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1. Revisão Bibliográfica 

 

O câncer constitui o segundo maior problema de saúde pública da 

atualidade, superado apenas pelas doenças cardiovasculares. No ano de 2006 foram 

estimados 472.050 novos casos de câncer no Brasil, sendo o de maior incidência o câncer 

de pele não melanoma (116 mil casos novos). O melanoma, por sua vez, apresenta baixa 

incidência, correspondendo a 2% do total de tumores diagnosticados em homens e 

mulheres, entretanto, sua letalidade é elevada e essa característica tem íntima relação com 

a ocorrência de metástases (1,2).  

O desenvolvimento tumoral é causado pela expressão de oncogenes e/ou 

pela inativação de genes supressores tumorais, que levam a um fenótipo de múltiplas 

propriedades malignas, tais como proliferação descontrolada, capacidade de invasão e 

potencial metastático. Essas características fenotípicas estão presentes em células de 

melanomas malignos, as quais expressam diferentes metaloproteinases (MMPs) (3,4), 

citocinas (5,6,7) e fatores de crescimentos (8) em determinados estágios do desenvolvimento 

tumoral. 

 Melanomas cutâneos podem se desenvolver a partir de melanócitos 

normais ou de lesões precursoras como nevos congênitos ou nevos displásicos (9). 

Histologicamente podem ser diferenciadas duas fases de crescimento do melanoma, a fase 

de crescimento radial ou horizontal e a fase de crescimento vertical. Na fase de 

crescimento radial observa-se a tendência das células de crescerem nas camadas 

epidérmicas e derme superficial por um tempo prolongado (10). Nessa fase, há baixo 

infiltrado linfocitário e as células microinvasivas do melanoma depositam ao redor de si 

estroma fibrovascular (11,12). Na fase de crescimento vertical, as células crescem em direção 

às camadas mais profundas da derme como uma massa expansiva e com perda de 
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maturidade celular (10). Essa fase é caracterizada pelo alto risco de disseminação, estando 

também associada a altas taxas mitóticas, neovascularização, bem como pela presença de 

infiltrado inflamatório (9,13,14). 

A possível associação entre inflamação e o desenvolvimento tumoral foi 

hipotetizada por Virchow, em 1863, que observou a presença de infiltrado inflamatório no 

sítio tumoral. Para esse pesquisador, os leucócitos ali presentes liberavam fatores irritantes 

que, juntamente com o tecido injuriado, criavam um microambiente favorável à 

proliferação celular (15,16). Corroborando a hipótese de Virchow, vários estudos 

demonstraram uma relação bem estabelecida de diferentes tumores com processos de 

inflamação crônica, decorrentes de infecções por vírus, bactérias e parasitas, doenças 

autoimunes ou da presença de agentes químicos e físicos (15,17). Assim, foi observado, por 

exemplo, que pacientes com colite ulcerativa com períodos de ulceração e regeneração da 

mucosa colorretal, apresentaram maior freqüência de carcinomas colorretais e que o 

tratamento desses indivíduos com drogas antinflamatórias não esteróide (NSAIDs) é capaz 

de reduzir este risco (18). 

Atualmente se sabe que os fatores irritantes, antes mencionados por 

Virchow, constituem uma série de mediadores inflamatórios, como radicais livres e 

citocinas, produzidos por células infiltradas no sítio tumoral (19,20). Dentre esses 

mediadores, as espécies reativas do oxigênio e o óxido nítrico (NO) podem ser gerados em 

altos níveis e danificar o DNA das células em proliferação, proporcionando acúmulo de 

alterações genéticas. Além disso, o NO pode causar dano às proteínas envolvidas no reparo 

do DNA, bem como levar à mutação do gene supressor tumoral p53 (21). O p53 tem a 

função de manter a integridade do genoma celular, controlando a ação de fatores 

transcricionais, a proliferação celular e a apoptose. O p53 também é responsável pela 

degradação do fator alfa-1 indutível pela hipóxia (HIF-1α) (22). Assim, a perda da função 
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do p53 pode acarretar no acúmulo de HIF-1α, que aumenta a atividade glicolítica das 

células tumorais e induz a expressão do fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF), fator esse chave no processo de angiogênese (23). 

Assim, a angiogênese ou a neovascularização é um processo existente 

tanto na resposta inflamatória crônica, quanto no desenvolvimento tumoral. Esse evento se 

caracteriza pela formação de novos vasos, ao redor e/ou dentro do tumor, a partir de um 

vaso pré-existente ou de células progenitoras da medula óssea (24,25) e se desencadeia 

através de um desequilíbrio entre fatores pró e antiangiogênicos produzidos principalmente 

por células inflamatórias, mas também pelas próprias células tumorais (15,26,27). A formação 

desses novos vasos é um processo de múltiplas etapas, iniciando com a degradação da 

membrana basal, que circunda os capilares, por ação de proteases e colagenases, seguida 

da proliferação e invasão de células endoteliais no estroma tumoral (28).  

Folkman, em sua revisão (29), foi um dos primeiros a propor que o 

crescimento tumoral e a metástase eram dependentes da neovascularização, relatando que 

tumores implantados em órgãos não perfundidos tinham falha no seu crescimento, 

enquanto tumores implantados próximos à íris, área ricamente irrigada, induziam a 

angiogênese e rápido crescimento tumoral. Vários experimentos que se seguiram 

evidenciaram que o crescimento tumoral era dependente da neovascularização, sendo que 

tumores sem vasculatura ficavam restritos a tamanhos microscópicos, tendo seu 

crescimento controlado pelo balanço entre proliferação celular e apoptose (30,31). Entretanto, 

esses tumores não vascularizados podem sofrer mudanças e se tornar angiogênicos, evento 

esse conhecido como switch angiogênico.  

