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Resumo

Os niveis de expressao do Fator Tecidual (TF), proteina responsavel por iniciar as reacfes da
coagulacdo sanguinea, estdo fortemente correlacionados com o grau histolégico de
malignidade dos gliomas. De fato, a presenca de trombos vase oclusivos € maior em tumores
de grau IV (glioblastoma) sugerindo que as propriedades pré-coagulantes do tumor
contribuem para 0 seu comportamento agressivo e para 0 estabelecimento de hipdxia 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 précoagulantes da linhagem celular altamente agressiva de glioblastoma
humano, U87-MG; 2, investigar o efeito do Ixolaris, um potente inibidor exdégeno da
coagulacdo sanguinea, sobre as propriedades pro-coagulantes da linhagem U87-M G e sobre o
Seu crescimento in vivo. Ensaios de imunocitoquimica e de ativagdo do Fator X na presenca
de células U87-M G e de Fator Vlla, indicaram a expressdo constitutiva de TF pela linhagem
de glioblastoma. A andlise por citometria de fluxo, utilizando marcagGes com anticorpos anti-
fosfatidilserina ou anexina V, demonstraram que as células U87-MG expdem fosfatidilserina
em sua membrana externa. Dessa forma, as células U87-MG permitiram a montagem dos
complexos tenase intrinseco (Fator IXa/Fator VI1Ila) e protrombinase (Fator Xa/Fator Va),
possibilitando a ativacdo dos fator X e protrombina. O anticoagulante Ixolaris inibiu a
geracdo de Fator Xa e trombina promovida pelos complexos da coagulagdo montados nas
células tumorais. Conseqientemente, a diminuicdo do tempo de coagulacdo de plasma
humano, produzida pelas células US-MG, foi revertida pelo Ixolaris. Além disso, o Ixolaris
(tratamento didrio com 250 pg/kg, i.p.) inibiu o crescimento in vivo das células US7-MG,
ap6s implantagdo subcutanea em camundongos nude. Assim, concluimos que o Ixolaris pode

Ser um promissor agente terapéutico 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 aso 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 US7TMG cells.
Activation of FX to FXa in the presence of U87-MG cells and FVlla indicated constitutive
expresson 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, US7-MG cells suppor ted the assembly of intrinsic tenase
(FIXa/lFVIIlalFX) and prothrombinase (FValFXa/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 al
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 potencia 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. Introducao



1.1 Gliomas

O tecido cerebral € composto por dois tipos celulares predominantes, os neurénios e a
glia (Pfreeges e Barres, 1995). As células da glia desempenham fungdes de suporte estrutural
(Bloom, 1994), regeneracdo (Gimenez y Ribotta et al., 2001), desenvolvimento neura no
sstema nervoso centra (SNC) (Noctor, 2001), dém de apresentarem capacidade de
comunicacdo através das redes diais (Kast, 2001). Distinguem-se, entre elas, os astrécitos
(50%), oligodendrdcitos (40%), ependimocitos (5%) e micr oglia (5%) (Bloom, 1994).

1 Glial progenitor cells

o~
3\ %ﬁ%
Astrocyte Oligodendrocyte | Ependymal ce!l

Astrocytoma Oligodendroglioma Ependymoma

Figura 1 —Representacéo de células gliais e gliomas (Rao JS, 2003)

Os tumores do SNC representam, em grupo, a segunda neoplasia maligna mais
prevalente na faixa etéria pediétrica e a primeira entre os tumores solidos. Os gliomas podem
ser de origem astrocitica, oligoderdroglial ou ependimal (Wattins, 1996 Rao, 2003) (figura
1) e representam cerca @ 40% de todos os tumores primarios e cercade 78% dos tumores
malignos do SNC. A classificagéo estabel ecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) é
a mais aceita atualmente (Maher, 2001; Miller, 2007) e nesta, os tumores séo classificados
emescaadel alV, no sentido menos agressivo para 0 maior grau de agressividade.

Os astrocitomas de grau | (astrocitoma pilocitico) sdo os Unicos astrocitomas
benignos, podendo em alguns casos, sofrer transformagdo maligna. A cirurgia € o tratamento
de escolha, sendo frequentemente curativa se for redlizada logo apds o diagnostico. Gs

astrocitomas de grau Il (astrocitoma difuso) possuem crescimento lento, mas, eventualmente,



pode ocorrer a progressao do tumor para padrdes mais agressivos. Os astrocitomas de grau 111
(astrocitoma anaplésico) sdo agressivos e podem ocasionar a morte do paciente em poucos
anos. Finamente, o astrocitomas de grau 1V (glioblastoma) sdo os mais frequentes e
agressivos dos gliomas, com ata capacidade invasiva e que causam a morte entre 9-12 meses
(Maher, 2001). Os estados de pré malignidade sdo assintomaticos, ndo sendo detectados. Por
iSso sabe-se pouco a respeito dos eventos pré-oncogéricos (Ohgaki e Kleihues, 2005; Vogel,
2005; Ohgaki e e K leihues, 2007).

Diversas caracteristicas histopatol6gicas diferenciam os glioblastomas (GBM) dos
gliomas de menor grau (figura 2), destacando-= a presenca de células com um arranjo
peculiar, que envolvem os focos necréticos, denominadas de “pseudopalicada’, e a

hiperplasia microvascular (Brat e Mapstone, 2003).

L
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Figura 2 — Caracteristicas histopatoldgicas do glioblastoma multiforme (grau VI de acordo com
WHO). Destacando a presenca de focos necréticos e células em pseudopalicadas (Rong e col, 2006).

Esta classificagcdo da OMS, redizada pela observacdo nestas preparagdes do tipo
citologico predominante, praticamente ndo foi reavaliada durante as trés Ultimas décadas e
parece ser em grande parte a responsavel pelas discordancias concernentes a andlise dos
resultados terapéuticos (Doolittle, 2004). Esta classificacdo é atualmente criticada por

patologistas que censuram o0 fato de ela ndo considerar duas das mais importantes



caracteristicas destes tumoress a sua HETEROGENEIDADE e CAPACIDADE
INFILTRANTE.



1.2 Coagulagdo sanguinea: aspectos basicos

A hemostasia € 0 conjunto de mecanismos que 0 organismo utiliza para manter o
sangue circulante em estado fluido, evitando ou reduzindo seu extravasamento quando ha
lesdo vascular e restabelecendo a luz do vaso quando houver a formagéo de um processo
oclusvo. Quando os vasos sanguineos estdo integros e ha um equilibrio entre os fatores
plaqueté&rios, os da coagulacdo e os da fibrindlise, o sangue flui normamente. Porém
ateragBes do sistema responsével pela integridade dos vasos podem promover ativagdo da
hemostasia e, consequentemente, a ativacdo de uma série de reagBes que levam a formagédo
do coégulo (Lopez e col, 2004; Mitchell, 2005).

A hemostasia priméria consiste nas fendbmenos de adesdo e agregacdo plaquetarias
resultando na formagdo de um tampdo plaguet&io nos locais de injuria vascular. Este
processo é de grande relevancia para evitar a perda sangliinea a partir de capilares, pequenas
arteriolas e vénulas. Além disso, as membranas das plaguetas ativadas fornecem um
componente essencia para a hemostasia secundaria, conforme discutido abaixo.

A hemostasia secundaria se caracteriza pela ativagdo de uma sequéncia de reacOes
proteoliticas que resultam na producdo de trombina e na deposicdo de fibrina Os modelos
mais recentes dividem a hemostasia secundéria em trés fases que se sobrepdem: iniciagéo,
amplificagéo e propagacdo (figura 3.

A Fase de Iniciagdo ocorre em células que expressam o Fator Tecidual (TF), como os
fibroblastos da camada adventicia do vaso sangliineo. O TF é uma proteina transmembranar
de 47 kDa que funciona como um cofator para a enzima da coagulago sanguinea Fator Vlla.
Destaforma, a injuria vascular permite o contato do plasma com células que expressam o TF
e a posterior montagem do complexo TFFator Vlla. Este complexo converte os zimogénios
Fator 1X e Fator X em suas formas ativas, Fator 1Xa e Fator Xa. O Fator Xa, por sua vez
converte 0 zimogénio protrombina em sua forma enzimaticamente ativa, trombina. O tempo
de atuacéo deste complexo é relativamente curto, pois este € inativado pelo Inibidor da Via
do Fator Tecidual (TFPI), um inibidor fisiol6gico da hemostasia.

Peguenas quantidades de trombina geradas na fase de Iniciagdo serdo capazes de
ativar plaguetas, através de receptores especificos expressos na superficie destas células, além
de atuar proteoliticamente sobre outros fatores da coagulagdo sanguinea, incluindo os fatores
VI (FVID), V (FV) e X1 (FXI) Hoffman e Monroe, 2001; Monroe; Hoffman; Roberts,



2002). Estes fendbmenos consistem na Fase de Amplificacdo, que fornecera, entdo, os
elementos necessarios para a Fase de Propagacéo.

