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Resumo 

 
Evidências mostrando o envolvimento de proteínas da coagulação 

sanguínea na biologia tumoral têm servido como base para propor a utilização 

de moléculas anti-hemostáticas, em particular os anticoagulantes, como 

possíveis agentes terapêuticos para auxiliar o tratamento do câncer. Os 

gliomas, tumores primários do sistema nervoso central, são comumente 

associados a estados de hipercoagulação, sugerindo-se que os mecanismos 

vaso-oclusivos e pró-trombóticos sejam fortemente relacionados ao 

crescimento acelerado do glioblastoma, a forma mais maligna dos gliomas 

(OMS grau IV). Da fato, 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 

e a presença de trombos vaso-oclusivos é mais frequente no glioblastoma. 

Dados preliminares obtidos no laboratório mostraram que a linhagem celular de 

glioblastoma humano U87-MG, que apresenta uma potente atividade pró-

coagulante, resulta na formação de um tumor quando inoculada 

subcutaneamente em camundongos nude. Esse crescimento tumoral in vivo foi 

inibido em resposta ao tratamento dos camundongos com Ixolaris (250 µk/kg/ 

dia), um potente inibidor exógeno da coagulação sanguínea. Neste contexto, o 

presente estudo teve como linha principal de investigação avaliar se o efeito do 

Ixolaris se estenderia ao modelo ortotópico de glioblastoma, isto é, após a 

implantação intracerebral de células tumorais. Nossos objetivos nesse trabalho 

foram: 1- Estabelecer um modelo in vivo ortotópico de implantação 

estereotáxica de células da linhagem humana de glioblastoma U87-MG no 

encéfalo de ratos e camundongos, que reproduza as características do 

glioblastoma original; 2- Avaliar o efeito do Ixolaris na sobrevida desses 

animais. Os nossos resultados mostraram a evolução fatal de cerca de 60% 

dos camundongos inoculados com células tumorais U87-MG, apresentando 

uma média de sobrevida de 39,5 dias pós-cirurgia. Um aumento relevante da 

sua sobrevida foi observado em resposta ao tratamento dos animais com 

Ixolaris na dose de 250 µg/kg/dia, com mais de 88% dos animais vivos até o 
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final do experimento (16/18). Assim concluímos que o Ixolaris pode ser um 

agente promissor no tratamento do glioblastoma humano.  
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Abstract  

 
There are evidences of proteins involved in blood coagulation at tumoral 

biology and they have been used as the base to propose the utilization of anti-

homeostatic molecules, particularly the anticoagulants that could possibly be 

used as terapeutic agents to help cancer treatment. Gliomas (primary tumors of 

the central nervous system) are commonly associated with states of 

hypercoagulation, and it is suggested that the mechanisms of obtrusion and 

protrombosis in vessels are ultimately related to the fast glioblastoma growth 

which is the highest type of malignant glioma (OMS degree IV).In fact, the 

expression levels of tissue factor (TF), which is the protein responsible for the 

onset of  blood clot reaction, are strongly correlated with the histological degree 

of gliomas malignancy, and the occurrence of oclusive vessels clot is more 

frequent in glioblastomas. Previous data obtained in our lab show that the 

human glioblastoma cell lineage U87-MG, which present a previous clot 

potential activity, result in tumor formation when injected in nude mice 

subcutaneously. This tumor growth in vivo was inhibited as a response to the 

treatment with Ixolaris (250 µk/kg/ day) in mice. Ixolaris are a potent exogenous 

inhibitor of blood coagulation. In this issue, the present study assessed whether 

the Ixolaris effect would be close to the ortotopic model of glioblastoma, in other 

words, after the intracranial surgery with the injection of tumor cells. Our 

objectives at this work were: 1- Establish an ortotopic model of stereotaxic 

implementation in vivo with cells of the human glioblastoma lineage U87 in rats 

and mice encephalus that could simulate the same characteristics of the original 

glioblastoma; 2- Assess the effect of Ixolaris in the animals survival. Our results 

show that the fatal evolution that was around 60% in the mice injected with 

tumor cells U87-MG presenting a survivance average of 39,5 days after 

surgery. It was obseved a relevent increase in the animals survival as a 

response to the treatment with Ixolaris at the dose of 250 µg/kg/day, and more 

than 88% of the animals were alive until the end of the experiment (16/18). 

Thus, we suggest that Ixolaris maybe a promising agent in treatment against 

human glioblastoma.    
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1. Introdução 

 
 

 
1.1 -  Gliomas  

Os tumores do sistema nervoso central 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 (RAO, 2003) (figura 1) e representam cerca de 

40% de todos os tumores primários e cerca de 80% dos tumores malignos do 

sistema nervoso central. 

 

            

Figura 1: Representação de células gliais e gliomas (RAO, 2003) 

 

Estes tumores exibem formas benignas e malignas cujo diagnóstico é 

geralmente elaborado com a ajuda da classificação da Organização Mundial da 

Saúde (OMS) (KLEIHUES e CAVANEE, 2000; LOUIS, 2007). Esta 

classificação, baseada na observação do tipo citológico predominante, utiliza 
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em parte os quatro critérios histológicos “não específicos” descritos na 

classificação “Sainte-Anne/ Mayo-Clinic” (DAUMAS-DUPORT, 1988): atipias 

nucleares, mitoses, proliferação endotelial e necrose. Ela reconhece quatro 

graus de magnilidade entre os tumores de tipo citológico astrocitário, 

classificados em escala de I a IV, no sentido menos agressivo para o de maior 

grau de agressividade, conforme apresentado na tabela abaixo. 

 

Grau OMS Designação OMS  Características histológicas 

I Astrocitomas pilocíticos  ------------------ 

II Astrocitomas fibrilares, 

protoplásmicos 

 1 critério: atipias nucleares 

III Astrocitomas anaplásicos  2 critérios: atipias nucleares e mitoses 

IV Glioblastomas multiformes  3 critérios: atipias nucleares, mitoses e 

proliferação endotelial e/ou necrose. 

 

Contudo, estudos revelaram grandes discrepâncias entre diagnósticos 

elaborados por diferentes especialistas em neuropatologia e pior, entre os 

diagnósticos elaborados por um único patalogista examinando as mesmas 

preparações histológicas, porém com algumas semanas de intervalo 

(MITTLER, 1996), tornando a classificação dos gliomas um assunto 

controverso (SCHIFFER, 1997). 

