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RESUMO

Melanoma é um tipo de cancer altamente metastatico e evidéncias indicam que
seu comportamento pré-coagulante contribua para essa caracteristica. Neste
contexto, espera-se que anticoagulantes possam atenuar a progressao
tumoral. Neste estudo, avaliamos o efeito do Ixolaris, um inibidor exégeno da
coagulacao sanguinea, em um modelo de melanoma murino, utilizando células
B16F10. A expressao de Fator Tecidual (TF), proteina que inicia a coagulagéo
sanguinea, nas células B16F10 foi demonstrada por citometria de fluxo e RT-
PCR. A atividade do TF nas células tumorais foi avaliada pela ativacdo do fator
X em presenca do fator Vlla. Além disso, ensaio de recalcificagdo do plasma foi
realizado para verificar o efeito do Ixolaris sobre as células B16F10. O efeito
antitumoral do Ixolaris no crescimento primario ou metastase foi avaliada por
injecdo das células B16F10 em camundongos C57/BL6 por via subcutdnea ou
intravenosa, respectivamente. A expressao de VEGF e CD105 nos tumores
primarios foram avaliadas por imunohistoquimica. Como resultado, analises
utilizando citometria e RT-PCR mostraram a expressao constitutiva de TF nas
células de B16F10. Os ensaios in vitro, mostram que o Ixolaris bloqueia
atividade de TF derivada das células murinas. A co-administracdo intravenosa
das células B16F10 e Ixolaris (250 microgramas/kg) reduziu, dramaticamente,
0 numero de nodulos pulmonares (4 £ 1,1 e 47,3 + 10,1 para o0 grupo controle),
indicando uma potente acdo antimetastatica. No ensaio de crescimento
primario, os animais foram tratados diariamente com Ixolaris (50 ou 250
microgramas/kg, i.p.) do dia 3 ao dia 18, ap0s a inoculacdo das células
tumorais. Uma diminuicdo significativa no tamanho e peso do tumor foram
observadas para ambas doses de Ixolaris (28% e 58%, respectivamente),
guando comparados com o controle. Analises de imunohistoquimica mostraram
gue a inibicdo do crescimento do melanoma pelo Ixolaris foi acompanhada por
uma reducao significativa da expressdo de VEGF e da formacdo de novos
vasos na massa tumoral. Em conjunto, nossos dados indicam que Ixolaris € um
potente agente antitumoral in vivo, atuando nas propriedades pro-coagulantes
de B16F10, resultando, dessa forma, na reducdo do potencial metastatico e na
inibicdo do crescimento tumoral primario e angiogénese.
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ABSTRACT

Melanoma is a highly metastatic cancer and there is strong evidence that tissue
factor (TF) activity contributes to its aggressive pattern. In this context, it has
been suggested that TF inhibitors may attenuate primary tumor growth and
metastasis. In this study we evaluated the effect of Ixolaris, an exogenous TF
inhibitor, in a murine model of melanoma employing B16F10 cells. TF
expression on B16F10 cells was evaluated by flow-cytometry and RT-PCR. TF
activity on tumor cells was evaluated by measuring factor X activation by FVlla.
In addition, we performed a test recalcification of plasma to determine the effect
of ixolaris on B16F10 cells. The effects of Ixolaris on primary melanoma growth
or metastasis were evaluated by subcutaneous or intravenous injection of
B16F10 cells in C57/BL6 mice, respectively. VEGF e CD105 expression on
primary tumors was evaluated by immunohistochemistry. Flow-cytometric
analyses showed constitutive TF expression by B16F10 cells. In vitro, murine
cell-derived TF activity was blocked equally well by Ixolaris. Intravenous co-
inoculation of B16F10 cells and Ixolaris (250 micrograms/kg) dramatically
decreased the number of pulmonary tumor nodules (4 + 1.12 vs 47.38 + 10.08
in the control group). Further primary growth assays were performed and
animals were treated daily with Ixolaris (50 or 250 micrograms/kg, i.p.) from day
3 to 18 after s.c. inoculation of tumor cells. A significant decrease in tumor size
and weight was observed for both Ixolaris doses (28% and 58% respectively) as
compared to non-treated animals. In this regard, immunohistochemistry
analyses showed that inhibition of melanoma growth by Ixolaris is accompanied
by a significant down regulation of VEGF and angiogenesis in the tumor mass.
Our data demonstrate that Ixolaris targets B16F10-derived TF resulting in
decreased metastatic potential and reduced primary tumor growth and
angiogenesis.

Xl
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1. Introducdo
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1.1. Melanoma

O melanoma é um tumor maligno originado dos melandcitos que se
manifesta, principalmente, na pele. Raramente, o melanoma pode ocorrer nas
conjuntivas, meninges e mucosas, sendo, normalmente, pigmentado,
Entretanto, formas amelandticas tém sido observadas. Em relacdo a massa
tumoral, o melanoma pode, inicialmente, tender a realizar metastase e, como
consequéncia, o prognostico € ruim. Sabe-se que o melanoma maligno é
responsavel por cerca de 90% das mortes por cancer de pele (De Vries e col.,
2003).

Os fatores de risco para o melanoma podem ser provenientes de
historico familiar, tumores benignos e melanoma anterior. Imunossupressao,
sensibilidade ao sol, e exposicdo a radiacdo ultravioleta sdo fatores de risco
adicionais. Cada um desses fatores de risco corresponde a uma predisposicao
genética ou a um estresse ambiental que contribui para a génese do melanoma
(Miller & Mihm, 2006).

O modelo proposto por Clark e colaboradores, em 1984, descreve
mudancas histologicas que acompanham a progressao de melandcitos normais
para melanoma maligno. Os melanécitos podem progredir através de uma série
de passos em direcdo a transformacdo maligna. O modelo enfatiza as
alteracdes histopatoldgicas que ocorrem na progressdo do melanoma (figura
1). Os melandcitos normais desenvolvem progressivamente um fenétipo
maligno através da aquisicdo de varias caracteristicas fenotipicas, sendo que
algumas caracteristicas histolégicas especiais caracterizam cada etapa de

progresséao (Miller & Mihm, 2006).
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A invasdo local e metastase sédo grandes responsaveis pela morbidade e
mortalidade em pacientes com melanoma. No modelo de Clark, caracteristicas
invasivas aparecem na fase de crescimento vertical, quando as células de
melanoma nao sé penetram na membrana basal, mas também crescem por via
intradérmica, expandindo o nddulo. O melanoma metastatico se desenvolve
guando as células tumorais se dissociam da lesédo primaria, migram através do
estroma circundante, e invadem os vasos sanguineos e linfaticos para formar
um tumor em um sitio distante. Clinicamente, a profundidade absoluta da
invasdo local, medida diretamente por andlise histopatolégica (indice de
Breslow), € o critério principal do fator de prognéstico. A invasdo e
disseminagao do melanoma estéo relacionadas a alteragdes na adesao celular.
Normalmente, a adesao celular controla a migracdo, organizacéo de tecidos e
organogénese celular, porém perturbacdes na adesao celular contribuem para
invasdo tumoral, interacbes entre o tumor e o estroma e a sinalizacao de

células tumorais (Miller & Mihm, 2006).

Dermis

Vertical

Growth Phase Vessel

Tumor
! angiogenesis

! and metastasis

Figura 1. Progressédo do melanoma maligno. Proliferacdo normal dos melandcitos levando a
um tumor benigno. As células adquirem a habilidade de proliferacao intra-epidérmica,
ganhando a habilidade de invadir a derme e formar um nédulo expansivo. A etapa final do
modelo é a disseminacgao bem sucedida de células para outras &reas da pele e outros érgaos,
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onde podem proliferar e estabelecer com éxito um foco metastatico. Adaptado de
Mahabeleshwar & Byzova, 2007.

B16-F10 é uma linhagem celular de melanoma murino que, quando
injetado  subcutaneamente (s.c) em camundongos C57BL6, formam,
progressivamente, tumores solidos agressivos. Este modelo tumoral tem sido
usado no estudo da biologia do cancer, incluindo oncogenes e genes de
supressdo de tumor, interacdes proteina-proteina e processos complexos,
como angiogénese e metéstase. Adicionalmente, este modelo tem sido usado
no estudo terapéutico de tumores solidos, incluindo compostos farmacolégicos
(Camerer e col., 2004), imunoterapia e RNAs de interferéncia (Nalluri e col.,
2008; Wang e col., 2004).

A composic¢éo de tumores solidos no microambiente consiste de células
tumorais, células ndo-tumorais, componentes da matriz extracelular (colagenos
e elastina) e componentes solaveis (citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento), sendo que durante a progressdo do tumor, observam-se
alteracdes na abundancia relativa destes componentes (Van Kempen e col.,
2003). As células nao-tumorais ou células do estroma, incluindo fibroblastos,
células endoteliais e células do sistema imune estdo envolvidas na progressao
do tumor. Observam-se trés formas predominantes de interacdes estroma-
tumor: 1) fatores solGveis extracelulares, 2) comunicacdo intracelular, via
mensageiros secundarios e transducdo de sinal e, ainda, 3) comunicacao
intracelular via adeséo célula-célula (Agnelli e col., 2006). Atualmente, existem
varios alvos terapéuticos de interacdes estroma-tumor, incluindo moléculas de
adesdao, proteases, vias de sinalizacdo e componentes da matriz extracelular
(MEC) (Prandoni e col., 2002). A descoberta de novos alvos terapéuticos dos
constituintes do microambiente tumoral, e ndo apenas as células do tumor, é

uma abordagem atraente para terapéutica de tumores solidos. No entanto, o

4
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nivel de complexidade é dramaticamente aumentado porque diferentes tipos de
células estdo presentes na massa tumoral, resultando em um aumento no
namero de proteinas que precisam ser avaliadas. Neste contexto, estudar o
progresso do tumor in vivo, e o estudo de tecnologias como protedmica podem

revelar novos alvos moleculares (Culp e col., 2006).

1.2.Coagulacdo sanguinea e

cancer

JaA €& consenso no meio cientifico, que desordens sanguineas
envolvendo hiperativacdo do sistema de coagulacdo e formacdo de coagulos
de fibrina intravasculares (trombose), podem ser a primeira manifestacdo de
um tumor maligno (Rickles & Falanga, 2001). Em 1865, Trousseau descreveu a
relacdo entre cancer e trombose pela primeira vez. Desde entdo, diversos
aspectos desta interacdo tém sido revelados. A patogénese das desordens
hemostaticas no cancer € complexa e reflete a interacdo de diferentes
mecanismos. Entre eles estdo os sistemas de coagulacdo e fibrinolitico,
endotélio vascular, leucdcitos e plaquetas. As células tumorais podem produzir
fatores pré-coagulantes; portanto ativam, diretamente, a cascata de coagulacéo
(Falanga & Rickles, 1999).