O complexo TFFator Vlla, gerado na fase de Iniciagdo, e o Fator Xla, ativado pela
trombina na fase de Amplificagdo, catalisam a conversdo do Fator IX em sua forma
enzimaticamente ativa, Fator 1Xa. O Fator 1Xa posteriormente se associa ao seu cofator
protéico, Fator Vllla, sobre a superficie de plaquetas ativadas, sendo esta associacdo
dependente de ions cécio (Figura 4). Este complexo, denominado “tenase intrinseco”,
gpresenta uma organizacdo estrutural similar ao complexo “tenase extrinseco” (Kalafatis e
col., 1994), porém apresenta uma eficiéncia catalitica cerca de 50 vezes maior para a ativagéo
do FX (Ahmad e col, 1992).

Deformasimilar, o FXa se associa ao seu cof ator protéico, FVa, sobre a superficie de
plaguetas ativadas, na presenca de ions cécio (Figura 4). Este complexo, denominado
“protrombinase’, possui eficiéncia catalitica cerca de 100.000 vezes maior que o Fator Xa
sozinho para a ativagdo da protrombina. A trombina formada converte fibrinogénio em
fibrina consolidando o tampé&o plaquetéario e formando um coagulo estével.

Desta forma, a Fase de Propagagdo ocorre preferencialmente na superficie das
plaguetas ativadas (Mann, 1999; Solum, 1999; Hoffman & Monroe, 2001). Em condicbes
normais, a membrana das plaguetas apresenta uma distribuicdo assimétrica dos fosfolipideos
anidnicos, sendo a maior parte destes, presentes na parte interna da membrana. A ativacéo
plaquet&ria induz a liberagdo de estoques intracelulares de calcio bem como a abertura de
canais para este fon. O aumento na concentragido de Ca? intracelular inibe uma
aminofosfolipideo transocase responsavel pela manutencdo da assimetria na distribuicéo dos
fosfolipideos e, concomitantemente, ativa uma proteina que transporta fosfatidilserina para a
parte externa da membrana das plaguetas (Solum, 1999; Avaal., 1998). A exposi¢do de
fosfatidilserina na superficie externa das plaquetas € crucia para a formagdo dos complexos

tenase intrinseco e protrombinase.



Iniciagdo
Fibrohlasto

[\ . o Tromhina
Pro-trombina .
Propagacio

.:..::-'.:| mhin N ]
vIWF/Villa Pri-trombina

X
o
Plagqueta

Amplificacao :
Plaqueta ativada

Figura3 — Modelo proposto por Hoffman e Monroe (2002) para as fases da coagulacéo. As trés fases
da coagulacdo ocorrem em diferentes superficies celulares. A iniciag8o ocorre na célula que expressa
o fator tecidua (ex. fibroblasto). Se o estimulo pr6-coagulante é forte o suficiente, forma-se uma
guantidade de fatores Xa, 1Xa e trombina para iniciar 0 processo de coagulagdo. A amplificaco da
resposta ocorre quando O processo passa a ocorrer na superficie das plaquetas. O estimulo pré-
coagulante vai se amplificando a medida que as plaguetas vaéo aderindo, sfo ativadas e acumulam
cofatores ativados na sua superficie. Finalmente, na fase de propagacdo, as proteases ativas se
combinam com seus cofatores na superficie plaquetéria, local onde é possivel gerar quantidades
hemostéticas de trombina. A atividade dos complexos pré-coagulantes produz trombina suficiente
parainduzir a formagdo dafibrina. Retirado de HOFFMAN; MONROE, 2001.
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Figura4 — Representac@o esquemética dos complex os tenase e protrombinase na superficie de uma
plagueta ativada. O fator X € ativado no ambiente protegido da superficie plaquetaria pelo complexo
tenase, formado pelos fatores Vllla e IXa O fator Xa pode mover-se diretamente para formar o
complexo pré-trombinase com o fator Va, evitando a inibicdo por uma protease plasmaica. O
complexo prétrombinase promove a conversao de pré-trombina (1) atrombina (11a). Note também a
representacdo esquemética da interagdo das proteinas com os fosfolipideos anibnicos expostos na
superficie da plagueta em resposta a ativacdo. Adaptado de HOFFMAN; MONROE, 2002 e KASPER
et a, 2006.




1.3 Alteragdesda coagulacdo sanguinea no cancer

A associacdo do cancer com desordens tromboembdlicas envolvendo a hiperativagdo
do sistema de coagulagdo ea formacdo intravascular de coégulos de fibrina (trombose) é
conhecida desde os tempos de Armand Trousseau, clinico francés que € considerado o
primeiro cientista a descrever este fendmeno, em 1865. Desta forma, esta associacéo recebeu
U nome, sindrome 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 mais
comuns de complicagBes trombdticas nos pacientes com cancer sdo a trombose venosa
profunda (TVP), o embolismo pulmonar, a tromboflebite superficia migratoria e a
coagulac3o intravascular disseminada. E sabido que certos tipos de tumores solidos, como os
canceres de pancreas, cérebro e ovario, podem estar associados a um aumento de até 10 vezes
na incidéncia de tromboembolismo venoso. De fato, as coagulopatias séo consideradas como
um marcador de malignidade avancada (Rak e col, 2006). Assim, anormalidades ocultas ou
ndo, nos parametros da coagulacdo foram descritas em aproximadamente 50% de todos os
pacientes com cancer e em 90% dos pacientes com metastase (Loreto e col, 2000; Maiolo e
col, 2002; De Cicco, 2004). O tromboembolismo, sendo reconhecido como a principal
complicag&o no cancer, € a segunda causa mais comum de 6bito nestes pacientes (Hoffman e
col, 2001 e Furie e Furie, 2006).

Mesmo em casos assintomaticos, a coagul opatia pode interferir em testes laboratoriais
de hemostasia que incluem um aumento nos nivels plasméticos de produtos de degradagdo do
fibrinogénio e/ou fibrina, como os D-dimeros, além de um aumento nos nivels circulantes de
Faor VIla, complexo trombina-antitrombina, fragmentos 1+2 da protrombina e
fibrinopeptideos A e B, assim como alteracBes (aumento ou diminuicdo) no nimero de
plaguetas (Loreto e col, 2000; DeCicco, 2004; Falanga, 2005; Rak e col, 2006).

A patogénese do VTE no cancer é complexa, mas se relaciona, principalmente, as
propriedades pro-coagulantes das proprias células tumorais, das células endoteliais associadas
as céulas tumorais e das células inflamatorias do hospedeiro. Além disso, uma concatenacéo
(infeliz) de anormalidades dos mecanismos normais de defesa como: estase, defeitos
vasculares, reducdo dos inibidores da coagulaco e ativadores fibrinoliticos e anticoagulantes
associados a célula, predispde pacientes com cancer a hipercoagulabilidade (Rickles e col,
2003). Esse estado de hipercoagulabilidade perturba o balanco hemostético entre as forgas



pro-coagulantes e anticoagulantes e envolve uma série de mecanismos tumor ais complexos
capazes de promover a coagulacdo (Piccioli e Prandoni, 2004).

As células malignas podem perturbar o sistema de coagulacdo, tanto diretamente,
sintetizando e liberando moléculas précoagulantes, como indiretamente, através de
interagoes celulares. As interagdes entre as células tumorais eas células do hospedeiro
envolvem interacOes diretas célula-célula ou mecanismos indiretos de liberagdo de citocinas
(Piccioli e Prandoni, 2004). A expressdo aberrante de TF tém sido observada em diversos
tipos tumorais, asssm como uma forte correlagdo entre 0s seus nivels expressdo e o grau de
malignidade do tumor (Contrino e col, 1996; Seto e col, 2000; Guane col, 2002; Brat e Meir,
2004),

Como um receptor transmembrana, o TF também promove sinalizacdo intracelular,
através do seu dominio citoplasmético levando a tumorigénese. Esta sinalizacdo envolve
aumento de C&" intracelular, ativagcéo de IP3, AKT e MAP Kinase (Ott e col, 1998; Ott e
col, 2005; Rong e col, 2006). Desta forma, a sinalizacéo celular induzida por TF promove
aumento dos fatores préangiogénicos, aumento da sobrevivéncia e aumento da capacidade
de migracéo das células tumorais Rickles e col, 2003; Versteeg e col, 2003; Belting e cal,
2004; Versteeg ecd, 2004).