Esta classificação da OMS é atualmente criticada pelo Serviço de 

Anatomia Patológica do Hospital Sainte-Anne (Paris, França) que censura o 

fato dela não considerar duas das mais importantes características destes 

tumores: a heterogeneidade e a capacidade invasiva. Este serviço propõe uma 

classificação e um método de interpretação dos tumores muito diferentes da 

OMS. Eles são elaborados com a ajuda das informações obtidas a partir das 
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biópsias em níveis e então baseadas nas imagens de scanner ou IRM. A 

classificação do Hospital Sainte-Anne distingue entre os gliomas ordinários do 

adulto somente três categorias histológicas (DAUMAS-DUPORT, 2000): 

- os oligodendrogliomas ou oligo-astrocitomas de grau A. 

- os oligodendrogliomas ou oligo-astrocitomas de grau B. 

- os glioblastomas. 

 

Contudo, as classificações da OMS e do Hospital Sainte-Anne 

convergem no que diz respeito às características que permitem de diferenciar a 

forma mais altamente maligna, o glioblastoma (GBM), dos gliomas de menor 

grau (figura 2), facilitando o seu diagnóstico. Entre essas, destacam-se 

características histopatológicas, tais a presença de células com um arranjo 

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

e a hiperplasia microvascular (BRAT e MAPSTONE, 2003; RONG e col., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Características histopatológicas do glioblastoma multiforme (GBM, glioma de 
grau IV de acordo com a OMS). (Adaptado de RONG, 2006) 
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Essas características ilustram a alta agressividade dessa neoplasia da 

substância branca do sistema nervoso central (VANDENBERG, 1992; LOUIS, 

2007), que, apesar de raramente estabelecer metástases fora desse órgão 

vital, é altamente invasiva no parênquima nervoso adjacente (HOLLAND, 

2000). Esse fenótipo invasivo da-lhe um caráter difuso, não removível 

cirurgicamente, sendo responsável pela recorrência do tumor após excisão 

cirúrgica radical (KELLY, 1987; CHICOINE, 1995). Por esta razão, o 

glioblastoma geralmente escapa a qualquer tratamento cirúrgico, químico ou 

radioterápico, sendo freqüentemente fatal. A sobrevida média dos pacientes 

diagnosticados com este tipo de tumor é geralmente inferior a doze meses 

(DeANGELIS, 2001; BUCKNER, 2003; STUPP, 2005).  
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1.2 A correlação entre câncer e coagulação sanguínea 
 

 

Alterações no processo de coagulação sanguínea em pacientes com 

câncer já são conhecidas há mais de um século (RICKLES e EDWARDS, 

1983; BOCCACCIO e MEDICO, 2006), tendo sido descritas pela primeira vez 

pelo clínico francês Armand Trousseau (figura 3). De fato, Trousseau 

demonstrou que a presença de tumores malignos se correlaciona com uma 

hiperatividade do sistema de coagulação, sendo esta associação atualmente 

denominada como “síndrome de Trousseau” (VARKI, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Armand Trousseau (1801-1867)  
FONTE: www.nlm.nih.gov/.../Faces_asthma/VIIA37.html 

   

 

 Eventos trombóticos em pacientes com doenças malignas incluem 

desordens venosas ou arteriais, sendo a principal complicação clínica e a 

segunda causa de morte nesses indivíduos (PAVIC e col., 2006). Os principais 
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determinantes para um maior risco de trombose em pacientes com câncer são: 

o tipo de tumor, a presença de metástases, terapia antitumoral e processos 

cirúrgicos, além de fatores de risco clássicos, tais como imobilidade, idade e 

anormalidades pró-trombóticas de origem genética (LIP e col., 2002). 

 Apesar de praticamente todas as neoplasias já terem sido associadas às 

manifestações trombóticas, o risco relativo varia de acordo com o tipo de 

tumor. Desta forma, alguns estudos demonstram que os tipos de câncer mais 

propensos à ocorrência de trombose incluem as doenças malignas 

hematológicas (linfomas e leucemias), tumores de pâncreas e tumores 

cerebrais, seguidos de perto por tumores de pulmão, além de tumores de 

fígado, estômago, bexiga, útero e rins (BLOM e col., 2006; WHITE e col., 

2007). 

 É importante ressaltar que as evidências que suportam a relação entre 

trombose e neoplasia não se restringem apenas à incidência de eventos 

trombóticos em pacientes com câncer (PICCIOLI & PRANDONI, 2004), e vice-

versa, mas também ao fato de que estes pacientes têm uma evolução clínica 

na qual a neoplasia tem um comportamento mais agressivo do que aqueles 

que não apresentaram fenômenos de trombose (SØRENSEN e col., 2003). 

Desta forma, o evento trombótico poderia ser um marcador de agressividade 

do tumor.  
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1.3 - Células tumorais e sua atividade pró-coagulante 

 
 

A patogênese do tromboembolismo venoso 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 (DE CICCO, 2004).  

O processo de coagulação in vivo, em condições de dano vascular, é 

iniciado pela exposição do Fator Tecidual (TF), uma proteína transmembranar 

de 47 kDa constitutivamente expressa na superfície de células sub-

endoteliais e alguns tecidos extra-vasculares (BROZE, 1995). 

Fisiologicamente, o TF é encontrado em fibroblastos subjacentes ao endotélio 

vascular, em queratócitos, células epiteliais do trato respiratório e do trato 

gastrointestinal, no cérebro, em células musculares cardíacas e nos 

glomérulos renais (FRANCO, 2001; FERNANDEZ e col., 2004). O contato de 

componentes plasmáticos com tecidos que a expressam, possibilita que esta 

proteína interaja com o fator VIIa, uma serino-protease, formando o complexo 

tenase extrínseco (MANN, 1999). Este complexo converte o zimogênio fator X 

em uma serino-protease ativa, o fator Xa. Este se dissocia do complexo 

tenase e se associa ao cofator protéico fator Va, íons cálcio e superfícies 

celulares ricas em fosfolipídeos aniônicos, especialmente a fosfatidilserina, 

para formar o complexo protrombinase, que ativa o zimogênio protrombina na 

serino-protease trombina. O complexo tenase extrínseco também converte o 

zimogênio fator IX na sua forma ativa, fator IXa, que associado ao cofator 

protéico Fator VIIIa, íons cálcio e fosfolipídeos também catalisa a ativação do 

fator X (Figura 4). Em condições de lesão vascular, a superfície de plaquetas 
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ativadas na área de lesão vascular constitui o principal componente lipídico 

dos complexos tenase intrínseco e protrombinase (MONROE e col., 2002). 

Neste contexto sabe-se que células tumorais viáveis são capazes de expor 

fosfatidilserina em sua superfície, o que parece contribuir para a sua ação 

pró-coagulante (BARROWCLIFFE e col., 2002; FERNANDES e col., 2006). 

