-Alexa 488 (Bavituximab) 

As células (5x105células/mL) foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-PS-

Alexa 488 (Bavituximab) diluído 1:200 por 30 min à 4ºC. Posteriormente, as células foram 

lavadas e incubadas com anticorpo secundário conjugado com fluoresceína (FITC) diluído 

1:100 por 30 min à 4ºC, no escuro. As células foram resuspendidas em 500µL de PBS e 

analisadas. A média da intensidade de fluorescência (MIF) de 10.000 eventos foi determinada 

para cada amostra. 

 

3.10.2 – Marcação com anexina  V – FITC 

Para detecção da PS na superfície celular, as células U87-MG foram ressuspendidas 

no tampão de ligação de anexina (150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 

and 10 mM HEPES), pH 7.3 e incubadas com 25 ? g/mL anexina V-FITC (Molecular Probes) 

por 15 minutos a temperatura ambiente . As células U87-MG foram marcadas também com 10 

?g/mL  de iodeto de propídio para verificar a integridade da membrana. As células foram 

ressuspendidas em 500µL de PBS e analisadas. A média da intensidade de fluorescência 

(MIF) de 10.000 eventos foi determinada para cada amostra.    

 

3.11 Expressão e purificação do Ixolaris 

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

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

Francischetti e colaboradores (2002). O meio de cultura contendo a proteína recombinante foi 

aplicado em uma coluna de afinidade  contendo Fator X acoplado à resina Sepharose 4B 

(Calbiochem, EUA). A coluna foi montada conforme instruç ões do fabricante e previamente 

equilibrada em Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. Após a incorporação, a coluna foi 

extensivamente lavada com o mesmo tampão e, em seguida , incubada com uma solução de 
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HCl 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 min. O material eluído foi concentrado e dialisado 

overnight contra Tris -HCl 20mM, NaCl 100mM, pH 7,5 e qua ntificado a 280 nm. A pureza 

do material obtido foi avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

3.12 Inibição dos complexos da coagulação por Ixolaris 

O efeito do Ixolaris na formação de Fator Xa e trombina  foi verificado de acordo com 

o seguinte protocolo: Fator X foi incubado com diferentes concentrações de Ixolaris (0-

100nM) por 10 min a 37ºC. Após esse período a ativação dos complexos tenase intrínseco 

(formação de Fator Xa) e protrombinase (formação de trombina)  foi seguido como descrito 

acima, sendo que as alíquotas foram removidas em tempo fixo de 7 minutos para a formação 

de Fator Xa e para a formação de trombina. 

 

3.13 Determinação da viabilidade celular através do MT 

A viabilidade celular foi determinada pelo método de Mosmann (1983). As células 

U87-MG (2,0x104 células ml/1) foram cultivadas em placas de 96 poços, em meio DMEM-

F12, suplementado com 10% de soro fetal bovino, tampão HEPES (3g/l), glutamina (0,3 g/l), 

bicarbonato de sódio (0,2 g/l), pH 7,2 e diferentes concentrações de Ixolaris (0,5 µg/ml e 2,5 

µg/ml). Ao final do tratamento (24, 48 e 72 horas) , os poços foram lavados  duas vezes com 

PBS e mantitas com 200 µl de uma solução de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-2,5-

difeniltetrazolium) 0,5 mg/ml em DMEM por 4 horas a 37ºC. Ao final dessa incubação, 20µl 

de DMSO foi adicionado e a leitura realizada em um leitor de Elisa a 490 nm. Foram feitas 

triplicatas de cada concentração de Ixolaris.  