14 Papel da coagulacdo sanguinea no crescimento tumoral e

angiogénese

A literaturatem revelado um papel importante do TF nos processos fisiologicos e
patolégicos da angiogénese (processo o qual € essencial para 0 crescimento e para a
metastase tumoral). A expressdo aberrante de TF causa um aumento da expressdo de
proteinas préangiogénicas como VEGF, um dos mais potentes reguladores da angiogénese
(Dvorak, 2002) ¢ou uma diminuicdo da expressdo de proteinas antiangiogénicas como a
trombospondina (Zhang e col 1994). Tumores que expressam TF apresentam uma maior
densidade microvascular e uma maior expressdo de VEGF, quando comparado com tumores
que nd expressdo TF (Nakasaki e col, 2002). O TF e o VEGF também tém sido co
localizados em células tumorais de cancer de pulm&o e mama (Shaji e col, 1998). Além disso,
aandise de diferentes linhagens de células tumorais demostraram uma correlacéo direta entre
os niveis de sintese do TF e d VEGF (Shoji e col, 1998; Abe e col, 1999). Baseado nesses
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dados, dversos mecanismos tém sido propostcs para explicar melhor a correlacdo existente
entre TF e VEGF.

Acreditaese que o TF contribui para angiogénese através de dois mecanismos
distintos, um dependente e outroindependente da coagulagéo (Rickles e col, 2001; Fernandez
e Rickles, 2004). A via dependente da ativacdo da coagulacéo ocorre com aligagdo do TF ao
Fator Vlla, levando ageracdo de trombina e consequentemente, de fibrina (Shoji et a,
1998). A via independente da coagulacdo ocorre através da fosforilagdo do dominio
citoplasmético do TF e subsequente sinalizagdo celular, independente da formacdo de
trombina @be et a, 1999). Ambas as vias podem contribuir direta ou indiretamente para
angiogénese ou para progressao do tumor.

Além do TF, tem sido demmstrado que a trombina também apresenta um importante
pape nabiologiatumoral. Muitos efeitos da trombina no cancer podem ser mediados através
da ativagdo da angiogénese in vivo. A trombina facilita a formagdo de novos vasos
promovendo a degradacdo da matriz extracelular, diminuindo a ades@o de células endotelias,
promovendo aumento da proliferacdo e migracdo das células endoteliais e aumento da
permeabilidade vascular (Richard e col, 2001). Além disso, a trombina aumenta a expressao
de VEGF (Richard e col, 2001), e os riveis do RNAm dos receptores 1 e 2 de VEGF em
células HUVEC, este efeito foi dependente da concentracdo de trombina utilizada sendo
evidenciado apds 8-12h de tratamento com trombina (Tsopanoglou e Maragoudakis, 1999). E
sugerido que este mecanismo de ativacdo da angiogénese pela trombina ocorre independente
da atividade desta proteina no processo de coagulagdo (Tsopanoglou e col, 1993;
Maragoudakis e col, 2002).

A trombina pode mediar efeitos celulares, em parte, através da ativagdo de uma
familia de receptores acoplados a proteina G, denominados de receptores ativados por
proteases (PARS) (Macfarlane e col, 2001; Bergmann e col, 2006). Essa familia de receptores
€ subdivididaem PAR-1, 3 e 4, (Vu e col, 1991; Ishihara e col, 1997), podem ser ativados
por trombina, enquanto que PA R-2 pode ser ativado por tripsina ou pelo Fator Xa. A ativagéo
de PAR-1, o principal receptor para trombina, tém sido relacionada com o crescimento de
células tumorais, invasdo e metastase de varios tipos de cancer (Morris et a, 2006). Foi
mostrado por Yamahata e col em 2002, que a trombina, através da ativagdo de PAR-1, é
capaz de promover um aumento na expressdo de VEGF, e ma proliferacdo celular em gliomas.
Muitos dos efeitos celulares mediados pela trombina no cancer séo devido auma complexa
cascata de sinalizagdo ativada por receptores tipo PAR, sugerindo que a atividade proteolitica
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da trombina é essencia para promogdo destes eventos (Rickles e col, 2003). Além disso, a
expressdo de PAR-1 tem sido correlacionada com a maior agressividade dos tumores.



15 Glioblastoma e coagulacdo sanguinea

Alguns estudos tém demonstrado que a expressdo de TF esta 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 | e I). Os niveis de RNAm do TF sdo 500 vezes
maiores em glioblastoma do que em tecido de cérebro normal, e esses niveis correlacionam
com o grau histolégico (Guane col, 2002; Brate Meir, 2004).

Diversos estudos tentam explicar os mecanismos que poderiam estar envolvidos com
0 aumento da expressdo 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 aprogressdo do astrocitoma anaplésico para o glioblastoma tém sido bem
caracterizados e incluem mutagdes em PTEN e P53 (que sdo genes supressores de tumor) e
amplificagéo de VEGF e MDM2 (Hunter e col, 2003). Entre estes, a amplificagdo do VEGF e
a mutacdo de PTEN sdo os principais candidatos relacionados com os eventos pré
trombdticos, porque essas ateragdes ocorrem na transicdo do AA para o GBM, quando se
tem o aparecimento de trombose e das células pseudopalicadas (Yu e col, 2004; Rak e col,
2006). Os GBM apresentam uma diminuicdo na expressdo de PTEN de até 70% quando
comparado com AA (Rasheed e col, 1997). O efeito do PTEN na expressdo e nas
propriedades pré-coagulantes do TF em GBM tem sido muito estudado recentemente. Os
autores sugerem, também, que a presenca de trombos no interior dos vasos de GBM sdo 0s
principais responsdvies pela hipoxia desses tumores. A hipdxia tem sido recentemente
relacionada com 0 aumento da taxa de trombose e da expressdo de TF nas céulas
pseudopalicadas (Brat e col, 2004; Rong e col, 2006).
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Figura 5 — Proposta de vaso oclusdo e mecanimos pré-tromboéticos de formag@o das
pseudopalicadas em glioblastomas. Alteractes genéticas nas cdulas tumorais incluindo amplificacdo
de EGFR, diminuico de PTEN e hipoxia estéo fortemente rel acionados com dta expressdo de TF por
céulas tumorais (Rong e col, 2006).
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1.6 Terapiasanticoagulantesno cancer

Foi mostrado a importéncia da coagulacdo sanguinea na biologia tumoral. Baseado
nisso diversos trabalhos tém sugerido que terapias anticoagulantes poderiam auxiliar no
tratamentode pacientes com cancer.

O TFPI (inibidor da via do Fator Tecidual) apresenta a capacidade de se ligar ao Fator
Xae ao complexo TF/Fator Vlla, formando um complexo quartenario e inibindo, assim, a
atividade proteolitica desse complexo e, consequentemente, 0 inicio da cascata de
coagulacdo. Estudos recentes tém demostrado que inibidores do complexo TF/FVlla
apresentam uma potente atividade anti-tumaal, promovendo adiminui¢cdo do crescimento
primério do tumor, quando células de melanoma sdo inoculadas em camundongos. Além
disso, ainibicdo promove areducéo da metastase quando células de melanoma so injetadas,
via intra venosa, em camundongos.

O NAPc2 (Nematode Anticoagulant Peptide C2), outro inibidor do complexo
TF/Fator Vlla, também apresenta a capacidade de inibir o crescimento tumoral, o
desenvolvimento de metéstases e a angiogénese promovida por células de melanoma.

Inibidores do Ftor Xa também tém sido apresentado para previnir a metastase in
vivo. Dessa forma, diversos inibidores do Ftor Xa tém sido estudados, entre eles NAP5S
(Ancylostoma Caninum anticoagulant protein), o MCMO09 e o AcAP (Ancylostoma Caninum
anticoagulant peptide). Esses anticoagulantes promovem a inibicdo da atividade pré
coagulante e diminuem também acapacidade metastética de células tumorais em ensaios
realizados in vitro. Esses inibidores apresentam a capacidade de inibir a metéstase provocada
por células de melanoma quando injetadas por via intravenosa em camundongos (Donnelly et
al, 1998; Hembrough et al, 2003; Ross et a, 2006).

I nibidores especificos da trombina também tém sido testados, entre eles, o Argatroban
um inibidor sintético da trombina (Longhi e col, 2001). O Argatroban apresenta a capacidade
de se ligar ao sitio ativo da trombina (Hursting e col, 1997) promovendo a inibicdo da
proliferacdo in vitro dalinhagem 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 observouse uma reducéo no crescimento da massa tumoral, melhora nos
testes comportamentais e 0 aumento da sobrevida, em relagdo acs animais controles sem

tratamento com Argatroban (Hua e col, 2005).
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1.7 Inibidoresexdgenos da coagulacdo sanguinea

Uma das principais fontes de novas moléculas anti-hemostéticas com potencial
aplicagdo no tratamento de eventos prétrombéticos, sdo os aganismos hematéfagos (Law e
col., 1992; Ribeiro & Francischetti, 2003). Uma série de inibidores que atuam em diferentes
pontos do processo de coagulagdo tem Sdo caracterizados nas Ultimas décadas, Dentre estes
podemos destacar a hirudina, um inibidor extremamente potente e especifico da trombina,
que foi isolado originamente da sanguessuga Hirudo medicinalis (Stone & Maraganore,
1992), e o NAPc2 capaz de interagir com o complexo TF-Fator Vlla através de um
mecanismo de a¢do similar ao TFPI (Lee & Vlasuk, 2003). Estas duas moléculas jatém sido
empregadas em diversos testes clinicos em humanos.