Desta forma, duas questdes merecem atencao dos biologistas tumorais:
1) qual seria a ligacdo entre o cancer e a ativacdo da coagulacdo sanguinea?
2) A atividade pré-coagulante dos tumores € uma mera coincidéncia ou seria
uma consequéncia do crescimento tumoral? A resposta da ultima questao foi
proposta, no ano de 1800, pelo patologista Theodor Billroth que encontrou

células tumorais incorporadas a microtrombos na circulacdo e, dessa forma,
5
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levantou a hipétese de que estes coagulos pudessem navegar através da
circulagcdo sanguinea, favorecendo metdstases. Se os tumores utilizam a
coagulacdo sanguinea em seu beneficio, a busca de moléculas responsaveis
pela trombose, e associadas ao céancer, poderia revelar novos alvos que
atingissem tanto a trombose, quanto o cancer. Mas, entdo, como as células
tumorais iniciam a coagulacéo sanguinea? Até agora, as explicacdes incluem a
expressdo inadequada de fatores diretamente envolvidos na coagulacao
sanguinea, ou moléculas que induzem agregacéao plaquetaria, ou citocinas que
podem modular o endotélio e processos inflamatérios (De Cicco, 2004 e Levine
e col., 2003). Entre os eventos melhor documentados esta a expressao de
Fator Tecidual (TF) na superficie de células tumorais. TF €, normalmente,
expresso por células endoteliais em resposta a uma injaria severa, iniciando e
ativando a cascata de coagulacdo sanguinea e, por fim, formando um coagulo
induzido por trombina. Esta, por sua vez, catalisa a conversédo de fibrinogénio
circulante em fibrina insoltvel. A fibrina €, ainda, modificada por outras enzimas
para formar um gel como matriz provisoria que oclui 0os vasos e as rupturas
teciduais, fornecendo suporte para a primeira regeneracdo tecidual (Mann,
1999).

O TF é uma proteina ligada a membrana, e, assim, sua expressao
aumentada em células tumorais pode explicar a ativacdo da coagulacdo
sanguinea ao redor do tumor, sugerindo que o tumor também exerca um efeito
sistémico pro-coagulante. Interessantemente, o TF também pode ser liberado
no sangue, principalmente em associacdo com microparticulas de membrana,
a partir de superficies de células neoplasicas ou de células do microambiente

tumoral (Yu e col., 2004).
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1.3. O Fator Tecidual

O Fator Tecidual (TF), também conhecido como fator
Il da coagulacdo, tromboplastina ou CD142, é uma
glicoproteina transmembranar de 47 kDa, que atua como
iniciador da coagulacdo sanguinea. A expressao de TF nos
vasos sanguineos € usualmente restrita as células da
camada do subendotélio. As ceélulas endoteliais
habitualmente nao expressam TF, embora outros tipos
celulares no interior dos vasos, incluindo os fibroblastos e
as células do musculo liso o fagcam, constitutivamente, em
niveis moderados (Milsom & Rak, 2007)

A exposicao de TF a corrente sanguinea ocorre em
condicOes especificas, principalmente em circunstancias
patolégicas, como em um dano vascular, defeitos
estruturais na parede dos vasos, estimulacao angiogénica,
entrada para corrente sanguinea de células que expressam
TF (células inflamatdrias, células tumorais) (Fernandez &
Rickles, 2002) e microparticulas de membrana que
expressam TF (Giesen e col., 1999). Uma vez exposto ao

sangue (figura 2), o TF atua como receptor para o Fator
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Vlla (FVlla) da coagulacéo, desencadeando uma seqiéncia
de ativacOes proteoliticas, inlcuindo a clivagem do Fator X
(FX), em FXa, protrombina (FIl) em trombina (Flla) e a
conversao de fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel.
Além da deposicao de fibrina necessaria para a coagulacao
do sangue, a formacédo de trombina também direciona a
ativacdo plaquetaria e a formacao de FXla e FIXa, gerando
um ‘feedback’ positivo que amplifica a producao de

trombina (Mann, 1999; Bluff e col, 2008)
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Figura 2. O Fator Tecidual € o iniciador da cascata de coagulagdo. Em condic¢des fisiologicas
normais, ap6s um dano no vaso, o TF forma um complexo com o FVlla na presenca de
fons calcio em uma membrana fosfolipidica, ativando a atividade enzimética desta
protease para catalisar a ativacdo do FX em FXa. A geracdo de FXa pelo complexo TF-
FVlla, direciona a conversao proteolitica de protrombina em trombina. Esta etapa chave
na cascata de coagulacdo ¢é efetuada pela atividade catalitica do complexo
protrombinase que consiste no FXa e no cofator ativado FVa. Este resultado da atividade

da trombina ativa as plaguetas e catalisa a conversédo de fibrinogénio circulante em um
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coagulo de fibrina insolavel, restaurando a integridade do vaso. Retirado de Bluff e col.,

2008.
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Além de seu papel na coagulacdo, o complexo
TF/FVlla, FXa e trombina sdo também capazes de modular
a sinalizacdo intracelular. Estes eventos celulares séo
mediados por uma classe de receptores acoplados a
proteina G (GPCR) conhecida como PARs, Receptores
Ativados por Proteases (do inglés: Protease Activated
Receptors). Os receptores PARs, com quatro membros até
agora descritos, ao contrario de outros GPCRs, sao
ativados através de clivagem proteolitica do dominio
extracelular N-terminal, resultando no surgimento de um
novo N-terminal que atua como ligante na mesma molécula
de PAR (Coughlin, 2000). A acao direta do complexo
TF/FVIla pode, predominantemente, ativar PAR-2,
entretanto a trombina é capaz de ativar PAR-1, assim como
PAR-3 e PAR-4, mas nao PAR-2 (Ruf, 2003). As células
tumorais e as do endotélio podem expressar PAR-1 e PAR-
2 e sua exposicado a TF/FVlla, FXa e trombina pode suscitar
uma infinidade de respostas mediadas por proteina G
(Coughlin, 2000 e Nierodzik e Karpatkin, 2006). Entre estas,
as mais relevantes para a sobrevivéncia das células

tumorais sao; migracdo, remodelamento vascular e

11
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angiogénese (Abe e col.,1999 e Bromberg & Cappello,
1999).

Estudos em camundongos deficientes em TF
mostram gue esta proteina € essencial para o
desenvolvimento embrionéario normal, visto que embrides
deficientes em TF morrem no meio da gestacao devido a
defeitos complexos em sua vasculatura (Carmeliet e col.,
1996). Em adultos, o TF exibe uma distribuicao tecidual
heterogénea, com altos niveis de expressdao no epitélio,
coracao, cérebro, pulméo e placenta, e baixos niveis no
baco, timo, muasculo esquelético e figado (Mackman, e
col.,1993). Assim, o TF esta ndo somente envolvido no
processo normal da hemostasia, manutencdo da
integridade vascular e desenvolvimento vascular, mas
também em diversas condi¢cbes patolégicas como
trombose, inflamacé&o, angiogénese e cancer (Francischetti
e col., 2008; Rickles, 2006).

O TF é expresso em muitos tipos de canceres e niveis
plaméaticos aumentados de TF sdo comumente detectados
em pacientes com cancer avancado (Rauch e col., 2005).

Realmente, células tumorais podem expressar niveis de TF

12
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mais de 1000 vezes acima do detectado em uma célula
normal correspondente. Desde o trabalho de Judah
Folkman, é amplamente aceito que a angiogénese ¢
essencial para o crescimento tumoral e tumores néo
podem crescer mais de 2 mm® sem que se desenvolva uma
nova vasculatura (Folkman, 1990). Estudos recentes
sugerem que o0 TF exerce um importante papel na
angiogénese tumoral (Rak e col., 2006). Por exemplo, no
cancer colo-retal humano, os niveis de expressado de TF
estdo correlacionados com uma menor sobrevida dos
pacientes, ocorréncia de metastases no figado e nos
orgaos linfaticos, alta densidade microvascular e/ou
expressdo elevada de fatores de crescimento
angiogénicos, como VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular) (Nakasaki e col., 2002; Seto e col.,
2000). Essa associacdo € reforcada por Zhang e
colaboradores em 1994, onde experimentalmente
observaram que o TF é importante para 0 crescimento
priméario tumoral e que esta proteina controla o balanco
angiogénico. No entanto a correlagcao entre expressao de

TF e agressividade tumoral ndo € reconhecidamente
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observada em todos os tipos de tumores experimentais.
Palumbo e colaboradores em 2007 n&o observaram
mudanca no perfil de crescimento priméario ou
angiogénese em linhagens de fibrosarcoma murino com
expressao constitutiva ou auséncia de TF.

Acredita-se que a inducdo da angiogénese tumoral
dependente da coagulacdo sanguinea €, primeiramente,
mediada pela geracao de trombina, induzida por TF, e,
subsegiientemente, pela deposicdo de fibrina que prové
uma matriz pré-angiogéncia provisoria, facilitando a
formacdo de vasos sanguineos (Rak e col.,, 2006). A
angiogénese também parece depender de uma via
independente da coagulacdo sanguinea, na qual o
complexo TF-FVlla atuam em receptores presentes nas
células tumorais (Schaffner & Ruf, 2009).

Véarios estudos tém demonstrado que o TF presente
na célula tumoral possui um papel importante na
metastase. Amirkhosravi e col.,, em 2002, utilizaram um
modelo de metastase pulmonar em camundongos, onde a
inibicAo de TF por uma variedade de agentes, como

anticorpos anti-TF e Inibidore da Via do Fator Tecidual
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(TFPI), reduziram a metastase tumoral. Postula-se que o TF
expresso pelas células tumorais pode levar a metastase
induzindo o revestimento de células tumorais com fibrina,
auxiliando estas na evasao ao ataque das células imunes,
principalmente do tipo natural-killer (Palumbo e col., 2007).
A trombina gerada pela acdo pro-coagulante das células
tumorais também pode ativar as plaquetas, promovendo a
formacao de trombos na microvasculatura (Camerer e col.
2004; Palumbo e col., 2000). Adicionalmente, acredita-se
gque a formacé&o de trombos na microvasculatura facilita a
ativacdo do endotélio, induzindo a expresséo de moléculas
de adesédo que facilitam a migracdo das células tumorais

para o espaco extravascular (Kasthuri e col., 2009).
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1.4. Receptores ativados por proteases (P

Os PARs séo receptores do tipo transmembrana que pertencem a familia
dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), a maior familia de receptores
presentes no genoma dos mamiferos. Quatro diferentes tipos de PARs ja foram
descritos até o momento: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. A trombina é capaz
de ativar PAR-1, -3 e -4. FXa ativa PAR-1 e -2, e 0 FVlla é capaz de ativar
somente PAR-2 (Coughlin, 2000). A ativagédo transmembrana de PAR € Unica
e requer a quebra proteolitica ao invés de interacdo com um ligante. A remocao
da regido N-terminal extracelular expde um novo N-terminal que interage com
uma alga extracelular do receptor, induzindo a sinalizacao via proteina G. Por
sua vez, a ativacdo da proteina G contribui com uma rede de vias de
sinalizacdo, disparando uma série de eventos celulares, como reorganizacao
do citoesqueleto, migracao celular, modulacdo de sobrevivéncia celular, entre
outros efeitos (Macfarlane e col., 2001).

Respostas celulares induzidas pela ativacdo de PAR sugerem que estes
receptores desempenhem um papel importante na proliferacdo, sobrevivéncia
e/ou transformacdo maligna das células tumorais. Além disso, a expressao de
PAR no microambiente tumoral (células endoteliais, fibroblastos e plaquetas)
pode auxiliar a angiogénese e metastase (Borensztajn & Spek, 2008).