 

3.14 Ensaio de tumorigênese in vivo 

Os ensaios foram realizados utilizando-se camundongos Balbc/nude de 4 a 8 semanas 

mantidos com acesso a água  e ração ad libitum, com ciclo de luz de 12h, no Biotério do 

Conjunto das Químicas da USP. As linhagens celulares foram previamente subcultivadas em 

meio DMEM completo, contendo 10% de soro fetal bovino. As culturas da linhagem U87-

MG em crescimento exponencial foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em 

meio de cultura DMEM sem soro e mantidas em gelo até o momento da inoculação no 
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animal. Cada animal recebeu a inoculação de 0,1ml da suspensão de células (contendo 2X106 

células) no dorso do animal, após assepsia do local com etanol 70%.  Após 3 dias da 

inoculação das células os animais foram tratados diariamente, durante 30 dias, com diferentes 

concentrações de Ixolaris (50 e 250µg/Kg). Realizamos controles onde os animais não 

receberam as células U87-MG, mais foram tratados durante os 30 dias com Ixolaris. Os 

animais foram mantidos até o dia do sacrifício nas condições acima. Após 15 dias de 

tratamentos , os tumores formados em cada animal, foram medidos diariamente  com um 

paquímetro. No dia do término do experimento de tumorigênese (33 dias após a inoculação 

das células), os animais foram sacrificados com éter e os tumores formados foram extraídos 

cirurgicamente do dorso dos animais, pesados e congelados em nitrogênio. 

 

3.15 Ensaio de  inibição de  atividade do Fator Tecidual – tempo de 

coagulação do plasma 

A capacidade do Ixolaris em inibir o tempo de coagulação de plasma humano, foi 

verificada por meio da medição do tempo de recalcificação em um coagulômetro KC-4 micro 

(Amelung Ltd, Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) de acordo com o seguinte protocolo: 50 

?L de pool de plasma humano pobre em plaquetas (PPP) foi incubado previamente por 

10min com diferentes concentrações de Ixolaris (0-37.5 nM) e posteriormente misturado com 

50 ? l de células 5x105 células/ml ressuspendidas em tampão TBS (20mM Tris; 0,15M NaCl; 

pH7,5). Após 11 minutos, foi adicionado 100 µL de 25 mM CaCl2 e o tempo necessário para 

ocorrer a coagulação foi medido. 
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4.1 Ação pró-coagulante da linhagem de glioblastoma humano U87-MG 

4.1.1 – Expressão e atividade do Fator Tecidual 

Uma série de estudos demonstra que a atividade pró-coagulante de diversas linhagens 

tumorais, incluindo gliomas, deve-se, pelo menos em parte, à expressão de fator tecidual 

(TF). Dessa forma, através da análise por imunocitoquímica, verificamos a expressão desta 

proteína pelas células U87-MG. Confirmando dados prévios da literatura (Carson; 

Pirruccello, 1998; Rong et al, 2005), verificamos que esta linhagem de glioblastoma expressa 

TF, como demonstrado na figura 7A. Controles realizados somente com o anticorpo 

secundário confirmam a es pecificidade do ensaio (figura 7B). 

 Em seguida, para verificar a funcionalidade do TF expresso pelas células U87-MG, 

realizamos o ensaio de formação do complexo tenase extrínseco, as células foram incubadas 

na presença de Fator VIIa,  Fator X e íons de Ca2+, A formação de Fator Xa foi estimada 

utilizando substrato cromogênico específico para essa enzima e a densidade ótica medida em 

um leitor de Elisa. A figura 8 mostra que esta linhagem celular foi capaz de promover a 

conversão do Fator X em Fator Xa (círculos), quando comparado com os controles realizados 

na ausência de células (quadrados) ou na ausência de Fator VIIa (triângulos). Desta forma, 

confirmamos que as células tumorais U87-MG expressam TF constitutivame nte e permitem a 

montagem do complexo tenase extrínseco em sua superfície. 
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Figura 7 – Análise da expressão de TF nas células U87-MG realizada por imunocitoquímica. Painel 
A, células incubadas por mais de 12h com anticorpo primário específico para TF. A marcação em 
verde revela reação positiva para essa proteína. Painel B, células incubadas apenas com o anticorpo 
secundário marcação em azul revela reação específica para DAPI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 8 – As células de glioblastoma U87-MG promovem a ativação do Fator Xa através do 
complexo tenase extrínseco. A ativação de Fator X (100nM) por Fator VIIa (1nM) na presença (?) ou  
na ausência (? ) de células U87-MG (concentração de células de 5.105 céls/ml) e na ausência de Fator 
VIIa (¦ ). A formação de Fator Xa foi determinada adicionando-se o substrato cromogênico S-2765 
(2mM) e a densidade ótica medida a 405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax Microplate Reader, 
Molecular Devises, Menlo Park, EUA). As concentrações de Fator Xa foram obtidas  a partir de uma 
curva de diluição de uma solução padrão FXa. Os dados são médias ± EP de três experimentos 
independentes. 
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4.1.2 – Exposição de fosfatidilserina e seu papel na atividade pró-coagulante  