Em 2002, Francischetti e colaboradores descreveram a expressdo e a caracterizagdo
de um novo andlogo do TFPI, denominado Ixolaris, obtido do carrapato Ixodes scapularis por
técnicas de biologia molecular. A andlise da seqiiéncia primaria revelou que esta proteina é
formada por dois dominios Kunitz, dominios formados por residuos de serina (Figura 7).
Ensaios funcionais revelaram que o seu mecanismo de acdo € muito similar ao do TFPI: o
Ixolaris se liga a0 Fator Xa e, posteriormente, forma um complexo quaternario com o TF e
Fator Vlla, resultando na inativagdo do complexo tenase extrinseco (Francischetti e col.,
2002). Porém, diferentemente do TFPI, o Ixolaris ndo inibe o sitio catalitico do Fator Xa. De
fato, estudos posteriores demonstraram gue 0 Ixolaris interage com uma regido do Fator Xa
denominada exositio de ligacdo a heparina (Monteiro e col, 2005). O exositio de ligagdo a
heparina do FXa € uma regido formada por sete residuos carregados positivamente (Rezaie,
2000a; Rezaie 2000b). Interessantemente, esta regido € andoga ao exositio de ligacdo a
heparina da trombina, também conhecida como exositio 2 (Sheehan & Sadler, 1994).

Interessantemente, a interagdo do Ixolaris com o Fator Xa, embora ndo afete o sitio
catalitico da enzima, inibe significativamente o reconhecimento do seu substrato
macromolecular, a protrombina (Monteiro e col., 2005; Monteiro, 2005). Desta forma, além
de ser um potente inibidor do complexo tenase extrinseco, o Ixolaris também é capaz de
inibir o complexo protrombinase.

Outra diferenca marcante entre o Ixolaris e o TFPl é a capacidade do primeiro
interagir com o fator X com alta afinidade (Francischetti e col., 2002). De fato, a formacdo do
complexo binério Ixolaris-Fator X também € capaz de interagir com o complexo TF-Fator

Vlla, inativando este dltimo. Interessantemente, a formagdo do complexo FX-Ixolaris inibe a
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conversdo do zimogénio em Fator Xa pelo complexo tenase ntrinseco (Monteiro e col.,
2007), indicando que, na redidade, o Ixolaris apresenta um terceiro mecanismo de agdo

anticoagulante. Estes mecanismos estdo sumarizados na Figura 6.

FVila/ TF
(Complexo tenase extrinseco) (1) Ixolaris + FX ou FXa
EX FIX
)< X (2) Ixolaris + FX
.................................................................. >
= Fixa/FVlla (3) Ixolaris + FXa
(Complexo tenase intrinseco)

.................................................................... >

FXa/FVa
(Complexo protrombinase)

Protrombina —p Trombina

Fibrinogéniom=mp  Fibrina

Figura 6— Mecanismo de acdo do Ixolaris. A molécula ao se ligar a0 FX ou FXa forma um complexo
binario que inativa o complexo tenase extrinseco (1), reduzindo a ativacdo dbs FX e FIX. A ligacdo

do Ixolaris a0 FX também reduz a ativacdo do zimogénio pelo complexo tenase intrinseco (2) e por
fim, a interacdo do Ixolaris com 0 FXa reduz a atividade do complexo protrombinase, reduzindo a

formacdo de trombina (3).
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2. Objetivos
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2.1  Estetrabaho possui como objetivos gerais.

Caracterizar os mecanismos pré-coagulantes da linhagem celular de glioblastoma
humano U87-MG e andisar o efeito do Ixolaris, um potente inibidor da coagulagéo
sanguinea, sobre as propriedades précoagulantes e sobre o potencia tumorigénico da
linhagem celular U87-MG;

2.2 Objetivos especificos

? Analisar a expressdo do Fator Tecidual na membrana da linhagem celular
U87-MG e asua capacidade de promover a montagem do compexo tenase extrinseco;

? Detectar a presenca de PS exposta na membrana das células U87-MG e avaliar
0 papel desse fosfolipidio anibnico na montagem dos complexos tenase intrinseco e
protrombinase;

? Analisar o efeito do Ixolaris sobre a atividade dos complexos pré-coagul antes
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;

? Avadliar o efeito do Ixolaris sobre a viabilidade das c8ulas USZ-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
guando injetadas sub-cutaneamente no dorso de camundongos imunodeprimidos do tipo

nude.

3.2 Culturadecéulas

A linhagem U87-MG foi mantida com trés passagens semanais. As células eram
lavadas 2x com PBS (Tampéo salina fosfato: 8% de NaCl, 5,36% de Na2HPO4, 0,4% de
KH2PO4 e 0,9% de KCl) , a temperatura de 37°C, para retirada do soro fetal bovino, depois
tripsinizachs com 1000uL de tripsina (Sigma, EUA) na concentragéo 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), tampd HEPES (3gL), glutamina (0,3 g/L),
bicarbonato de sodio (0,2 g/L ), pH 7,2 e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a
37°C.

3.3 Imunocitoquimica anti-TF

Ao atingirem 80% de confluéncia, as células U87-M G foram lavadas uma vez com
PBS (Tampéo salina fosfato: 8% de NaCl, 5,36% de Na2HPO4, 0,4% de KH,PO4 e 0,9% de
KCI) e fixadas por 3 minutos com paraformaldeido 4% (lsofar Industria e Comércio de
Produtos Quimicos Ldta). O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado por 1 hora com
PBS-BSA 5% (BSA, abumina de soro bovino-Sigma Chemical Co). Em seguida, as células
foram incubadas por mais de 12 horas (overnight) a 4°C com o anticorpo primério antiTF
(TF, Tecidual Factor) (American Diagndstica Inc., Product no 4509) na dilui¢cdo de 1:100 em
PBS-BSA 5%. Apods 3 lavagens com PBS, as células foram ncubadas por uma hora a
temperatura ambiente com anticorpo secundario anti-mouse (Molecular ProbesAlexa Fluor
488;1:400 em PBS-BSA 5%) e os nucleos marcados com DAPI (4',6-Diamino-2-fenilindole,
SigmaChemical Co). As laminulas foram montadas em meio de montagem (DakoCytomation
Fluorescent Mounting Medium) e visualizadas em microscopio O6ptico TS200 de

fluorescéncia da Nikon.
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34 Ensaio de atividade do Fator Tecidual — tempo de coagulacdo do

plasma

A habilidade das células tumorais de potencializar a coagulacdo do plasma foi
verificada por meio da medicéo do tempo de recalcificacdo em um coagulémetro KC-4 micro
(Amelung Ltd, Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) de acordo com o seguinte protocolo: 50
?L de pool de plasma humano pobre em plaguetas (PPP) foi misturado com 50 ?L de
diferentes concentragdes de células (0 - 5x10° células) ressuspendidas em tampdo TBS
(20mM Tris; 0,15M NaCl; pH7,5). Apbs 2 minutos, foi adicionado 100 pL de 25 mM CaClk

e 0 tempo necess&rio para ocorrer a coagulacdo foi medido.

3.5 Ensaiodeformacéo do complexo Tenase Extrinseco

A formacdo do complexo tenase extrinseco foi verificado de acordo com o seguinte
protocolo: As células a 5x10° célulasmL foram incubadas a 37°C com 1nM Fator Vlla
(Haematologic Technologies, EUA). A reacéo fo iniciada pela adi¢cdo de 100nM Fator X
(Haematologic Technologies, EUA). Aliquotas de 25 ?L foram removidas da mistura a cach
1 minutos e adicionadas a 25 ?L de tampéo de parada (Tampéo TrisEDTA — 150 mM NaCl;
50 mM Tris, 20 mM EDTA — gustado parap/ pH 7,95. A quantidade de Fator Xa formada foi
estimada adicionando-se 0 substrato cromogénico S-2765 (2mM) e a densidade 6tica medida
a405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax Microplate Reader, Molecular Devices, Menlo
Park, EUA), a 37°C por 20 min com intervalo de 6 segundos. As concentragfes de FXa foram
obtidas a partir de uma curva de dilui¢do ce uma solugdo padréo de FXa. Foram realizados

controles na auséncia de células e de Fator Vlla

3.6 Ensaio deformacdo do complexo Tenase I ntrinseco

A geracgdo do complexo Tenase Intrinseco foi verificada de acordo com o seguinte
protocolo: As células a 5x10° cdlulasmL foram incubadas a 37°C com 0.2nM Fator 1Xa
(Haematologic Technologies, EUA) e 1.0 IU/mL Fator Vllla (Haematologic Technologies,
EUA) (concentracOes finais) por 2 minutos. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 100nM
Fator X (Haematologic Technologies, EUA) (concentracéo final). Aliquotasde 25 pL foram

removidas da mistura a cada 2 minutos e alicionados a 25 pL de tampdo de parada. A



quantidade de Fator Xa formada foi estimada adicionando-se 0 substrato cromogénico, S-
2765 (2mM) (Chromogenix, MoéIndal, Suécia), e a densidade 6tica medida a 405nm em um
leitor de Elisa. As concentragOes de Fator Xaforam obtidas a partir de uma solugdo padréo

deFator Xa. Foram realizados controles na auséncia de célul as.