 

 

 

Figura 4: Reações da coagulação sanguínea (Fator Tecidual (TF), inibidor da via do 
fator tecidual-TFPI). 
 

A expressão aberrante de TF tem sido observada em diversos tipos 

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

grau de malignidade do tumor (GUAN e col, 2002). De fato o TF parece exercer 

um papel central na correlação entre câncer e coagulação sanguínea 

(VERSTEEG e col., 2004; RAO & PENDURTHI, 2005; RAK e col., 2006). Além 

do papel pró-coagulante, o TF possibilita a ativação de receptores de 
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membrana sensíveis a proteases da coagulação, como o Fator VIIa, Fator Xa e 

trombina. Estes receptores, denominados PAR (Receptores Ativados por 

Protease), são expressos em diversos tecidos e estão envolvidos em uma série 

de fenômenos biológicos de natureza fisiológica ou patológica (SAMBRANO e 

col., 2001; STHEINHOFF e col., 2005). Os receptores do tipo PAR também 

estão frequentemente superexpressos em tumores de maior agressividade 

(EVEN-RAM e col., 1998; HENRIKSON e col., 1999; IKEDA e col., 2003; YIN e 

col., 2003).  

O aumento na expressão de TF e de receptores do tipo PAR, além da 

geração de enzimas da coagulação sanguínea em tecidos neoplásicos, parece 

contribuir de várias maneiras para a biologia dos tumores. Estudos in vitro e in 

vivo têm demonstrado que a sinalização intracelular promovida pelo Fator 

Tecidual e pelos receptores do tipo PAR, em células tumorais e no endotélio, 

está envolvida com o processo de angiogênese (BELTING e col., 2005). Alguns 

estudos demonstram uma correlação entre a expressão de Fator Tecidual e a 

produção de VEGF (fator de crescimento de endotélio vascular), um dos 

principais fatores pró-angiogênicos conhecidos (CHEN e col., 2001, 

KONIGSBERG e col., 2001).  O VEGF tem múltiplas ações nas células 

endoteliais, agindo como um mitógeno específico nas veias, artérias e vasos 

linfáticos (FERRARA e col., 2003). Estes fenômenos parecem estar 

correlacionados com a sinalização intracelular promovida pelo próprio Fator 

Tecidual ao se ligar ao fator VIIa (RIEWALD e RUF, 2002, RUF e col., 2003, 

CHEN e col., 2001, BELTING e col., 2004; MORRIS e col. 2006) e com a  

sinalização intracelular promovida pelos fatores VIIa e Xa através da proteólise 

de receptores do tipo PAR-1 e PAR-2 em células tumorais (RIEWALD e RUF, 
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2002; 2004, BELTING e col., 2005, HJORTOE e col., 2004; MORRIS e col., 

2006). Sabe-se também que a clivagem de receptores do tipo PAR-1 aumenta 

a produção de metaloproteases de matriz (MARAGOUDAKIS e col. 2000). 
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1.4. O glioblastoma multiforme e a coagulação sanguínea 
 

É sabido que, em humanos, os tumores malignos do sistema nervoso 

central são comumente associados a estados de hipercoagulação, sendo 

responsáveis pelo agravamento da doença (ORNSTEIN e col., 2002). De fato, 

estudos realizados com amostras de pacientes já demonstraram que os níveis 

de expressão de TF se correlacionam com o grau de malignidade dos gliomas, 

sendo altamente expresso no GBM (HAMADA e col., 1996; GUAN e col., 

2002). Mais recentemente, outro estudo utilizando amostras de pacientes 

demonstrou que a ocorrência de trombose intratumoral é um evento 

extremamente freqüente no GBM (TEHRANI e col., 2008). Neste contexto, 

sugere-se que as propriedades pró-coagulantes do GBM seriam responsáveis 

por uma vaso-oclusão local capaz de induzir hipóxia e necrose na área do 

tumor (Figura 5, BRAT & VAN MEIR, 2004).  

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Papel da hipercoagulabilidade no glioblastoma multiforme. FONTE: (BRAT e 
VAN MEIER, 2004) 
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1.5 Terapias anticoagulantes no câncer 

 

O envolvimento de proteínas da coagulação sanguínea na biologia 

tumoral tem servido como base para propor a utilização de moléculas anti-

hemostáticas, em particular os anticoagulantes, como possíveis agentes 

terapêuticos para auxiliar o tratamento do câncer, reduzindo o seu potencial 

agressivo e metastático. Embora não se preconize um tratamento específico 

com anticoagulantes, alguns estudos relatam os benefícios das heparinas de 

baixo peso molecular na evolução de pacientes portadores de neoplasias (LEE, 

2008). Adicionalmente, tem sido proposto o uso de anticoagulantes para 

interferir no papel das proteínas da coagulação na angiogênese e no 

crescimento tumoral (ZACHARSKI e col., 2005). 

 O primeiro relato na literatura sobre o efeito de um anticoagulante de 

origem exógena na biologia tumoral foi feito por ESUMI e col. em 1991. Neste 

estudo demonstrou-se que a hirudina, um inibidor específico de trombina 

isolado da sanguessuga Hirudo medicinalis, reduz significativamente a 

ocorrência de metástases em modelo animal experimental. Outros estudos 

utilizando heparinas de baixo peso molecular em modelos animais também 

demonstraram uma redução significativa no número de metástases 

(AMIRKHOSRAVI e col., 2002; BOBEK & KOVARIK, 2004). De fato é bem 

estabelecida uma relação entre a ativação da coagulação sanguínea e a 

disseminação tumoral na corrente circulatória (BROMBERG e col., 2001; 

MUELLER e col., 1992).  

Em condições fisiológicas, a atividade do complexo tenase extrínseco é 

regulada por uma proteína plasmática denominada inibidor da via do fator 
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tecidual (TFPI). O TFPI apresenta cerca de 43 kDa e possui três domínios do 

tipo Kunitz (Figura 6). O mecanismo de ação do TFPI é bastante singular: seu 

segundo domínio Kunitz se liga ao sítio catalítico do fator Xa e o complexo 

binário formado interage com o complexo fator VIIa/fator tecidual, onde o 

primeiro domínio Kunitz do TFPI interage diretamente com o sítio catalítico do 

fator VIIa. O resultado final é a formação de um complexo quaternário onde o 

fator Xa e o fator VIIa encontram-se inativados (BROZE, 1995). Estudos com 

modelos animais demonstram que a inibição do Fator Tecidual em células 

neoplásicas pelo TFPI, bem como o seu análogo exógeno, o NAPc2 (nematode 

anticoagulant c2) (HEMBROUGH e col., 2003), reduz não só a disseminação 

dos tumores, mas também o crescimento primário em modelos experimentais 

in vivo.  