 

Estudos anteriores demonstraram a importância da expressão de fosfolipídeos 

carregados negativamente, em especial da fosfatidilserina, na membrana de células tumorais 

para a ligação das enzimas da cascata de coagulação (Sugimura, 1994). Assim, a exposição 

deste lipídeo na membrana de células U87-MG foi avaliada através de ensaios de citometria 

de fluxo como demonstrado no histograma 1 da figura 9, quando as células foram incubadas 

com anticorpo específico contra fosfatidilserina ocorreu um deslocamento da intensidade de 

fluorescência em relação ao controle sem o anticorpo, confirmando, assim , a exposição de 

fosfatidilserina por esta linhagem celular. Um outro ensaio de citometria de fluxo, utilizando-

se anexina V conjugada com FITC, foi realizado para confirmar a exposição deste 

fosfolipídio aniônico na membrana destas células. Como observado no histograma 2 (vide 

também a figura 9) , ocorreu deslocamento da intensidade de fluorescência das células 

marcadas com anexina V quando comparado com o controle na ausência desta proteína. 

Realizamos controles com iodeto de propídio para detecção da integridade da membrana, 

confirmando a presença de fosfatidilserina  na face externa da membrana das células U87-

MG. 

Para verificar o papel da fosfatidilserina, exposta na membrana das células U87-MG, 

na atividade pró-coagulante, realizamos ensaios de formação dos complexos tenase intrínseco 

e protrombinase, ambos reconhecidamente dependentes da presença de fosfolipídeos 

carregados negativamente. Para analisar a formação do complexo tenase intrínseco, 

incubamos as células de U87-MG na presença de Fator IXa, Fator VIIIa, Fator X e íons Ca2+.  

A figura 10 mostra que as células U87-MG foram capazes de promover a conversão de Fator 

X em Fator Xa (círculos), quando comparado ao ensaio controle, realizado na ausência de 

células (triângulos).  

Em seguida, avaliamos a habilidade das células U87-MG de permitirem a montagem 

do complexo protrombinase. O ensaio foi realizado incubando-se as células com Fator Xa, 

Fator Va e protrombina, na presença de íons Ca2+. Como demonstrado na figura 11, o 

complexo formado por Fator Xa/Fator Va/U87-MG foi capaz de promover a conversão da 

protrombina em trombina (triângulo fechado), quando comparado ao ensaio controle na 

ausência de células (triângulo aberto).    

Para confirmar a importância da exposição de fosfatidilserina para a ligação e 

montagem dos complexos pró-coagulantes tenase intrínseco e protrombinase, na membrana 
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das células de glioblastoma, realizamos ensaios de ativação destes complexos na presença de 

diferentes concentrações de anexina V. Como mostrado na figura 12, a atividade destes 

complexos foram inibidas progressivamente por concentrações crescentes de Anexina V, 

evidenciando, dessa forma , a impotância da fosfatidilserina para a ligação e montagem dos 