3.7 Ensaio deformacéao do complexo Protrombinase

A ativacdo da protrombina foi verificada através do seguinte protocolo: As células a
5x10° célulamL foram incubadas a 37°C com 10 M Fator Xa (Haematologic
Technologies, EUA) 1 nM Fator Va (Haematologic Technologies, EUA) (concentraces
finails) por 2 minutos. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,5 puM protrombina
(Haematologic Technologies, EUA), (concentracdo final). Aliquotas de 25 pL foram
removidas da mistura a cada 1 minutos e adicionadas a 25 pl de tampd de parada. A
quantidade de trombina formada foi estimada adicionando-se o substrato cromogénico S
2238 (2mM) (Chromogenix, MoéIndal, Suécia), e a densidade 6tica medida a 405nm em um
leitor de Hisa. As velocidades (mOD/min) obtidas nos primeiros minutos da reagéo foram
usadas para calcular a quantidade de trombina formada. Foram realizados controles na

auséncia de células.

3.8 Inibicdo dos complexos da coagulacéo por Anexina Vv

O efeito de AnexinaV naformagdo de trombina e Fator Xa foi verificado de acordo
com o seguinte protocolo: as células (5x10° cels/mL) foram incubadas com diferentes
concentragfes de Anexina V de placenta humana (Sigma Chemical Co, Poole, UK), (O
25nM) por 5 min a 37°C em TBS. Ap0s esse periodo, a ativagdo dos complexos tenase
intrinseco (formac&o de Fator Xa) e protrombinase (formagdo de trombina) foram seguidos
como descrito acima, sendo que as aiquotas foram removidas em tempo fixo de 8minutos

para aformacéo de Fator Xa e 6 minutos para a formagdo de trombina.

3.9 CitometriadeFluxo

As andlises feitas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, EUA),
foram analisadas com os seguintes parametros. desvio frontal (ou forward scatter), desvio

lateral (ou side scatter) e sinais de fluorescéncia 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
excitacdo das amostras foi realizada por laser de argbnio, gjustado para emitir 15 m\W a 488
mm. Um total de 10.000 eventos foi adquirido e os dados obtidos foram analisados utilizando

o0 programa WinMDI 2.8.

3.10 Identificacdo de Fosfatidilserina (PS)

3.10.1 — Marcagéo com anti-PS-Alexa 488 (Bavituximab)

As cdulas (5x10°élulas/mL) foram incubadas ®m anticorpo monoclonal anti-PS-
Alexa 488 (Bavituximab) diluido 1:200 por 30 min a 4°C. Posteriormente, as células foram
lavadas e incubadas com anticorpo secundério conjugado com fluoresceina (FITC) diluido
1:100 por 30 min & 4°C, no escuro. As células foram resuspendidas em ®0uL de PBS e
analisadas A média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de 10.000 eventos foi ceterminada

para cada amostra.

3.10.2 — Marcagdo com anexina V — FITC

Para deteccéo da PS na superficie celular, as células U87-MG foram ressuspendidas
no tampdo de ligacdo de anexina (150 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 mM CaCl2, 1 mM MgCI2
and 10 mM HEPES), pH 7.3 e incubadas com 25 ?g/mL anexinaV-FITC (Molecular Probes)
por 15 minutos a temperatura ambiente. As células U87-MG foram marcadas também com 10
?g9/mL de iodeto de propidio para verificar a integridade da membrana. As células foram
ressuspendidas em 500uL de PBS e analisadas. A média da intensidade de fluorescéncia

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

3.11 Expressao e purificacdo do Ixolaris

O Ixolaris recombinante foi expresso em células High Five, utilizando o sistema de
expressdo em Baculovirus (Invitrogen, SanDiego, CA,EUA), conforme descrito por
Francischetti e colaboradores (2002). O meio de cultura contendo a proteina recombinante foi
aplicado em uma coluna de dfinidade contendo Fator X acoplado a resina Sepharose 4B
(Cabiochem, EUA). A coluna foi montada conforme instrug 6es do fabricante e previamente
equilibrada em TrissHCl 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. ApGs a incorporagéo, a coluna foi

extensivamente lavada com 0 mesmo tampao e em seguida, incubada com uma solucéo de
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HCl 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 min. O material eluido foi concentrado e dialisado
overnight contra Tris-HCl 20mM, NaCl 100mM, pH 7,5 e quantificado a280 nm. A pureza

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

3.12 Inibicdo dos complexos da coagulagéo por Ixolaris

O efeito do Ixolaris naformacéo de Fator Xa e trombina foi verificado de acordo com
0 seguinte protocolo: Fator X foi incubado com diferentes concentragbes de Ixolaris (G
100nM) por 10 min a 37°C. Apds esse periodo aativagdo dos complexos tenase intrinseco
(formacdo de Fator Xa) e protrombinase (formagdo de trombina) foi seguido como descrito
acima, sendo que as aiquotas foram removidas em tempo fixo de 7 minutos para a formagdo

deFator Xa e para a formagdo de trombina.

3.13 Determinacéo da viabilidade celular atravésdoMT

A viabilidade celular foi determinada pelo méodo de Mosmann (1983. As células
U87-MG (2,0x10" cdlulas ml/1) foram cultivadas em placas de 96 pocos, en meio DMEM-
F12, suplementado com 10% de soro fetal bovino, tampdo HEPES (3g/l), glutamina (0,3 g/l),
bicarbonato de sadio (0,2 g/l), pH 7,2 e diferentes concentragdes de Ixolaris (0,5 pg/ml e 2,5
pg/ml). Ao final do tratamento (24, 48 e 72 horas), os pogos foram lavados duas vezes com
PBS e mantitas com 200 pl de uma solugdo de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-2,5
difeniltetrazolium) 0,5 mg/ml emDMEM por 4 horas a 37°C. Ao final dessaincubagéo, 20pl
de DM SO foi adicionado e a leitura realizada em um leitor de Elisa a 490 nm. Foram feitas

triplicatas de cada concentracéo de Ixolaris.

3.14 Ensaio de tumorigénesein vivo

Os ensaios foram realizados utilizando-se camundongos Balbc/nude de 4 a 8 semanas
mantidos com acesso a gua e ragdo ad libitum, com ciclo de luz de 12h, no Biotério do
Conjunto das Quimicas 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 exponertial foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em

meio de cultura DMEM sem soro e mantidas em gelo até o momento da inoculagdo no
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animal. Cada animal recebeu ainoculaco de 0,1ml da suspenséo de células (contendo 2X 1P
células) no dorso do animal, apés assepsia do local com etanol 70%. Apos 3 dias da
inoculacdo das células os animais foram tratados diariamente, durante 30 dias, com diferentes
concentragdes de Ixolaris (50 e 250ug/Kg). Realizamos controles onde os animais ndo
receberam as células U87-MG, mais foram tratados durante os 30 dias com Ixolaris. Os
animais foran mantidos até o dia do sacrificio nas condigdes acima. ApGs 15 dias de
tratamentos, os tumores formados em cada animal, foram medidos diariamente com um
paquimetro. No dia do término do experimento de tumorigénese (33 dias apos a inoculagdo
das células), os animais foram sacrificados com éter e os tumores formados foram extraidos
cirurgicamente do dorso dos animais, pesados e congelados em nitrogénio.

3.15 Ensaio de inibicdo de atividade do Fator Tecidual — tempo de

coagulacdo do plasma

A capacidade do Ixolaris em inibir o tempo de coagulagdo de plasma humano, foi
verificada por meio da medicdo do tempo de recalcificagdo em um coagul6metro 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 concentragdes de Ixolaris (3 37.5 nM) e posteriormente misturado com
50 ?| de cdulas 5x10° células/ml ressuspendidas em tamp&o TBS (20mM Tris; 0,15M NaCl;
pH7,5). Ap6s 11 minutos, foi adicionado 100 pL de 25 mM CaCl, e 0 tempo necessario para
ocorrer a coagulacdo foi medido.
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4. Resultados
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4.1  Acéo pro-coagulante dalinhagem deglioblastoma humano U87-M G

4.1.1— Expressdo e aividade do Fator Tecidual

Uma série de estudos éémonstra que aatividade pré-coagulante de diversas linhagens
tumorais, incluindo gliomas, deve-se, pelo menos em parte, a expressdo de fator tecidua
(TF). Dessa forma, através da andlise por imunocitoquimica, verificamos a expressdo desta
proteina pelas células U87-MG. Confirmando dados prévios da literatura (Carson
Pirruccello, 1998; Rong et a, 2005), werificamos que esta linhagem de glioblastoma expressa
TF, como demonstrado na figura 7A. Controles realizados somente com o anticorpo
secundario confirmam a especificidade do ensaio (figura B).