 

 

Figura 6: Estrutura do TFPI.  
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Há alguns anos foi descrita a expressão e a caracterização de um 

análogo do TFPI denominado Ixolaris, obtido do carrapato Ixodes scapularis 

por técnicas de biologia molecular (FRANCISCHETTI e col., 2002). O Ixolaris 

(Figura 7) se liga ao fator Xa e posteriormente forma um complexo quaternário 

com o TF e fator VIIa, resultando na inativação do complexo tenase extrínseco. 

Diferentemente do TFPI, o Ixolaris interage com uma região do fator Xa 

denominada exosítio de ligação à heparina. Este fenômeno leva à inibição do 

fator Xa no complexo protrombinase (MONTEIRO e col., 2005).  

 

 

 

Figura 7: Estrutura do Ixolaris 
(www3.niaid.nih.gov/.../vectorBiologySection/) 

 

Dados obtidos por nosso grupo demonstraram que o Ixolaris é um agente 

antitrombótico eficiente in vivo, quando testado em um modelo de trombose 

venosa em ratos (NAZARETH e col., 2006). De fato, esta proteína apresentou 

uma atividade na faixa de 100 µg/kg e com meia-vida prolongada, sendo este 
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efeito antitrombótico mantido até 24h após a administração de uma única dose 

por via subcutânea. 

Além de sua potente atividade antitrombótica, nosso grupo também 

demonstrou que o Ixolaris é capaz de reduzir o crescimento tumoral in vivo de 

linhagens de melanoma murino (dados não publicados) e de GBM humano, 

implantado em camundongos nude (CARNEIRO-LOBO, 2009). De fato, 

animais tratados com Ixolaris apresentam uma redução na expressão de 

VEGF, fenômeno que é acompanhado de tumores subcutâneos menos 

vascularizados. 

Com base nos estudos de BRAT e VAN MEIER, acreditamos que o 

Ixolaris seja capaz de inibir a formação do complexo extrínseco da cascata de 

coagulação, reduzindo a atividade pró-coagulante das células tumorais e 

possivelmente a formação de trombos intratumorais. Como conseqüência deste 

fenômeno, a liberação de fratores pró-angiogênicos e a formação de novos 

vasos no tumor seriam reduzidos pelo Ixolaris. Neste contexto, o presente 

estudo teve como linha principal de investigação avaliar se o efeito do Ixolaris 

se estenderia ao modelo ortotópico de GBM, isto é, após a implantação 

intracerebral de células tumorais. 
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2. Objetivos 
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2.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito do Ixolaris, um potente inibidor da coagulação 

sangüínea, em modelos in vivo de glioblastoma multiforme gerados através da 

implantação da linhagem humana tumoral U87-MG no encéfalo de roedores 

adultos. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito do Ixolaris na sobrevida de ratos que tenham recebido 

células U87-MG em seu sistema nervoso central; 

 

•  Desenvolver um modelo murino de glioblastoma multiforme com o 

propósito de utilizar doses mais elevadas de ixolaris nos experimentos 

de sobrevida; 

 

•  Avaliar o efeito do Ixolaris no modelo murino de crescimento 

intracerebral de U87-MG. 
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3.  Material e Métodos 
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3.1. Purificação do Ixolaris 

3.1.1. Sistema de produção 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 col. (2002). O meio de cultura 

contendo a proteína recombinante foi disponibilizado na forma congelada, para 

a subsequente purificação do Ixolaris no laboratório. 

 

3.1.2. Purificação sobre coluna FX-sepharose 

Após descongelamento, o meio de cultura contendo a proteína 

recombinante foi aplicado em uma coluna de afinidade FX acoplado à resina 

Sepharose 4B (Calbiochem, EUA) montada conforme instruções do fabricante, 

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 HCl 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 

minutos. O material eluído foi concentrado (Amicon- Bio-separation; 

ultrafiltration membranes-Millipore) e dialisado overnight contra Tris-HCl 20 

mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. A pureza do material obtido foi avaliada através de 

eletroforese em gel de poliacrilamida. 

 

3.1.3. Quantificação do Ixolaris purificado 

A pureza do material obtido, bem como sua possível degradação, foi 

avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes (SDS-PAGE). A concentração da solução após concentração foi 

obtida por leitura no espectrofotômetro (UV mini 1240) no comprimento de 



 xxxvi

onda de 280 nm, utilizando-se o coeficiente de extinção molar = 1,83 (mg/ml, 

FRANCISCHETTI e col, 2002) .  

 

3.1.4. Teste de atividade anticoagulante 

A atividade do Ixolaris purificado foi verificada pela avaliação da sua 

capacidade de inibir a coagulação do plasma no ensaio de tempo de 

recalcificação. A medição do tempo de recalcificação na presença de Ixolaris 

purificado foi efetuada em um coagulômetro KC-4 micro (Amelung Ltd, 

Diagnostic Grifols, Barcelona, Spain) de acordo com o seguinte protocolo: 50 µl 

de pool de plasma humano pobre em plaquetas (PPP) foram misturados com 

10 µl de Ixolaris. Após 2 minutos, foi adicionado 100 µl de 25 mM CaCl2 e o 

tempo necessário para ocorrer a coagulação foi medido. 

 

 

3.2. Implantação estereotáxica das células tumorais humanas no 

encéfalo de roedores. 

3.2.1. Animais experimentais 

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar (peso: 290-

350g) e camundongos machos adultos da linhagem Swiss (peso:25-35g). Os 

animais foram criados no biotério do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB), no 

Centro de Ciências da Saúde (CCS), UFRJ. Os procedimentos a eles aplicados 

seguiram os padrões descritos para o uso de animais de experimentação. 
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3.2.2. Linhagem celular de glioblastoma humano U87-MG 

A linhagem celular de glioblastoma humano U87-MG (figura 8) foi obtida 

do banco ATCC (American Type Culture Collection) e gentilmente cedida pelo 

Professor Vivaldo Moura Neto (ICB,UFRJ). 

 

 

Figura 8: Linhagem de glioblastoma humano U87-MG.  
http://www.atcc.org/common/catalog/numSearch/numResults. 