complexos da coagulação.  
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Histograma 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Histograma 2 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Análise da exposição de fosfatidilserina na membrana de células da linhagem U87-MG.  
Histograma 1 - Realizada através de ensaios de citometria de fluxo. A linha cinza representa a 
fluorescência basal das células e a linha preta a fluorescência na presença do anticorpo anti-
fosfatidilserina (Bavituximab).  
Histograma 2 - A linha preta representa a fluorescência na presença de anexina V-FITC e negativo 
para iodeto de propídio. A linha cinza representa o controle na ausência de anexina V-FITC. 
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Figura 10 – As células de glioblastoma U87-MG promovem a formação de Fator Xa através do 
complexo tenase intrínseco. A ativação de Fator X (100nM) por FIXa (0.2nM) e Fator VIIIa (1 
IU/mL) foi realizada na ausência (? ) ou na presença (? ) de células de U87-MG (concentração de 
célula 5 x 105 cels/mL). A formação de Fator Xa foi determinada adicionando-se o substrato 
cromogênico S-2238 (2mM) e a densidade ótica medida a 405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax 
Microplate Reader, Molecular Devises, Menlo Park, EUA). As concentrações de FXa foram obtidas a 
partir de uma curva de diluição de uma solução padrão FXa.   como indicado nos materiais e métodos. 
Os dados são médias ± EP de três experimentos independentes.  
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Figura 11 – As células de glioblastoma U87-MG promovem a formação de trombina através do 
complexo protrombinase.  A ativação de protrombina humana (0,5 nM) por F ator Xa (10 pM) e Fator 
Va (1nM) foi realizada na ausência (?) ou na presença (? ) das células U87-MG. A formação de 
trombina foi determinada adicionando-se o substrato cromogênico S-2238 (2mM) (Chromogenix, 
Mölndal, Suécia), e a densidade ótica medida a 405nm em um leitor de Elisa. As velocidades 
(mOD/min) obtidas nos primeiros minutos da reação foram usadas para calcular a quantidade de 
trombina formada.  Os dados são médias ± DP de quatro experimentos independentes. 
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Figura 12 – Inibição dos complexos pró-coagulantes por anexina V. (?) Complexo tenase intrínseco 
foi medido através da ativação de Fator X (100nM) por FIXa (0.2nM) e Fator VIIIa (1 IU/mL) na 
presença das células U87-MG e na presença de anexina V (0-5nM). (¦ ) Complexo protrombinase foi 
medido através da  ativação de protrombina humana (1 nM) por Fator Xa (10 pM) e Fator Va (1nM)  
na presença de células U87-MG e na presença de anexina V (0-5nM). Os dados são médias ± DP de 
quatro experimentos independentes. 
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4.1.3 – Ativação da coagulação sanguínea pelas células U87-MG 

 

Nos experimentos anteriores, foi mostrado a capacidade da linhagem celular U87-MG 

de promover a montagem e a ativação dos complexos da coagulação. Isso se deve à expressão 

do TF e à exposição de fosfatidilserina na membrana destas células. Desta forma, verificamos  

a capacidade destas células de promover a ativação do tempo de coagulação do plasma 

humano. Observamos que as células foram capazes de diminuir o tempo de coagulação em 

função da concentração de células , quando comparadas com o controle na ausência de células 

(figura 13), indicando que esta linhagem celular de glioblastoma humano apresenta uma 

potente atividade pró-coagulante, permitindo a montagem dos três complexos da coagulação 

sanguínea. 
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Figura 13 – Tempo de recalcificação de plasma humano.  Redução do tempo de recalcificação de 
plasma humano de forma concentração de células -dependente (0 a 5 x 105 células/ml) quando 
comparadas ao controle somente com TBS. Os dados representam a média ± EP de três experimentos 
independentes. 
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4.2 Efeito do Ixolaris sobre a linhagem tumoral U87-MG 
 

4.2.1 – Inibição da atividade pró-coagulante de U87-MG pelo Ixolaris 

Muitos estudos têm demonstrado que a cascata de coagulação apresenta um 

importante papel na progressão do tumor, (Fancis, 1998; Zacharscki, 2003; Banke, 2005). 

Dessa forma, vários inibidores específicos da cascata de coagulação têm sido testados com o 

objetivo de inibir o crescimento ou a disseminação do tumor (Hejna, 1998; Francis, 2002; 

Banke, 2005).  Nossos resultados anteriores mostraram que a linhagem celular U87-MG 

promove a montagem dos complexos da coagulação devido à expressão do TF e de 

fosfatidilserina na sua superfície. Com isso, a próxima etapa desse trabalho, foi verificar a 

capacidade do Ixolaris em inibir a atividade funcional do Fator Tecidual. Para isso, 

realizamos o ensaio de formação do complexo tenase extrínseco na presença de Ixolaris, 

proteína capaz de se ligar ao fator X e ao complexo formado pelo fator TF e o fator VIIa. A 

atividade do complexo foi inibida , progressivamente, por concentrações crescentes do 

Ixolaris, confirmando sua capacidade  inibitória (figura 14).  