Em seguida, para verificar a funcionalidade do TF expresso pelas cdlulas USZ-MG,
realizamos o ensaio de formagdo do complexo tenase extrinsecg as células foram incubadas
na presenca de Fator Vlla, Fator X e ions de cat, A formagdo de Fator Xa foi estimada
utilizando substrato cromogénico especifico para essa enzima e a densidade 6tica medida em
um leitor de Elisa. A figura 8 mostra que esta linhagem celular foi capaz de promover a
conversdo do Fator X em Fator Xa(circulos), quando comparado com os controles realizados
na auséncia de células (quadrados) ou na auséncia de Fator Vlla (triangulos). Desta forma,
confirmamos gue as células tumorais U87-MG expressam TF constitutivamente e permitem a

montagem do complexo tenase extrinseco em sua superficie.
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Fgura7 — Andlise da expresséo de TF nas células U87-M G redizada por imunocitoquimica. Painel
A, células incubadas por mais de 12h com anticorpo primario especifico para TF. A marcacdo em
verderevelareacdo postiva para essa proteina. Painel B células incubadas apenas com o anticorpo
secundério marcacgo em azul revela reago especifica para DAP!.
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Figura 8 — As cédlulas de glioblastoma U87-MG promovem a ativagdo do Fator Xa aravés do
complexo tenase extrinseco. A ativacdo de Fator X (100nM) por Fator Vila(1nM) na presenca (?) ou
naauséncia (? ) de céulas U87-MG (concentracéo de células de 5.10° cdls/ml) e na auséncia de Fator
Vlla (} ). A formagdo de Fator Xafoi determinada adicionando-se o substrato cromogénico S-2765
(2mM) e a densidade ¢ética medida a 405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax Microplate Reader,
Molecular Devises, Menlo Park, EUA). As concentragtes de Fator Xa foram obtidas a partir de uma
curva de diluicdo de uma solugdo padrdo FXa Os dados sdo médias + EP de tés experimentos
independentes.
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4.1.2 - Exposicéo de fosfatidilserina e seu papel na atividade pré-coagulante

Estudos anteriores demonstraram a importancia da expressdo de fosfolipideos
carregados negativamente, em especia da fosfatidilserina, na membrana de céulas tumorais
para a ligac8o das enzimas da cascata de coagulagdo (Sugimura, 1994). Assim, a exposi¢ao
deste lipideo na membrana de células U87-MG foi avaliada através de ensaios de citometria
de fluxo como demanstrado no histograma 1da figura 9, quando as células foram incubadas
com anticorpo especifico contra fosfatidilserina ocorreu um deslocamento da intensidade de
fluorescéncia em relagdo ao controle sem o anticorpo, confirmando, assim, a exposi¢éo de
fosfatidilserina por esta linhagem celular. Um outro ensaio de citometria de fluxo, utilizando-
se anexina V conjugada com FITC, foi redizado para confirmar a exposicdo deste
fosfolipidio anidnico na membrana destas células Como observado no histograma 2(vide
também a figura 9), ocorreu deslocamento da intensidade de fluorescéncia das células
marcadas com anexina V quando comparado com o controle na auséncia desta proteina.
Realizamos controles com iodeto de propidio para deteccdo da integridade da membrana,
confirmando a presenca de fosfatidilserina na face externa da membrana das células U87-
MG.

Para verificar o papel da fosfatidilserina, exposta na membrana das células US7-MG,
na atividade pré-coagulante, realizamos ensaios de formagdo dos complexos tenase intrinseco
e protrombinase, ambos reconhecidamente dependentes da presenca de fosfolipideos
carregados negativamente. Para analisar a formagdo do complexo tenase intrinseco,
incubamos as células de U87-MG na presenca de Fator 1Xa, Fator V1lla, Fator X e fons Ca’™.
A figura 10 mostra que as células U87-MG foram capazes de promover a conversdo de Fator
X em Fator Xa (circulos), quando comparado a0 ensaio controle, realizado na auséncia de
células (tridngulos).

Em seguida, avaliamos a habilidade das células US7-MG de permitirem a montagem
do complexo protrombinase. O ensaio foi realizado incubando-se as células com Fator Xa,
Fator Va e protrombina, na presenca de jons Ca?*. Como demorstrado na figura 11, o
complexo formado por Fator Xa/Fator Va/U87-MG foi capaz de promover a conversdo da
protrombina em trombina (tridngulo fechado), quando comparado a0 ensaio controle na
auséncia de células (tridngul o aberto).

Para confirmar a importancia da exposicdo de fosfatidilserina para a ligacéo e

montagem dos complexos précoagulantes tenase intrinseco e protrombinase, na membrana
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das céulas de glioblastoma, realizamos ensaios de ativacdo destes complexos na presenca de
diferentes concentragbes de anexina V. Como mostrado na figura 12, a atividade destes
complexos foram inibidas progressivamente por concentragfes crescentes de Anexina V,
evidenciando, dessa forma, a impotancia da fosfatidilserina para a ligagdo e montagem dos

complexos da coagulagéo.
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Figura 9— Andlise da exposicao de fosfatidilserina na membrana de células da linhagem USZ-MG.
Histograma 1 - Redlizada através de ensaios de citometria de fluxo. A linha cinza representa a
fluorescéncia basal das células e a linha preta a fluorescéncia na presenca do anticorpo anti-
fosfatidilserina (Bavituximab).

Histograma 2 - A linha preta representa a fluorescéncia na presenca de anexina \AFITC e negativo
paraiodeto de propidio. A linha cinza representa o cortrole na auséncia de anexina \V-FITC.
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Figura 10 — As cdlulas de glioblastoma U87-MG promovem a formacdo de Fator Xa através do
complexo tenase intrinseco. A ativagdo de Ftor X (100nM) por FIXa (0.2nM) e Faor Villa (1
IU/mL) foi realizada na auséncia (? ) ou na presenca (?) de células de U87-MG (concentracdo de
cdula 5 x 10° cel¥mL). A formacdo de Fator Xa foi determinada adicionando-se o substrato
cromogeénico S-2238 (2mM) e a densidade 6tica medida a 405 nm em um leitor de Elisa (Thermomax
Microplate Reader, Molecular Devises, Menlo Park, EUA). As concentragdes de FXa foram obtidas a
partir de uma curva de dilui¢do de uma solugdo padréo FXa.  como indicado nos materiais e métodos.
Os dados s8o médias + EP de trés experimentos independentes.
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Figura 11 — As cdulas de glioblastoma U87-MG promovem a formacdo de trombina através do
complexo protrombinase. A divacdo de protrombina humana (0,5 nM) por Fator Xa (10 pM) e Fator
Va (1nM) foi realizada na auséncia (?) ou na presenca (? ) das c8lulas U87-MG. A formacdo de
trombina foi determinada adicionando-se 0 substrato cromogénico $2238 (2mM) (Chromogenix,
Molndal, Suécia), e a densidade dtica medida a 405nm em um leitor de Elisa. As velocidades
(mOD/min) obtidas nos primeiros minutos da reacdo foram usadas para calcular a quantidade de
trombina formada. Os dados sGo médias + DP de quatro experimentos independentes.
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Figural2 — Inibicdo dos complexos pré-coagulantes por anexina V. (?) Complexo tenase intrinseco
foi medido através da ativacdo de Fator X (100nM) por FIXa (0.2nM) e Fator Vllla (1 1U/mL) na
presenca das células U87-MG e na presenca de anexina V (0-5nM). (} ) Complexo protrombinase foi
medido através da ativacdo de protrombina humana (1 nM) por Fator Xa (10 pM) e Fator Va(1nM)
na presenca de cdlulas U87-M G e na presenca de anexina V (0-5nM). Os dados sdo médias + DP de
quatro experimentos independentes.



4.1.3— Ativag&o da coagulacdo sanguinea pelas células US7-M G

Nos experimentos anteriores, foi mostrado a capacidade da linhagem celular U87-M G
de promover a montagem e a ativacdo dos complexos da coagulacdo. 1sso se deve aexpressdo
do TF e & exposicéo de fosfatidil serina na membrana destas células. Desta forma, verificamos
a capacidade destas células de promover a ativacdo do tempo de coagulacdo do plasma
humano. Observamos que as células foram capazes de diminuir o tempo de coagulacdoem
funcado da concentracéo de células, quando comparadas com o controle na auséncia de células
(figura 13), indicando que esta linhagem celular de glioblastoma humano apresenta uma
potente atividade pré-coagulante, permitindo a montagem dos trés complexos da coagul agéo

sanguinea.
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Figura 13 — Tempo de recdcificagdo de plasma humano. Redugdo do tempo de recalcificacgo de
plasma humano de forma concentrago de cdulas-dependente (0 a 5 x 10° céulas/ml) quando
comparadas ao controle somente com TBS. Os dados representam a média + EP de trés experimentos
independentes.