 

 

3.2.3. Cultura e preparação das células U87-MG 

As células U87-MG foram mantidas em cultura até a vigésima passagem 

em meio DMEM-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino, sendo o 

meio trocado a cada três dias. O número de alíquotas para cada garrafa de 

meio de cultura era de 10% do volume total. Para as cirurgias estereotáxicas, 

as células foram destacadas com tripsina-EDTA, posteriormente inativada com 

soro fetal bovino, lavadas uma vez em meio DMEM-F12 sem soro e 

ressuspendidas no mesmo na concentração de 106 células em 4 µl para as 
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injeções nos encéfalos de ratos e 0,5x106 em 3 µl para as injeções nos 

encéfalos de camundongos. 

 

3.2.4. Instalação dos animais no aparelho estereotáxico 

Os animais foram anestesiados por injeções intramusculares de xilazina 

(5 mg/kg) e ketamina (100 g/kg). O reflexo de retração da pata traseira foi 

regularmente testado para avaliar a necessidade de novas injeções 

anestésicas (meia dose de xilazina/ketamina, separadas por pelo menos 30 

minutos) e assim assegurar a dormência completa dos animais ao longo da 

cirurgia. Os animais foram instalados no aparelho estereotáxico de maneira a 

fixar sua caixa craniana: duas barras metálicas laterais, previamente recobertas 

com uma pomada anestésica (xilocaína 5%, lidocaína 50 mg/g Pomada), foram 

introduzidas nos meatos acústicos e o focinho foi mantido por meio de um 

bocal fixável na estrutura do estereotáxico. 

 

Figura 9: Aparelho estereotáxico  
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3.2.5. Cirurgia de implantação das células tumorais 

Após a fixação do animal no aparelho estereotáxico e a certificação da 

sua anestesia completa, iniciam-se os procedimentos de cirurgia. Após 

raspagem dos pelos da parte superior da cabeça e sua higienização com álcool 

70%, faz-se uma incisão sagital mediana no couro cabeludo do animal para o 

alcance da caixa craniana. A intersecção entre as suturas sagital e coronal, o 

bregma, é marcado e serve como ponto de referência (figura 10).  

 

 

Figura 10: Crânio de camundongo - suturas e bregma. 

 

A estrutura encefálica do caudado-putâmen foi alcançada pelo uso das 

seguintes coordenadas estereotáxicas: rato/ 0 mm bregma, 3 mm lateral e 4,5 

mm de profundidade; camundongos/ 0,5 mm posterior ao bregma, 2 mm lateral 

e 3 mm de profundidade (figura 11). Uma pequena fenda circular é realizada no 

osso craniano com ajuda de uma broca odontológica. Em seguida, o uso de um 

micromanipulador permite a introdução no tecido encefálico do capilar de vidro 

pertencendo ao sistema de injeção segundo as coordenadas estereotáxicas 



 xl

escolhidas. Após 5 minutos de espera, necessários ao acomodamento do 

tecido do capilar, as células são injetadas na velocidade de 0,15µl/minuto. 

 

 

 

Figura 11: Coordenadas estereotáxicas para implantação das células tumorais 
no encéfalo de rato (A) e de camundongo (B), segundo atlas de PAXINOS e 
col., 2001. 

 

No final da injeção, o capilar é cuidadosamente retirado do tecido após 5 

novos minutos de espera, assegurando o impedimento de refluxos. A fenda 

circular é fechada pela aplicação de um acrílico odontológico (Acrílico 

autopolimerizante clássico JET, Campo Lindo-SP) e o couro cabeludo do 

A 
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animal suturado. Após aplicação de uma pomada antibiótica e antiinflamatória 

(Nebacetin, Sulfato de neomicina 5 mg/g e Bacitracina 250 ui/g) no local da 

sutura, o animal é retirado do aparelho estereotáxico e acomodado em sua 

gaiola de criação. 

 

3.2.6. Tratamento dos animais com Ixolaris 

O Ixolaris foi diariamente diluído em tampão PBS para o alcance das 

concentrações de 50 ou 250 µg/kg num volume final de injeção de 200 µl. As 

injeções, por via subcutânea ou intraperitoneal, foram iniciadas três dias após a 

cirurgia e mantidas por uma duração de 28 dias. 

 

3.2.7. Análise da sobrevida dos animais 

A sobrevida dos camundongos e dos ratos foi observada respectivamente 

nos 100 ou 150 dias após a realização da cirurgia. O peso dos animais foi 

monitorado duas vezes por semana ao longo de experimento. O tecido 

encefálico foi sistematicamente coletado no dia da morte no caso de evolução 

fatal ou após o sacrifício do animal no final do experimento, para a avaliação da 

presença de massa tumoral macroscópica no hemisfério cerebral de 

implantação e/ou a sua subsequente análise histológica. 

 

3.3. Análise histológica por coloração com hematoxilina-eosina (HE). 

3.3.1. Coleta e fixação do tecido encefálico 

Ratos e camundongos foram sacrificados 4 a 5 semanas após 

implantação das células tumorais. Os animais foram perfundidos com uma 

solução de 4% de paraformaldeído ou diretamente imersos na mesma solução 
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fixadora, após dissecção dos encéfalos. Blocos coronais do tecido encefálico 

foram cortados com aproximadamente 3 mm de espessura e mantidos por 12 

horas adicionais na solução de 4% de paraformaldeído. 

 

3.3.2. Procedimento de inclusão em parafina 

Após fixação, os blocos foram processados em banhos sucessivos em 

solução de concentração crescente de etanol para desidratação, antes de 

serem emblocados em parafina (Easypath Ver-Plast, Parafina histológica ponto 

de fusão +/-56-58º CEP-21-20061): 30 minutos em etanol 70%, duas vezes 40 

minutos em etanol 100%, duas vezes 40 minutos em xileno, duas vezes 40 

minutos em banhos de parafina à 60°C.  

 

3.3.3. Preparação de lâminas no micrótomo 

Cortes coronais seriados de 8-12 µm de espessura foram feitos no 

micrótomo. Estes cortes foram montados em lâminas previamente lavadas e 

tratadas com Poli-L-lisina (SIGMA P8920, solução 10 vezes concentrada 0,1% 

w/v com timerosal 0,01%) e mantidos em posição vertical na estufa à 60°C por 

uma duração de 6 horas antes de serem processados para coloração 

histológica. 

 

3.3.4. Coloração hematoxilina-eosina (HE) 

Os cortes montados foram desparafinizados em dois banhos sucessivos 

de xileno e reidratados em soluções de etanol de concentração decrescente, 

antes de serem corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE) (Easypath- 
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Hematoxilina de Harris e Eosina Amarelada) para a identificação tumoral e a 

análise histopatológica. 