A associacdo entre a expressdo de PAR-1 e a malignicidade é
demonstrada em diversos tipos de canceres. A superexpressdo de PAR-1 é
observada em pacientes com melanoma (Tellez e Bar-Eli, 2003), cancer de
mama (Even-Ram e col., 1998), cancer de prostata (Cooper e col., 2003),
carcinoma endometrial (Granovsky-Grisaru e col., 2006), cancer de pancreas

(Rudroff e col., 2002) e cancer de ovario (Grisaru-Granovsky e col., 2005). A
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expressdo de PAR-1 ndo € a Unica correlacionada com a malignicidade.
Recentemente, PAR-2 foi reconhecido como fator de progndstico, sendo o0s
niveis de PAR-2 associados com a baixa sobrevivéncia em pacientes com
cancer gastrico (Fujimoto e col., 2006). Em conformidade, PAR-2 € expresso
em cancer de prostata (Shibata e col., 2004), melanoma (Massi e col., 2005) e
cancer de ovario (Jahan e col., 2007). A expressao de PAR-3 tem sido descrito
em cultura de células primarias de carcinoma (Kaufmann e col., 2002).
Finalmente, PAR-4 é superexpresso, juntamente com PAR-1 e PAR-2, em
cancer de prostata (Black e col., 2007). No entanto, o papel de PAR-3 e PAR-4
na biologia tumoral ainda é muito pouco entendido.

Diversos estudos mostram que o receptor PAR-1 possui um papel pro-
angiogénico. A sinalizagdo de PAR-1 estimula o crescimento tumoral,
angiogénese e a producdo de VEGF em varios modelos tumorais, incluindo
melanoma e céncer de préstata (Huang e col., 2001; Yin e col., 2003). Além
disso, agonistas sintéticos de PAR-1 mimetizam a angiogénese induzida por
trombina (Sarker e col.,, 2005), enquanto antagonistas deste receptor
bloqueiam o crescimento tumoral (Boire e col., 2005) e a angiogénese (Zania e
col., 2006). Em conjunto, estes estudos indicam que a trombina exerce um
efeito angiogénico através da ativacdo de PAR-1. Finalmente, o silenciamento
da expressdo de PAR-1 leva a regressao dos vasos em um modelo murino de
cancer de prostata (Salah e col., 2007).

A importancia do PAR-2 para o crescimento tumoral e metastase tem
sido apontada como tdo importante quanto o PAR-1 (figura 3). Em células de
melanoma, PAR-1 e PAR-2, possuem um efeito cooperativo importante na
promocdo da progressdo tumoral (Schaffner & Ruf, 2009). Além disso, a

ativacdo de PAR-2 dependente de TF também contribui para metéastase
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experimental em modelo murino (Shi e col., 2004) e o bloqueio de PAR-2
atenua o crescimento tumoral de cancer de mama (Versteeg e col., 2008). A
ativacao de PAR-2 também parece ser importante para a angiogénese tumoral.
A expressdo de PAR2 estad correlacionada com a progressao tumoral em
cancer endometrial (Jahan e col., 2007) e com células tumorais que produzem
VEGF depois da ativagdo de PAR-2 (Liu & Mueller, 2006). Estudos recentes
mostram que agonistas de PAR-2 induzem a proliferacdo de diferentes
linhagens de céancer de péncreas, enquanto o bloqueio de PAR-2 por
anticorpos especificos ou por tratamento com RNA de interferéncia (SiRNA)
suprime a proliferacéo (Iwaki e col., 2008). Assim como mostrado para PAR-1,
as vias de sinalizacdo que promovem os efeitos pré-tumorais dependentes de

PAR-2 ndo estdo completamente elucidadas, mas parecem envolver a via da

ERK1/2.
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Figura 3. Sinalizacdo de TF-FVlla-PAR2 em célula tumoral. TF-FVlla-PAR2 através da
proteina G regulam eventos celulares, como migracdo celular e metastase. Adaptado de
Schaffner & Ruf, 2009.
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Como revisado por Kasthuri em 2009 (figura 4), a ativacdo da
coagulacao dependente de TF tem sido associada a metdstase e a trombose.
Além de sua atividade pro-coagulante, TF possui propriedades de sinalizacao
celular. A formagédo do complexo TF-FVlla na superficie de células tumorais
leva a clivagem e ativacdo do receptor PAR-2. A via de sinalizacdo de TF-
FVila-PAR-2 aparece por promover o crescimento tumoral e a angiogénese
tumoral. Assim, existem provas crescentes de que o mecanismo de coagulacéo

do sangue pode fornecer um alvo terapéutico efetivo contra o cancer.

Blood
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Blood vessel Cancer cell Monocyte Microparticle Endothelial cell

Figura 4: Fator Tecidual (TF) contribui para o crescimento tumoral, angiogénese,
metastase e trombose em pacientes com cancer. A expressao de TF pelas células
tumorais pode aumentar o tamanho dos tumores, aumentando a sobrevivéncia das
células e promovendo a angiogénese. A expressdo de TF pelas células tumorais na
corrente sanguinea pode proporcionar metédstases pela ativacdo da coagulacdo e
plaguetas. A liberacdo de microparticlas positivas para TF pelas células tumorais e
normais na corrente sanguinea podem levar ao tromboembolismo venoso. Retirado de
Kasthuri e col., 2009.
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1.5. Fator Tecidual e estratégias antitumorais

O envolvimento de proteinas da coagulacdo sanguinea na biologia
tumoral tem servido como base para propor a utilizagdo de moléculas anti-
hemostéaticas, em particular os anticoagulantes, como possiveis agentes
terapéuticos para auxiliar o tratamento do céncer, reduzindo o seu potencial
agressivo e metastatico (Ornstein & Zacharski, 2001).

O acesso dos tumores a vasculatura do hospedeiro ndo é somente
essencial para a progressao tumoral, mas também €& importante para a
distribuicdo sistémica de agentes anticancer (Folkman, 2003). Uma classe de
medicamentos vasculares, como heparina de baixo peso molecular e outros
anticoagulantes, tem, recentemente, demonstrado exercer um efeito anticancer
aléem de seu papel na trombofilaxia (Kakkar e col., 2004). Esses estudos
ilustram a importancia da interface tumor-vasculatura na patogénese,
progressao e tratamento de malignicidade humana.

O primeiro relato na literatura sobre o efeito de um anticoagulante de
origem exdégena na biologia tumoral foi feito por Esumi e colaboradores, em
1991. Neste estudo demonstrou-se que a hirudina, um inibidor especifico de
trombina isolado da sanguessuga Hirudo medicinalis, reduz significativamente
a ocorréncia de metastases em modelo animal experimental. Inibidores do
Fator Xa, entre eles o NAP5 (Nemantode anticoagulant protein 5), e o AcCAP
(Ancylostoma Caninum anticoagulant peptide) (Donnelly e col.,, 1998;
Hembrough e col., 2003; Rossi e col., 2006), também inibem, eficazmente, a
metastase in vivo (Rossi e col., 2006). Outros estudos, utilizando heparinas de
baixo peso molecular também demonstraram, em modelo animal, reducao
significativa no nimero de metastases (Amirkhosravi e col., 2002; Bobek e
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Kovarik, 2004). De fato, a relacdo entre a ativacdo da coagulacdo sanguinea e
a disseminacédo tumoral na corrente circulatoria é bem estabelecida (Mueller e
col., 1992; Im e col., 2004).

Estudos mais recentes demonstraram que a inibicdo do TF em células
neoplasicas reduz, nao somente a disseminacdo dos tumores, mas também o
crescimento primario em modelos experimentais in vivo. Tais estudos foram
conduzidos utlizando-se o Inibidor da via do Fator Tecidual (TFPI)
(Amirkhosravi e col., 2002) e o seu analogo exdgeno, o NAPc2 (Nematode
Anticoagulant Peptide C2) (Hembrough e col., 2003).

O TFPI é um inibidor fisiolégico da coagulacdo sanguinea que apresenta
a capacidade de se ligar ao Fator Xa e ao complexo TF/Fator Vlla (figura 5),
formando um complexo quaternario e inibindo, assim, a atividade proteolitica
desse complexo e, conseqientemente, o inicio da cascata de coagulacao.
Estudos recentes demonstraram que o TFPI apresenta uma potente atividade
antitumoral, promovendo a diminuicdo do crescimento primario do tumor,
guando células de melanoma sé&o inoculadas em camundongos (Hembrough e
col., 2003). Além disso, o TFPI promove a reducdo da metastase, quando as
células de melanoma sao injetadas, por via intravenosa, em camundongos
(Amirkhosravi e col., 2002; Hembrough e col., 2003).

O NAPc2 também apresenta a capacidade de inibir o crescimento
tumoral, o desenvolvimento de metastases e a angiogénese promovida por

células de melanoma (Hembrough e col., 2003).
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Figura 5: Estrutura do TFPI e sua estrutura. Retirado de Broze, 1995.

De fato, o efeito antitumoral destas moléculas parece ocorrer através de
dois mecanismos: um mecanismo no qual a atividade anticoagulante inibiria a
formacdo e/ou atividade de enzimas da coagulagdo sanguinea e,
consequentemente, a formacéo de fibrina e uma via indireta na qual a inibicao
formacdo e/ou atividade de enzimas da coagulacdo sanguinea reduziria a

ativacao de receptores do tipo PAR.

Em 2002, Francischetti e colaboradores descreveram a expressao e a
caracterizacdo, por técnicas de biologia molecular, de um novo analogo do
TFPI, denominado Ixolaris, obtido do carrapato Ixodes scapularis. Ensaios
funcionais revelaram que o seu mecanismo de acao é muito similar ao do TFPI:
o Ixolaris se liga ao FXa e, posteriormente, forma um complexo quaternario
com o TF e FVlla, resultando na inativacdo do complexo tenase extrinseco
(Francischetti e col., 2002), como mostra a figura 6. Porém, diferentemente do

TFPI, o Ixolaris ndo inibe o sitio catalitico do FXa. De fato, estudos posteriores
22
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demonstraram que o Ixolaris interage com uma regido do FXa denominada
“exositio de ligagéo a heparina” (Monteiro e col., 2005). O exositio de ligagédo a
heparina do FXa é uma regido formada por sete residuos carregados
positivamente (Rezaie, 2000).

Outra diferenca marcante entre o Ixolaris e o TFPI é a capacidade do
primeiro interagir com o FX, com alta afinidade (Francischetti e col., 2002). De
fato, o complexo binario Ixolaris-FX também é capaz de interagir com o
complexo TF-FVlla, inativando este Ultimo. Interessantemente, a formacao do
complexo FX-Ixolaris inibe a conversdo do zimogénio em FXa pelo complexo
tenase intrinseco (Monteiro e col., 2008), indicando que, na realidade, o Ixolaris

apresenta um terceiro mecanismo de a¢ao anticoagulante. Estes mecanismos

estdo sumarizados na figura 7.

23



Oliveira, AS.

Ixolans

2
-
B (. Ixolaris

Figura 6: Estrutura do Ixolaris e seu mecanismo. Inicialmente, o dominio kunitz se liga ao
exositio do FXa ou FX, levando a formac¢é@o do complexo estavel Ixolaris/FXa. Este interage
com o FVlla e TF, formando o complexo quaternario FVlla-TF-Ixolaris-FXa. Retirado de
Francischetti, 2002.

Dados obtidos por nosso grupo demonstram que o Ixolaris é um agente
antitrombético efetivo in vivo, quando testado em um modelo de trombose
venosa em ratos (Nazareth e col., 2006). De fato, esta droga apresentou uma
atividade antitrombdtica com ICs, na faixa de 7,5-15 ug/kg e com meia-vida
prolongada, sendo o efeito antitrombético mantido até 24h ap6s a

administracdo de uma Unica dose subcutanea.
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Por esta razao, o Ixolaris seria um excelente candidato para avaliar sua
atividade antitumoral, mediada por acdo inibitéria das propriedades pro-

coagulantes dos tumores.