Assim, como a atividade do complexo tenase extrínseco foi inibida , progressivamente, 

por concentrações crescentes de Ixolaris, a atividade do complexo tenase intrínseco também 

foi inibida, devido à capacidade do Ixolaris de se ligar com alta afinidade ao fator X, 

impedindo, assim, a ativação deste zimogênio pelo complexo tenase intrínseco. O Ixolaris se 

liga com alta afinidade também ao fator Xa, impedindo o reconhecimento da protrombina por 

este complexo. A inibição destes dois complexos também foram dependentes de 

concentrações crescentes dessa proteína. Nos experimentos anteriores, mostramos a 

capacidade do Ixolaris em inibir a montagem e a ativação dos comple xos da coagulação 

promovida pela linhagem U87-MG. Isso se deve à capacidade do Ixolaris de se ligar, com 

alta afinidade , aos fatores X e Xa. Desta forma , verificamos a capacidade desse 

anticoagulante em inibir a ativação do tempo de coagulação do plasma humano, promovida 

pela célula tumoral U87-MG. Foi observado que o Ixolaris foi capaz de reverter a  ativação do 

tempo de coagulação acelerado pelas celulas U87-MG, sendo, essa inibição, dependente da 

concentração do anticoagulante (figura17). Dessa forma, podemos concluir que o Ixolaris 

apresenta capacidade de inibir todos os complexos da coagulação sanguínea ativados pela 

linhagem celular U87-MG. 
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Figura 14 – Inibição do complexo tenase extrínseco por Ixolaris. O complexo tenase extrínseco foi 
realizado através da ativação do Fator X (100nM)  por Fator VIIa (1nM) na presença das células U87-
MG (concentração de células de 5.10 5 céls/ml) e de diferentes concentrações de Ixolaris (0-10nM). Os 
dados são médias ± DP de quatro experimentos independentes. 
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Figura 15 – Inibição do complexo tenase intrínseco por Ixolaris. Complexo tenase intrínseco foi 
medido através da ativação do Fator X (100nM) por Fator IXa (0.2nM) e Fator VIIIa (1 IU/mL) na 
presença das células U87-MG (concentração de célula 5 x 10 5 cels/mL) e de diferentes concentrações 
de Ixolaris (0-100nM). Os dados são médias ± DP de quatro experimentos independentes. 
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Figura 16 – Inibição do complexo protrombinase por Ixolaris. Complexo protrombinase foi medido  
através da ativação de protrombina humana (1 nM) por Fator Xa (10 pM) e Fator Va (1nM) na 
presença das células U87-MG (concentração de células de 5.105 céls/ml) e de diferentes 
concentrações de Ixolaris (0-4nM). Os dados são médias ± DP de quatro experimentos independentes. 
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Figura 17 – Inibição do tempo de recalcificação de plasma humano por Ixolaris. A redução do tempo 
de recalcificação de plasma humano na presença das células U87-MG (concentração de células de 
5.105 céls/ml) foi revertido na presença de diferentes concentrações de Ixolaris (0-37.5nM). Os dados 
são médias ± DP de quatro experimentos independentes. 
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4.2.2 – Ensaio de tumorigênese in vivo 

Mostramos, anteriormente, a capacidade do Ixolaris em inibir a atividade pró-

coagulante das células U87-MG e sabendo que estas características apresentam um 

importante papel no desenvolvimento do tumor, nós realizamos um ensaio de tumorigênese 

in vivo , conforme descrito em materias e métodos, com o intuito de verificar o efeito no 