 

3.3.5. Aquisição de imagens e montagem 

As lâminas foram analisadas no microscópio invertido Nikon TE300. As 

fatias coronais inteiras de tecido encefálico foram reconstruídas com ajuda do 

software Adobe Photoshop CS, após aquisição das imagens com uma objetiva 

de aumento 4X (Nikon 4X/0,13 PhL DL).  
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4. Resultados 
 
 



 xlv

4.1. O modelo de implantação estereotáxica de células U87-MG no 

encéfalo de ratos adultos. 

Estudos revelando a importância das interações tumor-parênquima na 

biologia tumoral tornaram fundamental o uso de modelos in vivo ortotópicos de 

crescimento tumoral. O estabelecimento de tais modelos é da maior pertinência 

para o estudo dos gliomas, que se distinguem dos demais tumores sólidos por 

apresentarem características próprias ao seu desenvolvimento no Sistema 

Nervoso Central (SNC): são tumores que crescem num órgão vital para o qual 

a abordagem terapêutica por cirurgia é extremamente delicada, e onde sua 

expansão é limitada pela caixa craniana e submetida a um contexto 

imunológico específico. 

Assim, estabelecemos no laboratório um modelo de implantação 

estereotáxica de células da linhagem de glioblastoma humano U87-MG no 

encéfalo de ratos machos e adultos. O recurso à estereotaxia nos permite, pela 

escolha de coordenadas cranianas, de alcançar reprodutivelmente a estrutura 

encefálica do caudado-putâmen (Figura 12A), sítio geralmente escolhido na 

literatura para a implantação de gliomas (PLUNKETT e col., 1988; LAL e col., 

2000; PARSAN e col., 2000; GUILLAMO e col, 2001; CHUNG e col.,2005). A 

evolução fatal de animais implantados com um milhão de células U87-MG foi 

observada desde a quarta semana pós-implantação. Nesta etapa, o 

crescimento tumoral foi evidenciado pela observação macroscópica de uma 

imponente massa tumoral no hemisfério cerebral de implantação (figura 12 B). 

A coloração do tecido encefálico com hematoxilina/eosina (HE) nos permitiu de 

observar as características histológicas do tumor em desenvolvimento, 

revelando a presença de áreas de hemorragias, de numerosos vasos de 
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grande calibre e, sobretudo, de áreas de necrose envoltas por células tumorais 

organizadas em pseudopaliçadas (figura 12C e 12D). Essas características 

constituem os principais critérios utilizados pela OMS para o diagnóstico dos 

gliomas de grau IV, GBM, atestando a pertinência do modelo estabelecido. 

 

 

 

 

 
Figura 12: Modelo de implantação estereotáxica de células tumorais da linhagem de 
glioblastoma humano U87 no encéfalo de rato. Um milhão de células U87 foram 
implantadas no caudado-putâmen (A) de ratos machos adultos. Quatro semanas 
após a cirurgia, a massa tumoral foi evidenciada macroscopicamente (B) e suas 
características histológicas observadas após coloração hematoxilina-eosina (C) e (D, 
maior aumento). N, necrose; as setas indicam a organização das células tumorais 
em pseudopaliçadas. 

 

 



 xlvii

 
4.2. Sobrevida dos ratos com tumores cerebrais em resposta ao 

tratamento com Ixolaris. 

No objetivo de avaliar o efeito anti-tumoral do Ixolaris, analisamos a 

sobrevida dos ratos implantados intracerebralmente com células tumorais U87-

MG, em resposta ao tratamento com essa molécula anti-hemostática.  

Três dias após a implantação estereotáxica de um milhão de células U87-

MG no caudado-putâmen, iniciou-se o tratamento diário dos ratos com Ixolaris, 

por uma duração de 28 dias, na dose de 50 µg/kg/dia e por via intraperitoneal. 

A sobrevida dos animais foi observada até 150 dias após a cirurgia (figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Sobrevida dos ratos com tumor cerebral em resposta ao tratamento 
com Ixolaris.Três dias após a implantação intracerebral de um milhão de células 
U87, iniciou-se o tratamento diário dos ratos por uma duração de 28 dias, por via 
intraperitoneal, com Ixolaris na dose de 50 µg/kg (U87-MG + IXO)(n=9) ou com 
PBS (U87-MG + PBS)(n=3). Um grupo de ratos controle, implantados com meio 
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sem soro (MSS) na ausência de células tumorais, foi tratado com Ixolaris segundo 
o mesmo protocolo (MSS + IXO) (n=3). 
 

O tratamento com Ixolaris de ratos que passaram pelo procedimento 

cirúrgico, mas não receberam células tumorais, não provocou nenhuma 

evolução fatal no grupo, mostrando a não-interferência do tratamento na 

sobrevida dos animais. Na ausência de tratamento com Ixolaris, dois animais (n 

= 3) que foram implantados com as células tumorais U87-MG tiveram uma 

evolução fatal, apresentando uma média de sobrevida de 39,5 dias pós-

cirurgia. No grupo de ratos igualmente implantados com células tumorais U87-

MG, mas tratados com Ixolaris, a proporção de animais apresentando uma 

evolução fatal foi de somente três animais, tendo os demais (66% do grupo 

experimental, n=9) permanecidos vivos até o final do experimento. Esses 

primeiros resultados sugeriam fortemente que o tratamento com Ixolaris tende 

a aumentar a sobrevida dos ratos acometidos com tumores cerebrais 

decorrentes da implantação intracerebral das células tumorais U87-MG. 

Contudo, esse tratamento mostrou uma eficácia relativa, por não induzir a 

sobrevida de todos os animais do grupo, e nos levou a concluir que poderia ser 

necessário aumentar a dose diária de tratamento com Ixolaris. 
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4.3. Estabelecimento do modelo de implantação estereotáxica de 

células U87-MG no encéfalo de camundongos adultos. 

Optamos em seguida pelo desenvolvimento de um modelo similar de 

implantação estereotáxica de células U87-MG no encéfalo de camundongos, 

roedor de peso mais de dez vezes inferior ao de um rato, o que nos permitiria 

aumentar as doses diárias de tratamento com Ixolaris sem prejudicar o número 

de animais no experimento. 