FVila/ TF
(Complexo tenase extrinseco)
EX FIX
1 / (1) Ixolaris + FX ou FXa
FIXa/FVlilla

(Complexo tenase intrinseco)

\ (2) Ixolaris + FX

FXa/FVa
(Complexo protrombinase)

(3) Ixolaris + FXa

v

Protrombina o Trombina

Fibrinoaénio =gy Fibrina

Figura 7. Mecanismo de acéo do Ixolaris. A molécula ao se ligar ao FX ou FXa forma um
complexo binério que inativa o complexo tenase extrinseco (1), reduzindo a ativacao dos
FX e FIX. A ligacdo do Ixolaris ao FX também reduz a ativacdo do zimogénio pelo
complexo tenase intrinseco (2) e por fim, a interacdo do Ixolaris com o FXa reduz a

atividade do complexo protrombinase, reduzindo a formagéo de trombina (3).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo do nosso trabalho é avaliar o efeito do Ixolaris, um potente
inibidor exdgeno da coagulacdo sanguinea, sobre as propriedades pro-
coagulantes in vitro e o crescimento primario e metastase in vivo da linhagem

de melanoma murino B16F10.

2.2. Objetivos especificos

» Analisar a expresséao de fator tecidual, na linhagem de melanoma murino

B16F10;

» Analisar o efeito do Ixolaris sobre a atividade pro-coagulante in vitro da

linhagem B16F10;
» Avaliar o efeito do Ixolaris em modelo in vivo de metastase tumoral;

» Analisar a capacidade do Ixolaris em inibir o crescimento primario in vivo

de B16F10; Analisar o efeito do Ixolaris na angiogénese tumoral in vivo.
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3. Metodologia

3.1. Cultura de Células:

A linhagem de melanécito murino ndo tumorigénica, Melan-A (Bennet e
col, 1987) foi gentiimente cedida pelo Dr. Roger Chammas (Faculdade de
Medicina, USP, S&o Paulo), foi mantida em meio DMEM (GibcoBRL), contendo
10% de soro fetal bovino (SFB), suplementado com 2,4 g/L de HEPES; 3,7g/L
de bicarbonato de sddio, 125 mg/L de fosfato de sédio; 110 mg/L de piruvato
de sdédio, 100 U/L de penicilina; 100 mg/L de streptomicina; 2 mmol/L de L-
glutamina; 55 umol/L de B-mercapto-etanol e 200nM/L de PMA, inibidor de PKC
(Sigma Chemical Co.). A linhagem de melanoma murino, B16F10 (linhagem
tumoral) foi mantida nas mesmas condi¢cdes da Melan-A, porém néo recebe
PMA como suplemento.

Estas linhagens celulares crescem aderidas, de forma que as garrafas
contendo cada tipo de linhagem sédo lavadas duas vezes com tampao PBS, e
para desaderi-las foi usado o tampao Hank’s-EDTA. Apds centrifugacéo por 7
minutos a 200g, as células foram ressupendidas em seus respectivos meios

suplementados e mantidas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

3.2. Expresséo de Fator Tecidual:
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3.2.1. Citometria de Fluxo

As analises foram feitas no citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, EUA), utilizando os seguintes parametros: desvio frontal (ou forward
scatter), desvio lateral (ou side scatter) e sinais de fluorescéncia na cor verde
(FL1), cujo comprimento de onda € 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 argdnio, ajustado para emitir 15 mW a 488 nm. Um total de 10.000
eventos foi adquirido e os dados obtidos foram analisados utilizando o
programa WinMDI 2.8. ou BD CellQuest Pro™ (Becton, Dickinson & Company).

Células B16F10 ou Melan-A foram lavadas com PBS contendo 2% de
soro normal de camundongo (bloqueio para ligacdes inespecificas utilizado
durante as incubacdes), e incubadas por 30 min a 4°C com 200 pg/mL de
anticorpo policlonal anti-TF murino (n°. 4515, American Diagnostica, Stanford,
CT, EUA) ou controle isotipo IgG de coelho (n°. 2027, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA). As amostras foram entdo fixadas
com paraformaldeido 1%, incubadas com 15 ug/mL de anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado a biotina (n°. 81640, Invitrogen, San Diego, CA,
EUA) por 30 min a 4°C, e finalmente incubadas com 2,5 ug/mL de
estreptavidina conjugada a ficoeritrina (n°. 554061, BD Pharmingen, CA, USA),
por 30 min a 4°C. ApoOs serem lavadas duas vezes com PBS (o que foi
realizado também entre as incubacfes), as amostras foram analisadas no

citbmetro de fluxo.

3.2.2. Extracdo de RNA e Reacéo da cadeia de polimerase
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O RNA foi isolado das células B16F10 e Melan-A (2.5 x 10°) usando
trizol como reagente (Invitrogen), seguindo as instru¢cées do fabricante. RNA
total (1 pg) foi transcrito reversamente para cDNA usando o kit de cDNA,
namero no catalogo 4368814, da Applied Biosystems, de acordo com o
protocolo do fabricante. Uma aliquota da mistura de reacdo foi usada para a
amplificacdo por reacdo da cadeia de polimerase (PCR). Os primers usados
foram: TF (F: 5-CCTCGGACAGCCAGTAATTC-3 and R: 5-
GTGTGAGCGTTAGCGGCTTC-3) e B-actin (F: 5-
ACACCCGCCACCAGTTCGCC-3’ e R: 5'-
GCACAGTGTGGGTGACCCCGTCTC-3"). As condicdes no termociclador da
Applied foram: 35 ciclos de 95°C para 30s (desnaturacéo), 55°C para 45s
(anelamento), e 72°C por 45s (extensao). Os produtos de foram separados por

eletroforese em gel de agarose 1% marcado com brometo de etidio.

3.3. Expresséo e purificacdo do Ixolaris:

O Ixolaris recombinante foi expresso em células High Five, utilizando o
sistema de expressdo em Baculovirus (Invitrogen, San Diego, CA, EUA),
conforme descrito por Monteiro e colaboradores (2005). O meio de cultura
contendo a proteina recombinante foi aplicado em uma coluna de afinidade -
Fator X acoplado a resina Sepharose 4B (Calbiochem, EUA). A coluna foi
montada conforme instrucdes do fabricante e previamente equilibrada em Tris-
HCI 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. Apés a incubacdo do meio de cultura com a

coluna, esta foi extensivamente lavada com o mesmo tampéao e, em seguida,
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incubada com uma soluc¢do de HCI 0,01 N, 1,0 M NaCl, pH 2,0 por 15 min. O
material eluido foi concentrado e dialisado overnight contra Tris-HCI 20 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,5 e quantificado a 280 nm. A pureza do material obtido foi

avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida.

3.4. Tempo de Recalcificagdo do plasma

Para este ensaio, o sangue de camundongos C57BL6 foi coletado através de pulséo cardiaca para que
pudesse se obter por centrifugacdo o plasma desses animais. O tempo de recalcificagdo do plasma foi avaliado no
coagulémetro KC4 Amelung (Amelung, Alemanha). O plasma murino (50 pL) foi incubado com as células B16F10
(2,5 x 10° em 50 pl) na auséncia ou presenca de concentragdes crescentes de Ixolaris (40, 80, 160, 200 nM) por 2

minutos e a reagao foi iniciada pela adigdo de 100 pL de 25 mM CaCl,.

3.5. Atividade de TF nas células B16F10 por Ixolaris

Ativacdo de FX murino por FVlla na presenca de células B16F10 foi

realizado da seguinte forma: FVila (1 nM) e células B16F10 (5 x 103/mL)
foram incubadas com concentracGes crescentes de Ixolaris (0-2.5 nM) por 10
minutos a 37°C em tampdo HEPES-BSA. A reacéo foi iniciada pela adicdo de
FX (135 nM) e aliguotas foram retiradas depois de 30 minutos e colocadas em
uma micro placa contendo tampéo Tris-EDTA. Depois da adi¢cdo de 200 uM do
substrato cromogénico, S-2765, a absorbancia de 405 nm foi feita a 37°C por
30 minutos usando um leitor de micro placa Thermomax. As velocidades
(mOD/min) obtidas durante a reacdo foi usada para calcular a quantidade de
FXa formado, em comparagcdo com uma curva padrdo com concentragoes

conhecidas da enzima.
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3.6. Modelo Tumoral in vivo:

3.6.1. Modelo metastatico

Para realizar o modelo metastatico, os camundongos C57BL6 de 8
semanas (pesando de 20-24g) receberam uma Unica dose de células (2,5 x
10°) + Ixolaris (250 pg/kg) por via intravenosa (i.v.). Ap6s 15 dias, os
camundongos foram sacrificados e os pulmdes foram retirados para contagem
dos nddulos metastaticos. Abaixo, segue o esquema utilizado para o modelo

metastatico.
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Figura 8. Ensaio experimental do modelo metastatico. Os camundongos C57BL6
receberam injecéo intravenosa de células de melanoma murino juntamente com Ixolaris. ApGs
15 dias, os camundongos foram sacrificados para quantificacdo dos nédulos pulmonares.

3.6.2. Modelo Primario

Para a realizacdo do ensaio de crescimento tumoral primario, as células
B16F10 em crescimento exponencial foram lavadas, centrifugadas e
ressuspendidas em meio de cultura DMEM sem soro. Cada animal recebeu a
inoculacdo na pata traseira de 0,1 mL de uma suspens&o contendo 3,5 x 10°

células, ap6s assepsia do local com etanol 70%. O tratamento com Ixolaris
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iniciou-se trés dias ap0s a inoculacdo das células. Os animais foram tratados
diariamente, durante 15 dias, com diferentes concentracdes de Ixolaris (50 e
250 pg/kg). Realizamos controles onde os animais receberam as células
B16F10, e foram tratados com PBS. O crescimento do tumor foi acompanhado
durante os 15 dias de tratamento e ao final os animais foram sacrificados com
éter e os tumores formados foram extraidos cirurgicamente e pesados para

posterior analise. As medidas diarias foram calculas a partir da férmula:
V=A’xB

2

onde, A = eixo menor; B = eixo maior.
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Figura 9. Ensaio experimental do modelo priméario. Os camundongos C57BL6 receberam
por via s.c. as células B16F10. No terceiro dia apos inoculagédo, o tratamento foi iniciado por via
i.p até o dia 18, onde os tumores foram mensurados.

Os procedimentos em questdo foram submetidos e aprovados pela
Comissdo de Avaliacdo do Uso de Animais em Pesquisa (CCS-UFRJ), sob
Protocolo CAUAP: IBQM 002, intitulado: “Estudo do efeito de moléculas com

atividade anticoagulante no crescimento tumoral”.
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3.7. Imunohistoquimica:

Para realizar a imunohistoquimica, os tumores retirados dos
camundongos foram mergulhados em formol 4% por 24 horas e em seguida
foram mergulhados em banhos de &lcool por 30 min, seguidos de banhos de
xilol por mais 30 min e emblocados em parafina por 20 min. Os blocos
contendo os tecidos foram cortados em microtomo, esses cortes foram fixados
em laminas e deixados em estufa overnight a 60°C.

As laminas foram posteriormente submetidas a desparafinizacdo, onde
foram mergulhadas em 3 banhos de xilol (15 min. cada), 3 banhos de alcool (5
minutos cada) e 1 banho em agua destilada. Em seguida, as laminas foram
imersas em tampdao citrato (3,84 g/L) em alta temperatura e presséo, até o
ponto de ebulicdo. Lavou-se 3 vezes em banhos de PBS por 5 min. cada. As
laminas passaram por um processo de inativacdo utilizando perdxido, com o
intuito de bloquear os epitopos nao-especificos. Apods 3 lavagens em PBS por
5 min., as laminas foram incubadas por 30 min. em camara umida com 1 mL de
PBS/BSA (soro fetal bovino/albumina bovina) 5%, SFB 10% e 0,029 de leite em
po6 molico, para blogueio dos sitios inespecificos.