37



4.2  Efeto do Ixolaris sobre alinhagem tumoral US7-MG

4.2.1— Inibicdo da atividade pré-coagulante de U87-MG pelo Ixolaris

Muitos estudos tém demonstrado que a cascata de coagulagdo apresenta um
importante papel na progressdo do tumor, (Fancis, 1998; Zacharscki, 2003; Banke, 2005).
Dessa forma, vérios inibidores especificos da cascata de coagulacdo tém sido testados com o
objetivo de inibir o crescimento ou a disseminacdo do tumor (Hena, 1998; Francis, 2002,
Banke, 2005). Nossos resultados anteriores mostraram que a linhagem celular U87-MG
promove a montagem dos complexos da coagulacdo devido & expressdo do TF e de
fosfatidilserina na sua superficie. Com isso, a préxima etapa desse trabaho, foi verificar a
capacidade do Ixolaris em inibir a atividade funciona do Fator Tecidual. Para issg
realizamos o0 ensaio de formagdo do complexo tenase extrinseco na presenca de Ixolaris,
proteina capaz de se ligar ao fator X e ao complexo formado pelo fator TF e o fator Vlla. A
atividade do complexo foi inibida, progressvamene, por concentracbes crescentes do
Ixolaris, confirmando sua capacidade inibitoria (figura 14).

Assim, como a atividade do complexo tenase extrinseco foi inibida, progressivamente,
por concentracdes crescentes de Ixolaris, a atividade do complexo tenase intrinseco também
foi inibida, devido a capacidade do Ixolaris de se ligar com dta afinidade ao fator X,
impedindo, assim, a ativacdo deste zimogénio pelo complexo tenase intrinseco. O Ixolaris se
liga com alta afinidade também ao fator Xa, impedindo o reconhecimento da protrombina por
este complexo. A inibicdo destes dois complexos também foram dependentes de
concentragbes crescentes dessa proteina. Nos experimentos anteriores, mostramos a
capacidade do Ixolaris em inibir a montagem e a ativagdo dos complexos da coagulagdo
promovida pela linhagem U87-MG. Isso se deve acapacidade do Ixolaris de se ligar, com
dta dinidade, aos fatores X e Xa Desta forma, verificamos a capacidade desse
anticoagulante em inibir a ativagéo do tempo de coagulagéo do plasma humano, promovida
pela célula tumora U87-MG. Foi observado que o Ixolaris foi capaz de reverter a ativacéo do
tempo de coagulacdo acelerado pelas cdulas US7Z-MG, sendo, essa inibicdo dependente da
concentracdo do anticoagulante (figural?7). Dessa forma, podemos concluir que o Ixolaris
apresenta capacidade de inibir todos os complexos da coagulagdo sanguinea ativados pela
linhagem celular U87-MG.
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Figura 14 — Inibico do complexo tenase extrinseco por Ixolaris. O complexo tenase extrinseco foi
realizado através da ativacdo do Fator X (100nM) por Fator Vlla (1InM) na presenca das céulas U87-
MG (concentragdo de céulas de 5.10° cdsml) e de diferentes concentragdes de Ixolaris (0-10nM). Os
dados sfo médias + DP de quatro experimentos independentes.
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Figura 15 — Inibicdo do complexo tenase intrinseco por Ixolaris. Complexo tenase intrinseco foi
medido através da ativag@o do Fator X (100nM) por Fator IXa (0.2nM) e Fator Villa (1 IU/mL) na
presenca das células US7-MG (concentracio de cdula 5 x 10° cels/mL) e de diferentes concentragdes
de Ixolaris (0-100nM). Os dados sGo médias + DP de quatro experimentos independentes.
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Figura 16 — Inibicdo do complexo protrombinase por Ixolaris. Complexo protrombinase foi medido
dravés da ativacdo de protrombina humana (1 nM) por Fator Xa (10 pM) e Fator Va (1InM) na
presenca das cdulas US7-MG (concentragdo de cdlulas de 5.10° cdsml) e de diferentes
concentragdes de Ixolaris (0-4nM). Os dados s8o médias + DP de quatro experimentos independentes.
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Figura17 —Inibicdo do tempo de recacificacdo de plasma humano por Ixolaris. A reducéo do tempo

de recacificacdo de plasma humano na presenca das células U87-MG (concentracdo de células de

5.10° cds/ml) foi revertido na presenca de diferentes concentragdes de Ixolaris (0-37.5nM). Os dados
sd80 médias+ DP de quatro experimentos i ndependentes.
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4.2.2— Ensaio cetumorigénese in vivo

Mostramos, anteriormente, a capacidade do Ixolaris em inibir a atividade pré
coagulante das células US-MG e sabendo que estas caracteristicas apresentam um
importante papel no desenvolvimento do tumor, nos realizamos um ensaio de tumorigénese
in vivo, conforme descrito em naterias e métodos, com o intuito de verificar o efeito no
Ixolaris no crescimento do tumor. Apds 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 concentracéo de 250ugK g de Ixdaris foi de 0,106g, enquanto que 0
peso médio dos tumores dos animais tratados com a concentracdo de 50ugK gfoi de 0,280g e
0 peso médio dos tumores dos animais controles, ou sga, animais que foram tratados apenas
com PBS foi de 0,320g. Dessa forma, como mostrado na figura 18, concluimos que os
animais tratados com a concentragdo de 250 pg/kg de Ixolaris tiveram uma inibigcdo
significativa do crescimento do tumor , quando comparados com os animais tratados com a

concentracdo de 50ug/kg e com os animais control es.
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Figura 18 — Ixolaris inibe o crescimento do tumor induzido por células US-MG invivo. O ensaio de
tumorigénese in vivo foi realizados na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de Ixolaris
(50 e 250 pg/kg), apds 30 dias de tratamento os animais foram sacrificados e os tumores pesados.



4.2.3— Ixolaris ndo dtera a viabilidade de células U87-MG in vitro

Os ensaios de determinacdo da viabilidade celular foram realizados para verificar as
alteracfes na sobrevivéncia das células U87-MG quando tratadas ou réo com Ixolaris. Como
mostra a figura 19, as células tratadas com Ixolaris ndo exibiram diminui¢do da viabilidade
celular de maneira dependente da concentragéo e do tempo de incubagéo.

I 24h
I 48h
100 A I 72h

80 A

60

40 4

Viabilidade celular (%)

20 A

Control 0.5 ?g/mL ixolaris 2.5 ?g/mL/ixolaris

Figura 19 — Determinag8o da viabilidade celular. O ensaio de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-
2,5difeniltetrazolium) foi redizado na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de Ixolaris
(0.5 e 25 pg/ml), e em diferentes tempos de incubagéo 24, 48 e 72 horas. Os dados so médias + DP
de quatro experimentos independentes.



5. Discussao



O glioblastoma multiforme é considerado o tipo de tumor mais agressivo do SNC e
isto se deve a0 seu comportamento extremamente invasivo, que promove uma destruicéo
consideravel do tecido normal adjacente. A presenca de focos necréticos € uma das principais
diferengas entre os glioblastomas e os gliomas de menor grau (Brat e col, 2004). De fato,
Hammoud e colaboradores (1996) demonstraram uma estreita correlagdo entre o tamanho da
&ea de necrose tumoral, analisado por exames de ressonancia magnética nuclear, com a
sobrevida de pacientes com glioblastoma. Outro achadb histopatolégico marcante no
glioblastoma humano € a oclusdo vascular trombdtica, caracteristica que sugere que a
necrogénese estaria diretamente correlacionada com uma tendéncia précoagulante nestes
pacientes (Rong e col, 2005).

Véarios relatos da literatura sugerem possiveis mecanismos que explicariam o aumento
da coagulagdo sanguinea observada nos pacientes com cancer, sendo um dos principais o
aumento na expressao da proteina Fator Tecidua (TF) (Rickles e Faanga, 2001; Rong e col,
2005; Rak e col, 2006). De fato, pelo menos dois estudos relatam que a expresséo de TF esta4
diretamente correlacionada com o grau de agressividade dos gliomas (Hamanda e col, 1996;
Guan e col, 2002), o que explicaria a maior ocorréncia de vaso-oclusdo no glioblastoma.
Além da expressdo de TF, outro mecanismo pro-coagulante que tem sido destacado na
literatura € a exposicao do lipideo fosfatidilserina (Sugimura e col, 1994; Barrowclifee e cal,
2002; Pickering et a, 2004), um importante componente dos complexos pré-coagulantes
dependentes de membranas (Kaafatis e col, 1994). De fato, nosso grupo demonstrou
recentemente que a linhagem C6 de glioma de rato possui o lipideo fosfatidilserina exposto
em sua membrana externa e esta condicdo contribui para os mecanismos pré-coagulantes
desta linhagem tumoral (Fernandes e col, 2006). Em conjunto, a expressdo de TF e a
exposicdo de fosfatidilserina tornariam a célula tumora extremamente competente para

induzir a coagulagdo sanguinea.