Assim, meio milhão de células U87-MG foram implantadas no caudado-

putâmen de camundongos machos adultos. Cerca de 60% dos camundongos 

(15/26) tiveram uma evolução fatal, apresentando uma média de sobrevida 

pós-cirurgia de 39,5 dias (figura 14). Esses animais sofreram uma perda brusca 

de peso nos últimos dias de vida e apresentaram uma massa tumoral 

macroscopicamente observável no hemisfério cerebral de implantação. A 

observação das características histológicas do tumor em desenvolvimento, 

após coloração HE, se revelaram similares às características observadas no 

modelo de implantação em rato (figura 15): áreas de hemorragias, de 

numerosos vasos de grande calibre e, sobretudo, de áreas de necrose envoltas 

por células tumorais organizadas em pseudopaliçadas, os principais critérios 

utilizados pela OMS para o diagnóstico do GBM, atestando igualmente a 

pertinência do novo modelo estabelecido no camundongo. 
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Figura 14: Sobrevida dos camundongos após implantação intracerebral de 
células tumorais U87. (A) Foi observada a sobrevida após implantação 
estereotáxica de meio milhão de células U87 no caudado-putâmen de 
camundongos machos adultos (n=26). Os encéfalos foram sistematicamente 
dissecados para a subsequente avaliação macroscópica. (B) São apresentadas a 
proporção de animais que tiveram uma evolução fatal durante o periodo de 
experimento (100 dias) e sua média de sobrevida (expressa em dias de 
sobrevida pós-cirurgia). Também indicada a presença de massa tumoral 
macroscópica nos animais que tiveram uma evolução fatal e nos animais que 
permaneceram vivos até o final do experimento (Sobrevida até o 100o dia pós-
cirugia). 
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Evolução fatal (% de animais)   15/26 (~58%) 
Média de sobrevida (dias após cirugia)  39,5 dias 
 
Presença de tumor macroscópico:  
 Evolução fatal    15/15 (100%) 
 Sobrevida até o 100o dia pós-cirugia  0/11  (0%) 
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Figura 15: Modelo de implantação estereotáxica de células tumorais da linhagem de 
glioblastoma humano U87 no encéfalo de camundongos. Meio milhão de células U87 
foram implantadas no caudado-putâmen de camundongos machos adultos. Quatro 
semanas após a cirurgia, a densidade de núcleos no hemisfério encefálico de 
implantação foi observada por marcação com 4,6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride (DAPI) (B). As características histológicas da massa tumoral 
observadas após coloração hematoxilina-eosina (C) e (D, E e F, maior aumento). V, 
vaso sanguíneo; N, necrose; as setas indicam a organização das células tumorais em 
pseudopaliçadas. 
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4.4. Sobrevida dos camundongos com tumores cerebrais em resposta 

ao tratamento com Ixolaris. 

O estabelecimento do modelo de crescimento tumoral no encéfalo de 

camundongo nos permitiu analisar a sobrevida desses camundongos em 

resposta ao tratamento com Ixolaris, nas doses de 50 e 250 µg/kg/dia. 

Três dias após a implantação estereotáxica de meio milhão de células U87-

MG no caudado-putâmen, iniciou-se o tratamento diário dos camundongos com 

Ixolaris por injeção subcutânea, por uma duração de 28 dias. A sobrevida dos 

animais foi observada até 100 dias após a cirurgia (Figura 16). A via 

subcutânea foi utilizada neste experimento, pois havia necessidade de 

padronizar a via de administração do Ixolaris com os experimentos de 

implantação das células tumorais fora do Sistema Nervoso Central.  

De maneira surpreendente frente aos nossos resultados obtidos com os 

ratos, o tratamento dos camundongos com Ixolaris na dose de 50 µg/kg/dia não 

induziu um aumento significativo da sobrevida (44% (4/9)), quando comparada 

à sobrevida dos animais controle, na ausência de tratamento (42% (11/26)). 

Contudo, um aumento relevante da sobrevida dos animais foi observado em 

resposta ao tratamento na dose de 250 µg/kg/dia, com mais de 88% dos 

animais vivos até o final do experimento. Nos animais tratados com Ixolaris nas 

doses de 50 e 250 µg/kg/dia e que permaneceram vivos até o final do 

experimento, a presença de massa tumoral comparável ao controle não pôde 

ser observada macroscopicamente após o sacrifício dos animais, cerca de 100 

dias pós-cirurgia. Ao contrário, a presença de massa tumoral macroscópica foi 

evidenciada nos animais que tiveram uma evolução fatal apesar do tratamento 
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com Ixolaris, apresentando estes uma média de sobrevida pós-cirurgia de 38 

dias (n=7), comparável à dos animais não-tratados (39,5 dias). 

  

 
 

 

Figura 16: Sobrevida dos camundongos com tumor cerebral em resposta ao 
tratamento com Ixolaris. Três dias após a implantação intracerebral de um milhão 
de células U87, iniciou-se o tratamento diário dos camundongos por uma 
duração de 28 dias, por via subcutânea, com Ixolaris na dose de 50 µg/kg (n=9), 
na dose de 250 µg/kg (n=18), ou com PBS (U87-MG + PBS)(n=26). (A) Foi 
observada a sobrevida dos animais até o 100° dia pós-cirurgia. Os encéfalos 
foram sistematicamente dissecados para a subsequente avaliação 
macroscópica. (B) São apresentadas a proporção de animais que tiveram uma 
evolução fatal durante o periodo de experimento e sua média de sobrevida 
(expressa em dias de sobrevida pós-cirurgia). Também indicada a presença de 
massa tumoral macroscópica nos animais que tiveram uma evolução fatal e nos 
animais que permaneceram vivos até o final do experimento (Sobrevida até o 
100o dia pós-cirugia). 
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Presença de tumor macroscópico:  
 Evolução fatal    5/5 (100%)  2/2 (100%)   
 Sobrevida até o 100o dia pós-cirugia  0/4 (0%)  0/16 (0%) 
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5. Discussão 
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 O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor mais comum e mais 

agressivo do SNC e isto se deve a sua capacidade invasiva que provoca uma 

destruição considerável do tecido normal adjacente. A presença de necrose é 

um achado clínico comum no GBM, sendo raramente observada em gliomas de 

menor grau (BRAT e col., 2004). De fato, HAMMOUD e col. (1996), utilizando a 

técnica de ressonância magnética nuclear, demonstraram uma importante 

correlação entre a presença de necrose e a sobrevida de pacientes acometidos 

pelo GBM. Outro achado histopatológico marcante no GBM humano é a 

oclusão vascular trombótica intratumoral, característica que sugere fortemente 

que a necrogênese estaria diretamente correlacionada com o potencial pró-

coagulante do GBM (TEHRANI e col., 2008).  

Diversos relatos da literatura sugerem possíveis mecanismos envolvidos 

no aumento da coagulação sanguínea em pacientes com câncer (RICKLES & 

FALANGA, 2001).  Entre estes, um dos principais é o aumento na expressão 

da proteína Fator Tecidual (TF) (RONG e col., 2005; RAK e col., 2006). Pelo 

menos dois estudos relatam que a expressão de TF estaria diretamente 

correlacionada com o grau de agressividade dos gliomas (HAMADA e col., 

1996; GUAN e col., 2002), o que poderia explicar a maior ocorrência de vaso-

oclusão no GBM. 