As laminas foram incubadas overnight com os anticorpos primarios:
anticorpo monoclonal contra VEGF (SC-7269, Santa Cruz Biotechnology),
diluido 1:100 ou anticorpo monoclonal anti-mouse (CD105), (MAB-1320, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA), diluido 1:10. As laminas foram lavadas em
PBS por 5 minutos cada. Os cortes foram revelados usando um Kit LSAB2,
HRP (Dako-Cytomation, Carpinteria, CA, USA) com diaminobenzidina (3, 3¢-
diaminobenzidine tablets; Sigma Chemical Co, St Louis, MO,USA) como
cromogeno e foram contracorados com hematoxilina. Os controles negativos

consistiram em realizar todo 0 processo somente com o anticorpo secundario.
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Para analise, 10 campos dos cortes imunomarcados (VEGF ou CD105)
foram escolhidos aleatoriamente para captura da imagem em microscépio. A
guantificacdo foi avaliada capturando imagens de alta qualidade (2048x1546
pixels) usando o IMAGEPRO PLUS 4.5.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring,MD, USA). Os dados foram transferidos para o Adobe Photoshop,
versdo 3.0 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA), para permitir a mesma
iluminacdo e cor das imagens. A marcacdo da imunohistoquimica de VEGF ou
CD105 foram semi-quantificadas. A Andlise estatistica usada para comparar as

laminas dos grupos controle e tratado foi TWO-WAY ANOVA.
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4.1. Células de melanoma murino B16F10 expressam Fator Tecidual.

Estudos prévios demonstram que a atividade pré-coagulante de diversas
linhagens tumorais deve-se, pelo menos em parte, a expressdo de TF
(Fernandes e col., 2006; Kirszberg, 2009). O melanoma é um cancer altamente
metastatico e h& evidéncias de que o TF contribua para esse padrdo (Mueller e
col.,1992). De fato, sabe-se que a linhagem B16F10 expressa TF
constitutivamente (Amirkhosravi e col., 2002). Dessa forma, através da analise
por citometria de fluxo e RT-PCR (reacdo da cadeia de polimerase por
transcriptase revesrsa), verificamos se a linhagem manipulada neste estudo
apresentava esta caracteristica.

Como pode ser observado na figura 10, o ensaio de citometria de fluxo,
mostra que as células B16F10 expressam TF em sua superficie celular. Ao
contrario, usando as mesmas condi¢cdes, ndo foi observada marcacdo na

linhagem nao tumorigénica, Melan-A.
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Figura 10. Citometria. Expressdo de TF em células B16F10 e Melan-A. Andlise da
expressdo de TF por citometria de fluxo nas linhagens B16F10 (A) e Melan-A (B). As linhas
mais escuras representam a marcagdo com anticorpo policlonal de TF, seguido por anticorpo
secundéario conjugado a biotina e estreptavidina conjugada com ficoeritina. A regido cinza
representa a marcag¢do com controlo isotipo 1gG (n=3).
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Diferencas na expressao de TF foram corroboradas através de andlises
por RT-PCR. Como mostrado na figura 11, a expressdo de RNAm na linhagem

B16F10 é mais evidente do que na linhagem Melan-A.

é"s \'89?
N e
' &
TF
actin

Figura 11. RT-PCR. Células B16F10 e Melan-A expressam TF. Analise por RT-PCR do gene

de expressdo TF nas linhagens B16F10 e Melan-A. B-actin foi usado como controle para o
gene constitutivo (n=3).

4.2. Ixolaris inibe a coagulacdo sanguinea induzida pelas células
B16F10.

Alguns estudos tém demonstrado que a cascata de coagulacéo
apresenta um importante papel na progressado do tumor (Francis e col, 1998;
Zacharscki, 2003; Banke e col, 2005). Dessa forma, varios inibidores
especificos da cascata de coagulacdo tém sido testados com o objetivo de
inibir o crescimento ou a disseminacgao do tumor (Francis & Amirkhosravi, 2002;
Banke e col, 2005). Com isso, a proxima etapa desse trabalho, foi verificar a
capacidade do Ixolaris em inibir a ativacdo da coagulacdo do plasma murino
promovida pelas células B16F10. Foi observado que as células incubadas na
auséncia de Ixolaris formaram coagulo em um tempo menor do que na
presenca de Ixolaris. Dessa forma, o Ixolaris foi capaz de reverter o tempo de

coagulacdo, sendo, essa inibicdo, dependente da concentracdo do
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anticoagulante. Concentragcdes iguais ou superiores a 240 nM tornaram o
plasma incoaguléavel, possivelmente devido a acdo em mudltiplas etapas da

coagulacao sanguinea.
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Figura 12. Células B16F10 aceleram a coagulacdo do plasma murino e o Ixolaris
minimiza este efeito. O plasma murino (50 uL) foi incubado com B16F10 (2,5 x 105/poc¢o) na

presenca ou auséncia de IXO por 5 minutos. A reacéo foi iniciada com a adi¢do de 100 pL de
25 mM CaCL2, Foi considerado estatisticamente significativo p<0,0001, quando comparado ao

controle. As barras em verde indicam os controles (n=3).

4.3. Atividade de TF nas células B16F10 e reversao por Ixolaris.

Uma vez que os dados de citometria e RT-PCR demonstraram que
existe uma marcacao positiva de TF na linhagem B16F10, realizamos, em
seguida um ensaio enzimatico para comprovar sua funcionalidade. Os ensaios
enzimaticos mostram que o TF expresso nas células murinas B16F10 é
funcional, pois a formacao de FXa foi dependente tanto da presenca de células

gue expressam TF, quanto da presenca de FVlla, indicando a formagéo do

complexo tenase extrinseco (TF-FVlla). Estudos prévios mostram que Ixolaris é
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um potente inibidor do complexo TF-FVIla humanos, bloqueando a formacao
de FXa. Isto se deve a formacdo de um complexo quaternario TF-FVlla-
FX/Ixolaris, no qual o sitio catalitico do FVlla é inativado (Francischetti, 2002).
Portanto, n6s fomos determinar se o Ixolaris inibiria 0 complexo tenase
extrinseco formado pelas células B16F10 e por fatores murinos da coagulacéo.
Como mostrado na figura, Ixolaris diminui drasticamente a formacao de FXa no

sistema montado em B16F10.
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Figura 13 . Efeito Inibitério do Ixolaris na ativacdo do FX pelas células B16F10. A) Células
e FVlla foram incubados com Ixolaris por 10 minutos, antes da incubacdo com FX, a
guantidade de FXa formado foi mensurado depois de 30 minutos de reac¢do. B) Esquema da
formagé&o do complexo tenase extrinseco.

4 4. Efeito antitumoral do Ixolaris

Uma vez que o Ixolaris inibe a atividade do TF nas células B16F10 e
sabendo que estas caracteristicas apresentam um importante papel no

desenvolvimento do tumor, nds realizamos ensaios de tumorigénese in vivo,
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com o intuito de verificar o efeito no Ixolaris na metastase e no crescimento
primario.

4.4.1. Modelo metastatico

Neste modelo, camundongos C57BL6, receberam uma co-inoculagcéo
intravenosa de células B16F10 (2,5 x 10°), juntamente com uma Unica dose de
Ixolaris (250 ng/kg). Apds 15 dias, os animais foram sacrificados e os pulmdes
visualizados para contagem dos nédulos. Como observado na figura 14 e na
guantificacdo gréfica, o grupo tratado com Ixolaris apresentou uma diminuicdo
dramatica no numero de nédulos pulmonares (4,0 + 1,1 e 47,4 + 10,1 para o

grupo controle), indicando uma potente a¢do antimetastatica.
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Figura 14. Ensaio Metéstase. A) Camundongos C57BI6 receberam via intravenosa, células
B16F10 (2,5 x 105 células) com ou sem Ixolaris (250 pg/Kg) uma Unica vez. Apds 15 dias, os
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camundongos foram sacrificados e os pulmdes retirados para contagem dos nédulos. B).
Quantificagdo. Foi considerado estatisticamente significativo P<0,0001 (***), quando
comparado ao controle.
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4.4.2. Modelo primario:

As células (3.0 x 10°) B16F10 foram inoculadas subcutanemente em
camundongos C57BL6. Apds 3 dias do inGculo de células, iniciou-se o
tratamento com Ixolaris. A figura 15a mostra que a partir do dia 14, pés-
inoculacdo, os animais tratados com 250 pg/kg de Ixolaris passaram a
apresentar tumores significativamente menores que os tumores controle. Ao
longo do tratamento os tumores foram medidos com o auxilio de um
paquimetro. Apos 15 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 as concentragdes de 50 pg/kg e 250 pg/kg
foi, respectivamente, de 1,2 £ 0,2 g e 0,6 £ 0,2 g, enquanto que o0 peso medio
dos tumores dos animais controles, ou seja, tratados apenas com PBS, foi de
1,8 + 0,2 g, como representado na figura 15b. Dessa forma, como mostrado
nas figuras 15a e b, concluimos que os animais tratados com as duas
concentracfes de Ixolaris tiveram uma inibicdo significativa do crescimento do

tumor, quando comparados com 0s animais controles.
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Figura 15. Ixolaris inibe o crescimento in vivo das células B16F10. Ensaio de tumorigénese
in vivo. A) Crescimento tumoral (cm). Medida diaria do tumor. B) Peso dos tumores no dia 18.
Ap6s a inoculagéo s.c. das células B16F10, os animais foram tratados com PBS ou IXO (50 e
250 pg/kg). Ap6s 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados e os tumores
dissecados e pesados. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05 (**), quando
comparado ao controle.
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4.5. Ixolaris inibe a angiogénese tumoral

Buscando melhor entendimento para explicar a diminuicdo do
crescimento primario nos camundongos tratados com Ixolaris, o passo seguinte
foi, através de ensaios de imunohistoquimica, verificar se houve uma
diminuic@o nos niveis de VEGF e da densidade dos vasos na massa tumoral, a
qual pode ser avaliada por CD105. As andlises de imunohistoquimica
confirmaram que o tratamento com Ixolaris regulou negativamente a expressao
de VEGF, como pode ser visto na quantificagdo do grafico abaixo, podendo
entdo explicar a diminuicdo do crescimento tumoral durante o tratamento com
Ixolaris (6,8 £ 3,3 e 22,3 + 5,3 para 0s tumores controles).