Ixolaris no crescimento do tumor. Após 30 dias de tratamento, os animais foram sacrificados 

e os tumores foram dissecados e pesados. Foi observado que o peso médio dos tumores dos 

animais tratados com a concentração de 250µg/Kg de Ixolaris foi de 0,106g, enquanto que o 

peso médio dos tumores dos animais tratados com a concentração de 50µg/K g foi de 0,280g e 

o peso médio dos tumores dos animais controles, ou seja, animais que foram tratados apenas 

com PBS foi de 0,320g. Dessa forma, como mostrado na figura 18, concluímos que os 

animais tratados com a concentração de 250 µg/kg de Ixolaris tiveram uma inibição 

significativa do crescimento do tumor , quando comparados com os animais tratados com a 

concentração de 50µg/kg e  com os animais controles. 
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Figura 18  – Ixolaris inibe o crescimento do tumor induzido por células U87-MG in vivo. O ensaio de 
tumorigênese in vivo foi realizados na ausência e na presença de diferentes concentrações de Ixolaris 
(50 e 250 µg/kg), após 30 dias de tratamento os animais foram sacrificados e os tumores pesados. 



 45 

4.2.3 – Ixolaris não altera a viabilidade de  células U87-MG in vitro  

 Os ensaios de determinação da viabilidade celular foram realizados para verificar as 

alterações na sobrevivência das células U87-MG quando tratadas ou não com Ixolaris. Como 

mostra a figura 19, as células tratadas com Ixolaris não exibiram diminuição da viabilidade 

celular de maneira dependente da concentração e do tempo de incubação.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19  – Determinação da viabilidade celular. O ensaio de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-
2,5-difeniltetrazolium) foi realizado na ausência e na presença de diferentes concentrações de Ixolaris 
(0.5 e 2.5 µg/ml), e em diferentes tempos de incubação 24, 48 e 72 horas. Os dados são médias ± DP 
de quatro experimentos independentes. 
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O glioblastoma multiforme é considerado o tipo de tumor mais agressivo do SNC e 

isto se deve ao seu comportamento extremamente invasivo, que promove uma destruição 

considerável do tecido normal adjacente. A presença de focos necróticos é uma das principais 

diferenças entre os glioblastomas e os gliomas de menor grau (Brat e col, 2004). De fato, 

Hammoud e colaboradores (1996) demonstraram uma estreita correlação entre o tamanho da 

área de necrose tumoral, analisado por exames de ressonância magnética nuclear, com a 

sobrevida de pacientes com glioblastoma. Outro achado histopatológico marcante no 

glioblastoma humano é a oclusão vascular trombótica, característica que sugere que a 

necrogênese estaria diretamente correlacionada com uma tendência pró-coagulante nestes  

pacientes (Rong e col, 2005).  

Vários relatos da literatura sugerem possíveis mecanismos que explicariam o aumento 

da coagulação sanguínea observada nos pacientes com câncer, sendo um dos principais o 

aumento na expressão da proteína Fator Tecidual (TF) (Rickles e Falanga , 2001; Rong e col, 

2005; Rak e col, 2006).  De fato, pelo menos dois estudos relatam que a expressão de TF está 

diretamente correlacionada com o grau de agressiv idade dos gliomas (Hamanda e col, 1996; 

Guan e col, 2002), o que explicaria a maior ocorrência de vaso-oclusão no glioblastoma. 

Além da expressão de TF, outro mecanismo pró-coagulante que tem sido destacado na 

literatura é a exposição do lipídeo fosfatidilserina (Sugimura e col, 1994; Barrowclifee e col, 

2002; Pickering et al, 2004), um importante componente dos complexos pró-coagulantes 

dependentes de membranas (Kalafatis e col, 1994). De fato, nosso grupo demonstrou 

recentemente que a linhagem C6 de glioma de rato possui o lipídeo fosfatidilserina exposto 

em sua membrana externa e esta condição contribui para os mecanismos pró-coagula ntes 

desta linhagem tumoral (Fernandes e col, 2006). Em conjunto, a expressão de TF e a 

exposição de fosfatidilserina tornariam a célula tumoral extremamente competente para 

induzir a coagulação sanguínea. 