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

destacado na literatura é a exposição do lipídeo fosfatidilserina 

(BARROWCLIFEE e col., 2002; PICKERING e col., 2004), um importante 

componente dos complexos pró-coagulantes dependentes de membranas 

(KALAFATIS e col., 1994). De fato, nosso grupo demonstrou que a linhagem 

C6 de glioma de rato possui o lipídeo fosfatidilserina exposto em sua 



 lvi 

membrana externa e esta condição contribui para os mecanismos pró-

coagulantes desta linhagem tumoral (FERNANDES e col., 2006). Além disso, 

também foi relatado por nosso grupo que a linhagem de GBM humano, U87-

MG, expressa o TF constitutivamente e expõe fosfatidilserina em sua 

membrana externa (CARNEIRO-LOBO e col, 2009). Em conjunto, a expressão 

de TF e a exposição de fosfatidilserina tornariam a célula tumoral 

extremamente competente para induzir a coagulação sanguínea. 

Devido à possível correlação entre os processos pró-coagulantes/pró-

trombóticos com a agressividade dos tumores, em particular o GBM, novas 

terapias com substâncias anticoagulantes têm sido propostas. Neste contexto, 

foi demonstrado que a inibição da trombina por um inibidor sintético específico, 

denominado Argatroban, atenua o crescimento in vivo de gliomas implantados 

no SNC de ratos, aumentando a sobrevida dos animais experimentais (HUA e 

col., 2005). Esta observação sugere que o tratamento do GBM com inibidores 

da coagulação seria uma abordagem terapêutica válida, especialmente neste 

tipo de câncer em que a sobrevida média é inferior a 12 meses. De fato nosso 

grupo demonstrou recentemente que o Ixolaris, um inibidor do complexo 

TF/FVIIa, responsável pelo início da coagulação sanguínea, é um potente 

agente antitumoral em modelo murino de crescimento tumoral primário, após a 

implantação subcutânea da linhagem tumoral U87-MG (CARNEIRO-LOBO e 

col., 2009). Desta forma o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 

Ixolaris no crescimento in vivo de GBM em um modelo ortotópico.  

Neste trabalho nós demonstramos que o Ixolaris promove um aumento na 

sobrevida de roedores que receberam as células tumorais U87-MG 

intracerebralmente.  De fato, o Ixolaris foi eficaz no modelo realizado em ratos, 
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numa dose de 50 µg/kg e no modelo murino, em doses de 250 µg/kg. O 

aumento de sobrevida dos animais poderia ser atribuído principalmente pela 

inativação do TF produzido pelas células tumorais, em decorrência da 

formação do complexo quaternário Ixolaris/TF/FVIIa/FXa (FRANCISCHETTI, 

2002). É importante ressaltar, no entanto, que os animais que foram tratados 

com Ixolaris e continuaram vivos até o final do ensaio, apresentaram-se livres 

de tumores macroscópicos ao final do tempo de experimentação. Isto significa 

que o mecanismo de ação do Ixolaris pode apresentar maior complexidade e 

envolver outros processos em que haja envolvimento do complexo TF/FVIIa, 

embora não relacionados com o sistema de coagulação sanguínea. 

As análises microscópicas realizadas no modelo de crescimento tumoral 

em ratos e no modelo murino revelaram a presença dos principais marcadores 

histológicos do GBM humano incluindo focos necróticos e células organizadas 

em pseudopaliçadas. Não foi possível, entretanto, realizar uma análise 

sistemática para a observação de trombos intratumorais. Neste contexto, o 

efeito antitumoral do Ixolaris poderia estar relacionado com uma redução na 

capacidade do tumor em gerar áreas hipóxicas, reduzindo assim a sua 

agressividade. De fato, o modelo subcutâneo de crescimento tumoral da 

linhagem U87-MG revelou que o tratamento com Ixolaris reduz a expressão de 

VEGF e a angiogênese tumoral (CARNEIRO-LOBO e col., 2009). 

Em adição ao seu efeito pró-coagulante e pró-trombótico, o complexo 

TF/FVIIa possibilita a clivagem de receptores do tipo PAR-2 expresso em 

diversos tipos celulares, incluindo células tumorais (BELTING e col, 2005; RAO 

& PENDURTHI, 2005). De fato, a ativação deste receptor medeia diversas 

respostas pró-tumorais, incluindo a produção de fatores pró-angiogênicos como 
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o VEGF (LIU & MUELLER, 2006; ALBREKTSEN e col., 2007). A relevância in 

vivo desta observação foi recentemente reforçada por dois estudos que 

demonstraram que: i. anticorpos anti-TF que bloqueiam a sinalização de PAR-

2, sem afetar a atividade pró-coagulante do complexo TF/FVIIa, reduzem o 

crescimento in vivo de tumores subcutâneos implantados em camundongos 

(VERSTEEG e col, 2008a); ii. A deleção do gene para o receptor PAR-2 reduz 

o potencial de crescimento in vivo de tumores mamários implantados em 

camundongos (VERSTEEG e col, 2008b). Em conjunto, estas observações 

sugerem que o bloqueio da atividade do complexo TF/FVIIa pelo Ixolaris 

poderia resultar em uma ação antitumoral em decorrência do bloqueio da 

sinalização celular do receptor PAR-2. No entanto não temos dados 

experimentais que suportem esta hipótese no modelo de GBM. 

Em resumo, conseguimos montar um modelo de crescimento in vivo de 

GBM que nos oferece características histológicas importantes, quando 

comparadas ao achados em amostras de pacientes. Este modelo corrobora a 

ação antitumoral da molécula anticoagulante Ixolaris e reforça o seu potencial 

uso na terapia do câncer. 
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6. Conclusões 



 lx

 
Os dados obtidos no presente trabalho nos possibilitam concluir que: 

 

• O modelo de implantação intracerebral das células U87-MG em ratos e 

em camundongos foi estabelecido com sucesso, na medida de que a 

maior parte dos animais tiveram uma evolução fatal, acompanhada de 

características histopatológicas similares às observadas no tumor 

humano primário; 

 

• O tratamento com Ixolaris (dose de 50 µg/kg/dia) aumenta a sobrevida 

de ratos que receberam células U87-MG intracerebralmente; 

 

• O tratamento com Ixolaris (dose de 250 µg/kg/dia) aumenta a sobrevida 

de camundongos suíços que receberam células U87-MG 

intracerebralmente. 
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