A) B)
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Figura 16 . Tratamento com Ixolaris reduz a expressao de VEGF nos tumores primarios.
A) A Marcacao para VEGF e a quantificagdo foram realizadas como descrito em materiais e
métodos. As setas pretas indicam a marcacdo para VEGF e as setas vermelhas mostram o
contorno dos vasos. B). O gréfico de barra mostra a diminuigdo da expressao de VEGF dos
tumores tratados com Ixolaris (n=5; 6,8 + 3,3) em relacédo ao controle (n=5; 22,4 + 5,4).
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Finalmente utilizamos a marcacdo de CD105 avaliada por
imunohistoquimica para avaliar a densidade vascular nos tumores. De forma
similar ao VEGF, foi observada uma reducgéo significativa da densidade dos
vasos nos tumores tratados em relagédo ao controle (9,1 £ 3,5 e 37,2 £ 6,1,

respectivamente. O mesmo pode ser visto abaixo, juntamente com sua

guantificagéo.
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Figura 17. Tratamento com Ixolaris regula formac&o de vasos nos tumores primérios. A)
A densidade dos vasos foi avaliada nos cortes dos tumores com marcag¢do de CD-105, como
descrito em materiais e métodos. As setas pretas indicam 0s vasos presentes na lamina do
tumor controle e no tratado com Ixolaris. B) O gréfico de barra mostra a diminuicdo da
expressdo de CD105 dos tumores tratados com Ixolaris controles (n=5; 9,1 + 3,5) em relagdo
ao controle (n=5; 37,2 + 6,1).
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5. Discussdo
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A ativacdo da coagulacdo sanguinea no cancer tem sido amplamente
demonstrada e a ocorréncia de trombose € frequentemente observada (Rickles
& Edwards, 1983), particularmente no pancreas, cérebro, estbmago, eséfago,
rim e tumores de ovéario (White e col.,, 2007). De fato, Sorensen e
colaboradores relataram que pacientes com cancer que desenvolveram
tromboembolismo venoso em uma época proxima ao diagnéstico de cancer,
apresentaram menor sobrevida em comparagdo com um grupo de pacientes
gue nao desenvolveram trombose. A frequéncia de trombose em pacientes

7

com melanoma € relativamente baixa (0,5% em White e col., 2007). No
entanto, € relatado que os marcadores de ativacdo da coagulacdo sao
encontrados em um numero elevado de pacientes com cancer, apesar da
auséncia de complicagdes tromboticas (Lip e col., 2002).

Varias linhas de evidéncia indicam que as propriedades pro-coagulantes
de células de melanoma desempenham um papel importante na biologia do
tumor (Mueller e col., 1992; Im e col., 2004). Nosso grupo ja demonstrou tanto
por citometria quanto por RT-PCR que a linhagem murina B16F10 expressa TF
constitutivamente (Kirszberg e col., 2009), anexo |. Porém, o papel do TF na
progressdo do tumor ndo esta completamente compreendido (Chen e col.,
2001). Niveis de expressdo TF tém sido correlacionados com a producédo de
VEGF em melanoma (Abe e col., 1999) e com o crescimento in vivo de células
de tumor colo-retal (Yu e col., 2005). Por outro lado, a deficiéncia de TF teve
pouco impacto no crescimento do tumor e angiogénese in vivo de células de
fibrosarcoma (Palumbo e col., 2007).

Embora ndo se preconize um tratamento especifico com anticoagulantes

para a prevencdo de trombose em pacientes com cancer, alguns estudos

relatam os beneficios deste tratamento. De fato, estudos recentes incluindo
51



Oliveira, AS.

alguns realizados por nosso grupo, indicam que os anticoagulantes interferem
no papel das proteinas da coagulagéo, na angiogénese e crescimento tumoral.
Nos Ultimos anos nosso grupo tem estudado um potente inibidor
exdgeno da coagulacdo sanguinea, denominado Ixolaris, obtido do carrapato
Ixodes scapularis por técnicas de biologia molecular (Francischetti e col.,
2002). O Ixolaris se liga ao fator Xa e posteriormente forma um complexo
guaternario com o TF e FVlla. Nossos dados mostram que o Ixolaris é
altamente eficiente na inibicdo do complexo tenase extrinseco gerado pelas
células B16F10 (figura 13). Portanto, o efeito antitumoral do Ixolaris pode ser
atribuido a supresséo da atividade do complexo TF-FVlla associado ao tumor.
Isto tem suporte em outros estudos que mostram: 1) o emprego de anticorpos
especificos contra TF humano, em modelos murinos, onde a supressao da
atividade de TF no tumor, e ndo a atividade pro-coagulante de TF derivado do
hospedeiro, € suficiente para diminuir o crescimento do tumor primario (Milsom
e col., 2008); e Il) camundongos com baixos niveis de TF que receberam as
células B16F10 ndo apresentaram diferenca no crescimento tumoral, quando
comparado com o controle (Yu e col.,, 2008). Notavelmente, a progresséo
tumoral € também prejudicada por anticorpos monoclonais contra TF que,
especificamente, suprimem a sinalizacdo mediada por PAR-2 em células
tumorais, sem afetar a coagulacdo mediada pelo complexo TF/FVlla (Versteeg
e col., 2008). Visto que o Ixolaris blogueia o sitio catalitico do FVlla,
acreditamos que este possivelmente suprima tanto a atividade pro-coagulante
guanto a sinalizacdo mediada pelo complexo TF-FVlla em células tumorais.
Dados obtidos por nosso grupo demonstram que o Ixolaris € um agente
antitrombdético efetivo in vivo, quando testado em um modelo de trombose

venosa em ratos (Nazareth e col., 2006). De fato, esta droga apresenta uma
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atividade na faixa de pg/kg e com meia-vida prolongada, sendo o efeito
antitrombético mantido por até 24 horas apds administracdo de um Unica dose
por via subcutanea. Além disso, o Ixolaris € um potente anticoagulante que ndo
produz hemorragia quando injetado intraperitonealmente em diferentes
modelos animais (dados ndo mostrados) (Nazareth e col., 2006).

Mais recentemente, demonstramos que o Ixolaris é capaz de inibir o
crescimento primario in vivo das linhagens de glioblastoma humano U87-MG
(Carneiro-Lobo, 2009) e de melanoma murino B16F10. Este resultado é
apresentado nas figuras 15a e 15b; assim como a reducdo de nodulos
metastaticos (figura 14). O Ixolaris foi efetivo nas duas doses utilizadas (50 e
250 pg/Kg), que sao duas ou trés ordens de magnitude menores do que as de
outras moléculas que tém como alvo o TF ou a cascata de coagulacdo, no
contexto experimental para tumores.

A proliferacdo descontrolada dos melandcitos leva a um aumento no
consumo de oxigénio e nutrientes, ocorrendo o processo de hipoxia (Michaylira
& Nakagawa, 2006 and Culp e col., 2006). Para atender essa demanda, uma
vasculatura adicional precisa ser formada, para o fornecimento de sangue,
aquele, entdo inicia a producao de fatores de crescimento, como o VEGF que
ira levar ao processo de angiogénese. No modelo de melanoma B16F10, o
switch angiogénico pode ser iniciado antes do 3° dia com outros fatores
angiogénicos que sao expressos, porém Culp e colaboradores ndo detectaram
a expressdo de VEGF até o 5° dia nestes tumores. De fato, a intensa
angiogénese para muitos tipos de tumores, € um marcador patologico, por
exemplo, o glioblastoma, é um dos tumores malignos mais vascularizados,
existindo uma forte evidéncia de que o VEGF tenha um papel crucial neste

processo (Plate e col., 1992). Nesse trabalho, verificamos que a inibicdo do
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crescimento primario foi acompanhada de uma regulacao negativa significativa
de VEGF (figura 16) e angiogénese na massa tumoral (figura 17).
Adicionalmente, outros modelos tumorais demonstraram uma diminuicdo da
angiogénese mediante a inibicdo de TF, incluindo carcinoma (Milsom e col.,
2008), cancer de mama (Ngo e col., 2007; Versteeg e col., 2008) e melanoma
(Hembrough, 2003).

O envolvimento de TF na angiogénese tumoral poderia estar relacionado
com a ativacao de receptores ativado por proteases (PARS) por enzimas da
coagulacao geradas no microambiente tumoral (Belting e col, 2005). A ligacéo
do FVlla as células tumorais que expressam TF pode elicitar mecanismos de
transducédo de sinal através da ativacdo de PAR-2, seguido pela regulacéo
positiva da expressdo de VEGF (Liu e Mueller, 2006). De fato, recentemente,
foi demonstrado que o PAR-2 contribui para a angiogénese durante o
desenvolvimento de tumor de mama espontaneo em camundongos (Versteeg e
col., 2008). Por outro lado, Yin e colaboradores demonstraram que em modelos
de melanoma e carcinoma, PAR-1 medeia a angiogénese através da producéo
de VEGF. Além disso, a trombina medeia a ativacdo de PAR-1, in vitro, em
células de glioma, aumentando a transcricdo e a expressdo de VEGF
(Yamahata e col., 2002). Esses dados, em conjunto, podem indicar que o
Ixolaris pode diminuir a ativacdo de PAR-1 e/ou PAR-2 nas células de
melanoma B16F10, diminuindo a progressao tumoral e a metastase. No
entanto, esse mecanismo ainda ndo esta elucidado.

Existem dados pré-clinicos convincentes que sugerem que o TF possa
ter um papel importante como regulador de varios processos relacionados ao
cancer. Dados experimentais mostram que o TF é diretamente ou

indiretamente um alvo por exercer efeitos anticancer consideraveis e que,
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dessa forma, uma estratégia anti TF possa oferecer beneficios terapéuticos
substanciais, desde que os estudos validem a seguranca e viabilidade de tal
abordagem (Yu e col., 2005; Versteeg e col., 2008; Zhang e col., 1994; Yu e
col., 2004; Haembrough e col., 2003; Wang e col., 2004; Mueller e col., 1998).

A inibicdo do complexo TF-FVlla, seja por anticorpos anti-TF ou por
moléculas anticoagulantes como o Ixolaris ou o NAPC-2 reduzem o
crescimento tumoral em modelos animais (Carneiro-Lobo e col., 2009 e
Hembrough e col.,, 2003). De fato, acredita-se que a inibicdo seletiva da
sinalizacdo dependente de TF poderia reduzir o crescimento tumoral sem
alterar a atividade pré-coagulante do TF. A inibicdo direta de PAR-2 poderia
resultar em uma reducdo similar do crescimento tumoral. Entretanto,
estratégias que seletivamente bloqueiam a sinalizacédo da via TF-FVlla-PAR-2
podem nao ser tdo eficazes quanto as que blogueiam a sinalizacdo e a
atividade pro-coagulante do TF, porque ele nao ira impactar na trombose e na
metastase. Em resumo, é importante considerar que o TF poderia representar
um alvo terapéutico contra um conjunto variavel de tumores nos quais esta
proteina desempenha um papel pré-agressivo (Milsom e Rak 2007).

Portanto, analisar as bases moleculares para estabelecer o processo de
coagulacdo como alvo terapéutico no cancer € de extrema importancia.
Recentemente, um provavel mecanismo foi proposto por McEachron &
Mackman (figura 18). Estabelecer estes conceitos permitira a utilizacdo de
farmacos como o Ixolaris. Consequientemente, por um lado, o Ixolaris pode
atenuar a ocorréncia de eventos pro-tromboéticos inerentes a doenca e por
outro, reduzir a angiogénese, interferindo assim com dois componentes

importantes que contribuem para o crescimento do tumor e metastase in vivo.
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Figura 18. Contribuicdo do fator tecidual, proteases da coagulacdo e PARs na
angiogénese tumoral. A formagdo do complexo TF-FVlla na superficie de células tumorais
ativam o sistema de coagulagéo. A clivagem de PAR-2 por FVlla ou FX induz a expresséo de
varias proteinas pré-angiogénicas, incluindo VEGF, IL-8 e metaloproteinases (MMPs). A
ativacao de PAR-1 por trombina ou FXa induz uma série de genes similares. Anticoagulantes
gue atuam em diferentes alvos das proteases da cascata de coagulacdo sdo demonstradas no
esquema. Retirado de McEachron & Mackman, 2009.