Neste trabalho, nés demonstramos que a linhagem celular de glioblastoma humano
U87-MG apresenta uma potente atividade pré coagulante in vitro. Inicialmente, confirmamos
que esta linhagem celular expressa TF, conforme vérios relatos prévios da literatura (Carson e
Pirruccello, 1998; Yamahata e coll, 2002). As células US7-MG, a0 expressarem TF na sua
superficie, apresentam a capacidade de se ligarem ao Fator Vlla, promovendo a montagem
do complexo tenase extrinseco e iniciando a castata de coagulagdo. Em seguida, nos também

demonstramos que a exposi¢cdo de fosfetidilserina na superficie externa torna estas células
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capazes de promover a formacéo do complexo tenase intrinsecq com subsequente ativagéo
do Fator Xa, e do complexo protrombinase, levando a formacdo de trombina. A atividade
desses dois complexos foi inibida progressivamente por concentragoes crescentes de Anexina
V, proteina capaz de se ligar a fosfatidilserina, confirmando a importancia deste lipideo para
a ligagdo e montagem dos complexos tenase intinseco e protrombinase na membrana das

células de glioblastoma.

As propriedades pré-coagulantes das células de glioblastoma parecem contribuir
significativamente para o aparecimento de regides de hipdxia no tumor (Brat e col, 2004). Foi
mostrado gque a hipdxia aumenta a migragéo e a invasao do glioblastoma (Raza e col, 2002;
Brat e col, 2004b; Zagzag e col, 2006; Ezhilarasan e col, 2007). A hipéxia aumenta a
expressdo de fatores transcricionais, como o HIF (Hypoxia Induced factor), que, por sua vez,
medeiam um aumento na expressdo de VEGF e de proteases ca matriz extracelular (Brat e
col, 2004b). Interessantemente, a hipoxia também promove um aumento na expressao de TF,
resultando em uma maior atividade précoagulante das células de glioblastoma humano
(Rong e col, 2005).

A elevada expressio de TF e a consquente formacdo de trombina n&o sio
responsaveis apenas por promover a formagdo de fibrina e, consequentemente, de trombos no
interior dos vasos dos tumores. Essas proteinas também promovem uma importante resposta
celular através da ativacdo de uma familia de receptores acoplados a proteina G, conhecidos
como PAR — receptores ativados por proteases. Esses receptores sdo ativados por um
mecanismo que envolve protedlise da parte extracelular do receptor (Coughlin, 2000). No
cancer, esses receptores sdo expressos em diferentes tipos celulares, como as proprias células
tumorais, células endoteliais, células inflamatorias e plaquetas, e estestém sido implicados no

crescimento tumoral, invasdo e metéstase (Belting e col., 2005; Rak e coal., 2006).

Em linhagens de glioma, diversos trabalhos demonstram que a ativacdo dos receptores
do tipo PAR promove a formacdo de citocinas préinflamatérias. Tem sido demorstrach a
capacidade da trombina promover um aumento na expressdo do RNAm e da secregéo de IL-
6. Este efeito dependente da concentragdo de trombina pode ser inibido por Hirudina
(proteina isolada da sdliva de Hirudo medicinalis capaz de se ligar e inibir a acdo da

trombina). A trombina também promove um aumento significativo no RNAm deIL1-? ede

TNF-?. Portarto, a trombina e seus agonistas estimulam a expressdo de citocinas pré



inflamétorias em linhagens celulares de glioma (Meli e col, 2001; Fan e col, 2005). Além
disso, a ativacdo dos receptores do tipo PAR por trombina ou por peptideos agonistas
promove a aivacdo do fator de transcricdo NF-kB e, consequentemente, de citocinas pré

inflamatorias (Zieger e col, 2001).

Devido aforte correlacdo entre 0s processos précoagulantes com a agressividade dos
tumores, em particular dos glioblastomas, novas terapias com substancias anticoagulantes
tém sido testadas, tendo gpresentado resultados satisfatorios. Foi mostrado que a Varfaring, a
heparina de baixo peso molecular e o Argatroban promovem uma inibicdo da progressdo do
tumor. Diferentemente dos outros inibidores da trombina, o Argatroban apresenta um baixo

potencial hemorrégico invivo (Hursting e col, 1997).

Outras substancias anticoagulantes também tém sido testadas como antineoplasicos,
entre elas, o TFPI, um inibidor fisiolégico do complexo TF/FVIIA e o NAPC2, uma proteina
recombinante derivada do Ancylostoma caninum capaz de formar um complexo quartenario
como TF/FVIlaeFX einibi-lo. A literatura tem mostrado que TFPI e NAPc2 apresentam a
capacidade de inibir o crescimento tumoral e o desenvolvimento de metastase em linhagem
de melanoma B16. Além dissg 0 NAPc2 promove uma inibicdo do crescimento dessas
células in vivo (Amirkhosravi, 2002; Hembrough, 2003). Ornstein e colaboradores sugeriram
em 2002, que a inibicdo do TF e, consegquentemente, de trombina, pode ser de grande
importancia para o tratamento de pacientes com glioblastoma. Isso foi baseado em
experimentos, nos quais a sintese de TF foi inibida em células de glioblastoma multiforme,
resultando na reducdo da proliferacdo e da capacidade invasiva dessa linhagem celular
(Ishibashi e col, 2000).

Dessa forma, nOs testamos a capacidade do Ixolaris, um potente inibidor da
coagulacdo sanguinea, em inibir a ativacdo dos complexos da coagulacdo sanguinea. NOs
observamos que ocorreu uma diminuicdo na formacdo do Fator Xa pelo complexo tenase
extrinseco e intrinseco, dém da diminuicdo da formacdo de trombina pelo complexo
protrombinase. Quando realizamos 0 ensaio de tumorigénese in vivo, observamos que o
Ixolaris, na dose de 250ug/kg, promoveu uma diminuigdo dgnificativa do crescimento do
tumor gquando comparado com os animais controle. Os animais que receberam apenas
Ixolaris ndo apresentaram alteragdes no processo de coagulagdo, apds 30 dias de tratamento.

Redlizamos, também, um ensaio de viabilidade celular e ndo observamos ateraces na
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viabilidade das células U87-M G nas doses e nos tempos testados, descartando, assim, o efeito
citotoxico do Ixolaris.

E importante reconhecer que os anticoagulantes cujo alvo é o TFFator Vlla, tal como o
Ixolaris, 0 NAPc2, e o TFPI humano parecam ser eficientes, na inibicgo das caracteristicas
pro-coagulantes das células tumorais, promovendo uma inibicdo do seu crescimenta
Notavelmente, estes compostos estdo menos fregientemente associados a grandes
sangramentos. Nos ensaios de tumorigénese in vivo, realizados em camundongos Balbc/nude,
n6s ndo observamos alteracdo dlguma do sangramento nos grupos tratados com Ixolaris. E
importante ressaltar que esses animais foram monitorados durante os 30 dias do tratamento

com |xolaris

Em resumo, a linhagem celular U87-MG apresenta uma potente atividade pré
coagulante, possuindo a capacidade de suportar a montagem dos complexos da coagulacéo
sanguinea, como resultado da concomitante expresséo de TF e exposicéo de fosfatidilserina.
A molécula Ixolaris apresentou uma efetiva agdo anticoagulante in vitro, inibindo os
complexos da coagulacdo montados nas células tumorais. Além disso, o Ixolaris inibiu 0
crescimento dos tumores in vivo, sugerindo sua potencial utilizagdo no tratamento de
pacientes com glioblastoma. No entanto, futuros estudos utilizando o modelo de crescimento

intracerebral do tumor, se fazem necessarios para consolidar esta proposta.



6. Conclusao
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7.1 Céulasdeglioblastoma U87-M G:

Expbem TF em sua superficie e promovem a formagdo do complexo tenase

extrinseco;

Expdem PS e promovem aformagdo dos complexos pré-coagulantes tenase intrinseco

e protrombinase, de maneira PS-dependente;
Aceleram o tempo de coagulagdo do plasma humano;
7.2 Ixolaris:

Inibe todos os complexos précoagulantes, montados na superficie da linhagem
celular UB7-MG;

Inibe a atividade précoagulante das células US7-MG,;

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

anticoagul ante/antitrombatica na biologia tumoral;
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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