Neste trabalho, nós demonstramos que a linhagem celular de glioblastoma humano 

U87-MG apresenta uma potente atividade pró-coagulante in vitro. Inicialmente , confirmamos 

que esta linhagem celular expressa TF, conforme vários relatos prévios da literatura (Carson e 

Pirruccello, 1998; Yamahata e coll, 2002). As células U87-MG, ao expressarem TF na sua 

superfície , apresentam a capacidade de se ligarem ao Fator VIIa,  promovendo a montagem 

do complexo tenase extrínseco e iniciando a castata de coagulação. Em seguida, nós também 

demonstramos  que a exposiç ão de fosfatidilserina  na superfície externa torna estas células 
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capazes de promover a formação do complexo tenase intrínseco, com subsequente ativação 

do Fator Xa, e do complexo protrombinase, levando à formação de trombina. A atividade 

desses dois complexos foi inibida progressivamente por concentrações crescentes de Anexina 

V, proteína capaz de se ligar a fosfatidilserina , confirmando a importância deste lipídeo para 

a ligação e montagem dos complexos tenase intínseco e protrombinase na membrana das 

células de glioblastoma.  

As propriedades pró-coagulantes das células de glioblastoma parecem contribuir 

significativamente para o aparecimento de regiões de hipóxia no tumor (Brat e col, 2004). Foi 

mostrado que a hipóxia aumenta a migração e a invasão do glioblastoma (Raza e col, 2002; 

Brat e col, 2004b; Zagzag e col, 2006; Ezhilarasan e col, 2007). A hipóxia aumenta a 

expressão de fatores transcricionais, como o HIF (Hypoxia Induced factor), que, por sua vez, 

medeiam  um aumento na expressão de VEGF e de proteases da matriz extracelular (B rat e 

col, 2004b). Interessantemente, a hipóxia também promove um aumento na expressão de TF, 

resultando em uma maior atividade pró-coagulante das células de glioblastoma humano 

(Rong e col, 2005). 

A elevada expressão de TF e a consequente formação de trombina não são 

responsáveis apenas por promover a formação de fibrina e, consequentemente, de trombos no 

interior dos vasos dos tumores. Essas proteínas também promovem uma importante resposta 

celular através da ativação de uma família de receptores acoplados à proteína G, conhecidos 

como PAR – receptores ativados por proteases. Esses receptores são ativados por um 

mecanismo que envolve proteólise da parte extracelular do receptor (Coughlin, 2000). No 

câncer, esses receptores são expressos em diferentes tipos celulares, como as próprias células 

tumorais, células endoteliais, células inflamatórias e plaquetas, e estes têm sido implicados no 

crescimento tumoral, invasão e metástase (Belting e col., 2005; Rak e col., 2006).  

Em linhagens de glioma, diversos trabalhos demonstram que a ativação dos receptores 

do tipo PAR promove a formação de citocinas pró-inflamatórias. Tem sido demonstrada a 

capacidade da  trombina promover um  aumento na expressão do RNAm e da secreção de IL-

6. Este efeito dependente da concentração de trombina pode ser inibido por Hirudina 

(proteína isolada da saliva de Hirudo medicinalis, capaz de se ligar e inibir a ação da 

trombina). A trombina também promove um aumento significativo no RNAm  de IL1-?  e de 

TNF-? . Portanto, a trombina e seus agonistas estimulam a expressão de citocinas pró-
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inflamátorias em linhagens celulares de glioma (Meli e col, 2001; Fan e col, 2005). Além 

disso, a ativação dos receptores do tipo PAR por trombina ou por peptídeos agonistas 

promove a ativação do fator de transcrição NF-kB e, consequentemente , de citocinas pró-

inflamatórias (Zieger e col, 2001).   

Devido à forte correlação entre os processos pró-coagulantes com a agressividade dos 

tumores, em particular dos glioblastomas, novas terapias com substâncias anticoagulantes 

têm sido testadas , tendo apresenta do resultados satisfatórios. Foi mostrado que a Varfarina, a 

heparina de baixo peso molecular e o Argatroban promovem uma inibição da progressão do 

tumor. Diferentemente dos outros inibidores da trombina, o Argatroban apresenta um baixo 

potencial hemorrágico in vivo  (Hursting e col, 1997). 