Como perspectiva futura para melhor compreender o mecanismo
molecular do cancer pretende-se continuar o estudo com linhagens de
melaoma, porém agora focando em linhagens de melanoma humano em
diferentes estagios de progressdo. Dessa forma, poderiamos tentar avaliar a

expressdo de receptores do tipo PAR-2, cuja ativacdo é provocada pelo Fator
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Vlla quando associado ao Fator Tecidual na superficie de células tumorais.
Além disso, verificar se PAR-2 medeia a producdo de VEGF e interleucina-8,
importantes produtos pré-tumorais, mediante a ativacdo destes receptores pelo
Fator Vlla ou pelo peptideo agonista de PAR-2. E por fim, avaliar in vitro se o

Ixolaris inibe a producéo de VEGF e IL-8 em células tumorais, apés tratamento

com o Fator Vlla.
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Neste estudo, demonstramos que a expressao de TF é responsavel pelo
alto padrdo pro-coagulante da linhagem de melanoma B16F10. Além disso, 0
Ixolaris apresenta uma potente atividade contra as propriedades pro-
coagulantes in vitro e crescimento tumoral in vivo das células B16F10.
Notavelmente, a inibicdo do crescimento tumoral foi acompanhada por uma

diminuicdo de VEGF e de densidade dos vasos na massa tumoral.
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Simultaneous tissue factor expression

and phosphatidylserine exposure account for the highly
procoagulant pattern of melanoma cell lines

Clarice Kirszberga’b, Luize G. Lima®, Andreia Da Silva de Oliveira?,

William Pickering®, Elaine Gray®, Trevor W. Barrowcliffe®, Vivian M. Rumjanek?®

and Robson Q. Monteiro?

A correlation between cancer and hypercoagulability has
been described for more than a century. Patients with
cancer are at increased risk for thrombotic complications,
and the clotting initiator protein, tissue factor (TF), is
possibly involved in this process. In addition to TF, the
presence of negatively charged phospholipids, particularly
phosphatidylserine (PS), is necessary to support some

of the blood-clotting reactions. There are few reports
describing PS exposure by tumor cells. In this study, we
characterized the procoagulant properties of the murine
B16F10 and the human WM-266-4 melanoma cell lines.
Flow cytometry analyses showed constitutive TF
expression by both cell lines, in contrast to negative
staining observed for the nontumorigenic melanocyte
lineage, melan-A. In addition, tumor cells accelerate plasma
clotting in a number-dependent manner. For WM-266-4,
this ability was partially reversed by an anti-TF antibody but
not by aprotinin, a nonspecific serine-protease inhibitor.
Furthermore, flow-cytometric analyses showed the
presence of PS at the outer leaflet of both cell lines. This
phenomenon was determinant for the assembly of the
intrinsic tenase (FIXa/FVllla) and prothrombinase (FXa/
FVa) complexes, resulting in the activation of FX to FXa
and prothrombin to thrombin, respectively. As a result,

Introduction

A correlation between cancer and hypercoagulability has
long been recognized; this association is referred to as
Trousseau’s syndrome [1,2]. In fact, blood-clotting abnor-
malities are detected in up to 90% of patients with meta-
static disease, and thrombosis represents the second most
frequent cause of cancer-related mortality [1,3,4].
A number of studies correlate this prothrombotic state
with a poor prognosis [5,6].

Among the mechanisms that have been proposed to
explain blood-clotting activation in cancer, expression of
the clotting initiator, tissue factor (TF), by tumor cells
seems to be of utmost importance [7]. TF is a 47-kDa
transmembrane protein that triggers blood clotting by
forming a binary complex with plasma factor VIIa (FVIla)
[8]. Under physiological conditions, activated platelets
sustain some of the subsequent coagulation reactions
through the exposure of negatively charged phospholipids,
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incubation of WM-266-4 with human plasma produces
robust thrombin generation. In conclusion, simultaneous
TF expression and PS exposure are responsible for the
highly procoagulant pattern of the aggressive melanoma
cell lines B16F10 and WM-266-4. Therefore, these cell lines
might be regarded as useful models for studying the role
of blood coagulation proteins in tumor biology. Melanoma
Res 19:301-308 © 2009 Wolters Kluwer Health | Lippincott
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in particular phosphatidylserine (PS) [9]. In this context,
some earlier studies have shown that unperturbed tumor
cells may expose PS, thus supporting membrane-dependent
coagulation reactions [10-12].

Several lines of evidence show that blood-clotting
activation is intimately related to tumor progression and
metastasis [13,14]. In fact, coagulation enzymes allow the
activation of G-protein-coupled protease-activated re-
ceptors (PARs) in both tumor and host cells, thus elici-
ting the production of several protumoral factors,
including cytokines, angiogenic factors, and metallopro-
teases among others [15,16].

Melanoma, the most common fatal form of skin cancer, is
an aggressive, therapy-resistant malignancy of melano-
cytes that represents a significant public health burden,
as its incidence is rising in all Caucasian populations
worldwide [17]. The prognosis of patients diagnosed with
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metastatic melanoma is very poor, with a limited number
of agents available for its treatment [18]. Several lines
of evidence indicate a key role for blood-clotting acti-
vation in melanoma growth and metastasis [19-21]. In
this context, a perfect understanding of how tumor cells
activate blood coagulation has implications that could be
extremely useful for the development of new therapeutic
approaches [22]. Here, we show that simultancous TF
expression and PS exposure are responsible for the highly
procoagulant pattern of the aggressive melanoma cell
lines B16F10 and WM-266-4. These data may explain the
extravascular activation of blood clotting, an event that
might be critical for tumor progression. Therefore, these
cell lines might be regarded as tools for studying the role
of blood-clotting proteins in melanoma biology.

Materials and methods

Reagents

The following reagents were from NIBSC (Potters Bar,
Hertfordshire, UK): factors FVIII (human recombinant;
96/598); FIXa (human recombinant; 97/562); and human
FX (92/568). Human FVa, Fxa, and prothrombin were
from the Heamatologic Technologies Inc. (Essex Junction,
Vermont, USA). Chromogenic substrates for FXa (S-2765,
N-a benzyloxycarbonyl D-Arg-Gly-Arg-p-nitroanilide) and
thrombin (S-2238, H-p-phenylalanyl-L-pipecolyl-L-argi-
nine-p-nitroaniline dihydrochloride) were purchased from
the Chromogenix AB (Molndal, Sweden). Ethylenedi-
aminetetraacetic acid (EDTA), human placental annexin-
V; and Ancrod were from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, USA).

Cell culture

The nontumorigenic murine melanocyte lineage, melan-
A [23], a kind gift of Dr Roger Chammas (Faculty of
Medicine, Sao Paulo University, Sao Paulo, Brazil), was
cultured in the Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; GibcoBRL, Gaithersburg, Maryland, USA)
containing 10% fetal bovine serum (FBS; GibcoBRL)
and supplemented with 2.4g/l 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 3.7 g/l sodium
bicarbonate, 125mg/l sodium dihydrogen phosphate,
110 mg/l  sodium pyruvate, 100000U/l penicillin,
100 mg/l streptomycin, 2 mmol/l L-glutamine, 55 pmol/l
B-mercaptoethanol, and 200 nmol/l 12-O-tetradecanoyl
phorbol-13-acetate (PMA; Sigma Chemical Co.) at 37°C
in a humidified atmosphere of 5% CO,. Melan-A cells
were detached with Hank’s solution containing 10 mmol/I
HEPES and 0.2 mmol/l EDTA, spun at 350g for 7 min,
resuspended in DMEM containing 10% FBS (supple-
mented as described earlier) and transferred to another
culture flask. The murine melanoma cell line, B16F10,
was grown at 37°C in a humidified, 5% CO, atmosphere
in culture flasks by subconfluent passages in the RPMI
1640 medium (GibcoBRL) supplemented with 2 mmol/I
L-glutamine and 20 mmol/l HEPES. Subconfluent tumor
cells were detached upon a brief exposure to a 0.25%

trypsin solution, resuspended in the RPMI 1640 medium,
and transferred to another culture flask with the RPMI
1640 medium containing 10% FBS. The human melano-
ma cell line, WM-266-4, was grown at 37°C in a
humidified, 5% CO, atmosphere in culture flasks by
subconfluent passages in the MEM medium (Sigma
Chemical Co.) supplemented with 2 mmol/l L-glutamine.
Subconfluent tumor cells were washed twice with
PBS, scraped and resuspended in the MEM medium
containing 10% FBS.

Flow cytometric analyses

WM-266-4 cells were resuspended in phosphate buffer
containing 1% BSA and incubated for 30 min at 4°C with
a phycoerythrin-conjugated monoclonal antibody against
human TF (Becton-Dickinson, BD, Biosciences, San
Jose, California, USA). After washing to remove unbound
antibody, cells were analyzed using a FACScalibur (BD
Biosciences). Data were analyzed by the software BD
CellQuest 3.3 (BD Biosciences). Murine cells were
resuspended in phosphate buffer containing 2% normal
murine serum, incubated for 30 min at 4°C with a rabbit
polyclonal anti-murine TF (4515; American Diagnostica,
Greenwich, Connecticut, USA) or a control isotype
normal rabbit IgG (sc-2027; Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, California, USA), and fixed in 1%
paraformaldehyde. Cells were then incubated with a
biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG (81-6140; Zymed,
Invitrogen, Carlsbad, California, USA) for 30 min at 4°C,
and finally analyzed wusing phycoerythrin-conjugated
streptavidin  (554061; Pharmingen, BD Biosciences).
Expression of PS on the tumorigenic cell lines was mea-
sured by incubating the cells with a monoclonal anti-PS
antibody (05-719; Upstate, Charlottesville, Virginia, USA)
for 30 min at 4°C. After washing, cells were incubated
with phycoerythrin-conjugated anti-murine IgG antibody
(Upstate) and kept in the dark. Cells were resuspended
in 300 pl of PBS before the analysis. The mean channel
fluorescence intensity of 10000 events was determined
for each sample. Control reactions performed in the
absence of primary anti-PS or in the presence of a primary
control isotype produced similar negative results for cell
staining.

Tissue factor activity assay

TF activity was measured by a clotting assay using human
or murine platelet-poor plasma. One hundred microliters
of cell suspension were added to 100pul of platelet-
poor plasma. After 2-min incubation at 37°C, 100 pl CaCl,
(25mmol/l) was added and the clotting times were
recorded on a KC-4 coagulometer (Amelung Litd., Diag-
nostic Grifols, Barcelona, Spain). In some cases, cells were
preincubated for 5 min with 10 pg/ml (final concentration)
of a neutralizing anti-human TF antibody (4509; American
Diagnostica) or 1000 IU (final concentration) of aprotinin
(Sigma Chemical Co.).
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RNA isolation and reverse transcriptase polymerase
chain reaction

RNA was isolated from B16F10 or melan-A cells (2.5 x 10°)
using the 'Trizol reagent (Invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. Total RNA (1pg) was
reversely transcribed into ¢cDNA using ¢cDNA Archive
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
protocol. An aliquot of the reaction mixture was further
used for polymerase chain reaction (PCR) amplification.
Primers used were: TF (forward: 5-CCTCGGACAGCC
AGTAATTC-3 and reverse: 5-GTGTGAGCGTTA
GCGGCTTC-3) and B-actin (forward: 5-ACACCCGC
CACCAGTTCGCC-3 and reverse: 5'-GCACAGTGTGG
GTGACCCCGTCTC-3'). Thermocycling conditions
were as follows: 35 cycles of 95°C for 30 s (denaturation),
55°C for 45s (annealing), and 72°C for 45s (extension).
PCR products were separated by 1% agarose gel electro-
phoresis and further stained with ethidium bromide.

FXa generation assay

FXa generation assays were performed at 37°C as follows:
cells were mixed to give final concentrations of 1.0 IU/ml
FIXa, 1.0 IU/ml FVIII, and 0.51U/ml FX, and warmed to
37°C. FXa generation was initiated by addition of
25 mmol/l CaCl,. At various times, 25l of the mixture
were sampled and added to 50 pl of stop buffer (50 mmol/l
Tris—HCI, 150 mmol/l NaCl, 50 mmol/l EDTA, pH 7.4).
FXa concentration was then estimated by adding
the chromogenic substrate, S-2765 (0.5 mmol/l). The
reaction in each well was stopped after 3 min at 37°C by
the addition of 50 pl 50% acetic acid, and optical densities
at 405nm were converted to FXa concentrations using
a standard curve. Control reactions were carried out in
the absence of cells. In some cases, cells were pre-
incubated with annexin-V for 5 min before the addition of
the coagulation factors.

Prothrombinase chromogenic assay

Activation of prothrombin was performed at 37°C as
follows: the RPMI 1640 medium was removed and cells
were incubated for 5min with 0.1 nmol/l FXa/1 nmol/l
FVa (final concentrations) in 50mmol/l Tris—HCI,
150 mmol/l NaCl, 0.02% NaN,, 1% human albumin, and
25mmol/l CaCl,, pH 7.4. Reaction was started by
addition of 1umol/l prothrombin (final concentration)
and aliquots of 10pl were removed every Zmin into
microplate wells containing 25 pl of 50 mmol/l Tris=HCI,
150 mmol/l NaCl, 50 mmol/l EDTA, pH 7.4. After the
addition of 50 pul of 1 mmol/l S-2238, the absorbance at
405 nm was recorded at 37°C for 6 min at 6-s intervals
using a Thermomax Microplate Reader (Molecular
Devices, Menlo Park, California, USA). Velocities
(mOD/min) obtained in the first minutes of reaction
were used to calculate the amount of thrombin formed.
Control reactions were carried out in the absence of cells.
In some cases, cells were preincubated with annexin-V
for 5min before addition of the coagulation factors.
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Thrombin generation in plasma

Assays were performed using human plasma defibrinated
with Ancrod (0.5 U/ml) for 30 min. Defibrinated plasma
was mixed with FIXa (1I1U/ml, final concentration),
incubated for 90s at 37°C, then mixed with tumor cells
and incubated for 120 s at 37°C. The reaction was started
by the addition of 100 mmol/l CaCl,. At various times,
10 pl of the mixture were sampled and added to 140 pl of
stopping buffer. Thrombin levels were then estimated by
adding the chromogenic substrate, 1 mmol/l S-2238. The
reaction in each well was stopped after 3 min at 37°C by
the addition of 50 pl 50% acetic acid, and optical densities
at 405nm were converted to thrombin concentrations
from a dilution curve of a thrombin preparation.

Results

Earlier studies showed that a number of melanoma cell
lines express the clotting initiator protein, TF [19,20,24].
Remarkably, TF expression seems to correlate with
the cell-line aggressiveness [19]. Accordingly, Fig. 1la
shows that B16F10 cells express TE as shown by flow
cytometric analysis, whereas under identical assay con-
ditions, no staining was observed for the nontumori-
genic melanocyte lineage, melan-A. Differences in TF
expression were corroborated by reverse transcriptase-
PCR analyses (Fig. 1b) and plasma-clotting assays
(Fig. 1c). B16F10 cells shortened the clotting time in a
cell-number-dependent manner, this effect being more
prominent than that observed for melan-A (Fig. 1c). As
observed with the murine tumor cell line, WM-266-4
cells were also positive for TF (Fig. 1d). In addition,
human melanoma cells accelerated plasma coagulation
in a number-dependent manner (Fig. 1e). This ability
was partially reversed by an anti-human TF antibody
but not by the nonspecific serine-protease inhibitor
aprotinin (Fig. 1e), confirming that the procoagulant
activity of WM-266-4 derives, at least in part, from
TF expression. Interestingly, the anti-human TF antibody
did not influence the procoagulant activity of B16F10
cells (data not shown), which can be explained by
structural differences between the murine and the
human protein [25].

Earlier studies showed that tumor cells may expose
negatively charged phospholipids, in particular PS, at
the outer leaflet of their membranes [10-12]. Therefore,
exposure of PS on B16F10 (Fig. 2a) and WM-266-4
(Fig. 2b) cell surfaces was shown by flow cytometry using
an anti-PS antibody. Surface exposure of negatively
charged phospholipids is a critical step for the assembly
of membrane-dependent coagulant complexes, including
the intrinsic tenase (FIXa, FVIIIa, phospholipids).
Further examination of intrinsic tenase complex assembly
on melanoma cells showed that both B16F10 (Fig. 3a)
and WM-266-4 (Fig. 3b) efficiently increased the
activation of FX into FXa by FIXa/FVIIla. Control
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B16F10 and WM-266-4 melanoma cells express functional tissue factor (TF). (a) Flow-cytometric analysis of TF expression in B16F10

or melan-A. Solid lines represent staining with polyclonal anti-murine TF antibody followed by biotin-conjugated secondary antibody

and phycoerythrin-conjugated streptavidin. Gray region represents staining with control isotype IgG. (b) Reverse transcriptase polymerase

chain reaction (PCR) analysis of TF gene expression in B16F10 and melan-A cells. Assay was performed as described in the Materials and methods.
(c) Procoagulant activity of B16F10 and melan-A cells. Assay was performed using murine plasma, as described in the Materials and methods.
*P<0.001. (d) Flow-cytometric analysis of TF expression in WM-266-4 cells. Gray line represents staining with monoclonal anti-human TF antibody
labeled with phycoerythrin. Black line represents control cells with no staining. (e) Procoagulant activity of WM-266-4 cells. Assay was performed
using human plasma, as described in the Materials and methods. In some cases, cells were preincubated for 5 min with a neutralizing anti-TF
antibody (10 pg/ml, final concentration) or aprotinin (1000 IU, final concentration). Each point represents mean + SD of three assays.

Fig. 2
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Detection of phosphatidylserine (PS) exposure on (a) B16F10 and (b) WM-266-4 melanoma cells. Gray line represents staining with monoclonal
anti-PS antibody followed by phycoerythrin-labeled secondary antibody. Black line represents staining with phycoerythrin-labeled secondary antibody
in the absence of the anti-PS.
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(0—25 nmol/l) for 5 min before the addition of FIXa (1 1U/ml)/FVllla (1 1U/ml)/FX (0.5 1U/ml). FXa formed was determined after 14 min of reaction.

Assay conditions and quantification of Xa are described in the Materials and methods. Each point represents mean £ SD of three determinations.

reactions performed in the absence of cells showed no
FXa formation. The PS dependence was confirmed by
annexin-V, a protein that blocks PS-binding sites. There-
fore, increasing annexin-V concentrations decreased the
FX activation by FIXa/FVIIIa/B16F10 cells (Fig. 3c) and
by FIXa/FVII1a/WM-266-4 cells as well (Fig. 3d). Thus,
PS-containing melanoma cells support the assembly of
the intrinsic tenase complex.

We have earlier reported that B16F10 cells support the
assembly of prothrombinase complex (FXa/FVa/phospho-
lipids), thus promoting the conversion of prothrombin
into thrombin [26]. In this study, we have extended this
observation to WM-266-4 cells that strongly potentiated
the thrombin formation by FXa/FVa (Fig. 4a). Control
reactions performed in the absence of cells or in the
absence of FVa showed no enzyme formation. In addition,

PS-dependence was confirmed by annexin-V, which
decreased prothrombin activation in a dose-dependent
manner (Fig. 4b).

Finally, we evaluated the effect of WM-266-4 cells on
thrombin generation in defibrinated plasma. As shown
in Fig. 5, the presence of human melanoma cells
increased the thrombin formation substantially compared
with control curves.

Discussion

Activation of blood coagulation in cancer has been
extensively demonstrated, and associated occurrence
of thrombosis is often observed [1,4], particularly in
pancreas, brain, stomach, esophagus, kidney, and ovary
tumors [6]. In fact, Sgrensen e a/ [5] reported that
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Fig. 5
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Effect of WM-266-4 cells on thrombin generation in plasma. Human
defibrinated plasma was mixed with FIXa (1 1U/ml, final concentration),
incubated for 90 s at 37°C, then mixed with tumor cells or PBS and
incubated for 120's at 37°C. Thrombin generation was followed after
the addition of CaCl, (10 mmol/l, final concentration) using a
discontinuous assay described in the Materials and methods. Curves
show thrombin formed in plasma incubated in the absence (M) or in the
presence (®) of 5 x 10° WM-266-4 cells/ml. Each point represents
mean * SD of three determinations.

patients with cancer who developed venous thrombo-
embolism at or around the time of cancer diagnosis had
reduced survival compared with a paired group that did

not develop thrombosis. The frequency of thrombosis in
melanoma is relatively low (0.5% in Ref. [6]). However, it
is reported that coagulation activation markers are found
in a large number of cancer patients despite the absence
of thrombotic complications [4].

Several lines of evidence indicate that the procoagulant
properties of melanoma cells play a significant role
in tumor biology [19-21]. In this study, we showed that
the murine B16F10 and the human WM-266-4 melanoma
cell lines display potent procoagulant activity; in part, as
a result of constitutive expression of the clotting ini-
tiator protein TE The role of TF in tumor progression is
not completely understood [14]. TF expression levels
have been correlated with vascular endothelial growth
factor production in melanoma [27] and with in-vivo
growth of colorectal tumor cells [28]. In contrast,
deficiency of TF had low impact on in-vivo tumor growth
and angiogenesis of fibrosarcoma cells [29].

In contrast to its role in primary growth, it seems
clear that TF is involved in tumor metastasis. In fact,
a number of hemostatic factors, including platelets
and coagulation proteins, determine the metastatic
potential of tumor cells [29]. In this regard, thrombin
seems to be determinant. Thrombin activates tumor
cell adhesion to platelets, endothelial cells, and
subendothelial matrix proteins; enhances tumor cell
growth; increases tumor cell seeding and spontaneous
metastasis; and stimulates tumor cell angiogenesis
(reviewed in Ref. [30]). In this context, we herein
show that B16F10 and WM-266-4 melanoma cells expose
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PS on their surfaces. The presence of PS is essential for
the assembly of coagulation complexes leading to robust
thrombin formation.

Simultaneous TF expression and PS exposure by
melanoma, as well as in other tumor types [31], may
explain the efficient extravascular activation of coagula-
tion, as evidenced by fibrin deposition in tumor stroma
[32,33]. Most importantly, our in-vitro data correlate
with earlier immunoaffinity ligand binding studies that
have shown the presence of activated factor Xa [34]
and thrombin [35] in human melanoma tissues. In fact,
generation of clotting enzymes in the tumor micro-
environment supports the activation of PARs [15,16]. In
this context, expression of thrombin receptor PAR-1 is
important for melanoma progression [36] and correlates
with tumor aggressiveness in patients [37].

Given the importance of coagulation activation in cancer,
it has been proposed that anticoagulant therapies could
exert beneficial effects beyond the management of
the procoagulant state [22]. Earlier reports confirm the
clinical feasibility of this approach, demonstrating both
safety and possible efficacy [38-40]. Morecover, experi-
mental molecules targeting FXa or thrombin have been
shown to exert potent antimetastatic effects in animal
models of melanoma [41,42]. In this context, molecules
displaying more complex anticoagulant mechanisms of
action, such as bothrojaracin that binds to prothrombin
[43] or ixolaris that recognizes FX in plasma [44], might
be potential antitumor agents.
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