Outras substâncias anticoagulantes também têm sido testadas como antineoplásicos, 

entre elas, o TFPI, um inibidor fisiológico do complexo TF/FVIIA e o NAPc2, uma proteína 

recombinante derivada do Ancylostoma caninum capaz de formar um complexo quartenário 

com o TF/FVIIa e FX  e inibi-lo. A literatura tem mostrado que TFPI e NAPc2 apresentam a 

capacidade de inibir o crescimento tumoral e o desenvolvimento de metástase em linhagem 

de melanoma B16. Além disso, o NAPc2 promove uma inibição do crescimento dessas 

células in vivo  (Amirkhosravi, 2002; Hembrough, 2003). Ornstein e colaboradores sugeriram 

em 2002, que a inibição do TF e, consequentemente , de trombina, pode ser de grande 

importância para o tratamento de pacientes com glioblastoma. Isso foi baseado em 

experimentos, nos quais a síntese de TF foi inibida em células de glioblastoma multiforme, 

resultando na redução da proliferação e da capacidade invasiva de ssa linhagem celular  

(Ishibashi e col, 2000). 

Dessa forma, nós testamos a capacidade do Ixolaris, um potente inibidor da 

coagulação sanguínea, em inibir a ativação dos complexos da coagulação sanguínea. Nós 

observamos que ocorreu uma diminuição na formação do Fator Xa pelo complexo tenase 

extrínseco e intrínseco, além da diminuição da formação de trombina pelo complexo 

protrombinase. Quando realizamos o ensaio de tumorigênese in vivo, observamos que o 

Ixolaris, na dose de 250µg/kg, promoveu uma diminuição significativa do crescimento do 

tumor quando comparado com os animais controle. Os animais que receberam apenas 

Ixolaris não apresentaram alterações no processo de coagulação, após 30 dias de tratamento. 

Realizamos , também, um ensaio de viabilidade celular e não observamos alterações na 
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viabilidade das células U87-MG nas doses e nos tempos testados, descartando, assim, o efeito 

citotóxico do Ixolaris. 

É importante reconhecer que os anticoagulantes cujo alvo é o TF-Fator VIIa, tal como o 

Ixolaris, o NAPc2, e o TFPI humano parecem ser eficientes, na inibição das características 

pró-coagulantes das células tumorais, promovendo uma inibição do seu crescimento. 

Notavelmente, estes compostos estão menos freqüentemente associados a grandes 

sangramentos . Nos ensaios de tumorigênese in vivo , realizados em camundongos Balbc/nude, 

nós não observamos alteração alguma do sangramento nos grupos tratados com Ixolaris. É 

importante ressaltar que esses animais foram monitorados durante os 30 dias do tratamento 

com  Ixolaris. 

Em resumo, a linhagem celular U87-MG apresenta uma potente atividade pró-

coagulante, possuindo a capacidade de suportar a montagem dos complexos da coagulação 

sanguínea, como resultado da concomitante expressão de TF e exposição de fosfatidilserina. 

A molécula Ixolaris apresentou uma efetiva ação anticoagulante in vitro , inibindo os 

complexos da coagulação montados nas células tumorais. Além disso, o Ixolaris inibiu o 

crescimento dos tumores in vivo, sugerindo sua  potencial utilização no tratamento de 

pacientes com glioblastoma. No entanto, futuros estudos utilizando o modelo de crescimento 

intracerebral do tumor , se fazem necessários para consolidar esta proposta. 
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6. Conclusão 
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7.1      Células de glioblastoma U87-MG: 

  

Expõem TF em sua superfície e promovem a formação do complexo tenase 

extrínseco; 

Expõem PS e promovem a formação dos complexos pró-coagulantes tenase intrínseco 

e protrombinase, de maneira PS-dependente; 

Aceleram o tempo de coagulação do plasma humano; 

           7.2     Ixolaris:  

Inibe todos os complexos pró-coagulantes, montados na superfície da linhagem 

celular U87-MG; 

Inibe a atividade pró-coagulante das células U87-MG; 

O ixolaris é uma boa ferramenta para se estudar o efeito de uma droga 

anticoagulante/antitrombótica na biologia tumoral; 
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