O switch pode ser direcionado por oncogenes angiogênicos, como o ras, 

que regula positivamente a expressão de VEGF e/ou pela regulação negativa da expressão 

de inibidores da angiogênese, como as trombospondinas (32,33). Uma segunda maneira seria 
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a condição de hipóxia associada ao tumor, a qual ativa HIF-1, que regula proteínas 

angiogênicas, como já mencionado acima (23,34). Além disso, fibroblastos residentes no sítio 

tumoral podem induzir o switch, levando células tumorais a produzirem proteínas pró-

angiogênicas (35). Fibroblastos ou células tumorais também podem produzir algumas 

MMPs, que atuam como enzimas proteolíticas sobre a matriz extracelular e membrana 

basal, favorecendo a migração das células endoteliais. Além disso, algumas MMPs podem 

induzir ou ativar fatores pró-angiogênicos, que estavam na forma latente seqüestrados pela 

matriz extracelular (36,37).  

Após o switch, observa-se aumento da sobrevida das células tumorais e 

diminuição da apoptose, em decorrência da entrega de oxigênio e nutrientes e remoção dos 

metabólitos celulares pelos novos vasos sangüíneos (28,31). Observa-se também liberação 

tanto autócrina, quanto parácrina de fatores de crescimento e citocinas no microambiente 

tumoral por células do sistema imune, células inflamatórias, células do estroma e mesmo 

por células tumorais (31).  

Dentre os fatores que regulam positivamente a angiogênese, o VEGF tem 

papel crucial na indução da neovascularização de tumores como o melanoma (38), sendo por 

isso, um fator que merece destaque. Este fator de crescimento pertence à superfamília 

PDGF-VEGF, constituída de cinco membros, sendo o mais expresso o VEGF-A (39). O 

VEGF pode ser produzido por inúmeros tipos celulares como macrófagos, células T, 

células da musculatura lisa, esplenócitos, queratinócitos, astrócitos, osteoclastos e também 

por células tumorais (40,41). Sua ação é principalmente mediada através de ligação com 2 

tipos de receptores tirosina quinase, VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (Flk-1) (42).  

O VEGF pode induzir tanto a angiogênese fisiológica, como a 

patológica, atuando como potente mitógeno de células endoteliais (41). É essencial para a 

mobilização de células endoteliais precursoras derivadas da medula óssea (43) e pode 
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também modular a migração das células endoteliais (44). Além disso, aumenta a 

permeabilidade vascular (45), estimula a expressão endotelial do ativador do plasminogênio 

(46) e metaloproteinases da matriz (47), as quais estão envolvidas na degradação da matriz 

extracelular, ação essa necessária para a migração das células endoteliais. O VEGF pode 

ter ações inibitórias sobre a apoptose de células endoteliais, através da indução da 

expressão de proteínas antiapoptóticas, como Bcl-2 (48). Esse fator pode inibir a maturação 

de células dendríticas no sítio tumoral em adenocarcinoma gástrico (49), sugerindo, assim, 

redução na imunovigilância contra tumores. 

A expressão de VEGF também está relacionada com potencial 

metastático, pois vários trabalhos demonstraram que tanto a angiogênese tumoral, quanto 

expressão de VEGF no melanoma são características de metástase e recidivas (38,50,51,52). 

Nesse sentido, Salven et al. (53), observaram que 32% das células de melanomas primários 

e 91% das de melanomas metastáticos expressavam VEGF. Esses autores demonstraram 

ainda que todos os tipos de melanomas apresentaram um alto número de células 

inflamatórias infiltrantes que expressavam VEGF, sugerindo que esse fator é regulado 

positivamente durante a progressão e disseminação do tumor. Outros autores encontraram 

níveis significativos de VEGF, fator básico de crescimento de fibroblasto (FGF-2) e 

interleucina 8 (IL-8) no soro de pacientes com melanoma em comparação com o indivíduo 

controle e esses valores mostraram uma forte correlação com a elevada probabilidade de 

progressão (27). 

As células inflamatórias infiltrantes podem contribuir para a progressão 

do melanoma, através da produção de citocinas que induzem a expressão de VEGF. Torisu 

et al. (54) observaram a produção de VEGF e IL-8 por células de melanoma, em resposta à 

produção de fator de crescimento e transformação β (TGF-β), fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), IL-1 e metabólitos do ácido aracdônico produzidos por macrófagos. Leek et al. 
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(55) observaram também que células de carcinoma de mama passam a expressar VEGF em 

resposta a citocinas como TNF, IL-1 e IL-6 produzida por macrófagos associados ao tumor 

(TAM). Além disso, os TAM podem produzir TGF-β1, que, por si só, pode induzir a 

angiogênese, bem como induzir a produção de VEGF. 

Além da hipóxia, vários fatores regulam a expressão de VEGF, entre 

eles, os fatores de crescimento como o PDGF (56) e o fator de crescimento epidermal (EGF) 

(57), citocinas como TGF-β (58), IL-6 (59), IL-1 (60) e também protaglandina E (60) e éster de 

forbol (56,61). 

O FGF-2 ou FGF-básico (bFGF) é outro fator de crescimento com 

importante papel angiogênico e pode ser produzido por macrófagos e mastócitos e também 

por células tumorais. O FGF-2 pode ser liberado da matriz extracelular e torna-se ativo 

através da ligação com heparina ou heparan sulfato das glicosaminoglicanas (62). Essa 

ligação é pré-requisito para uma interação de alta afinidade com seu receptor na superfície 

celular (63).  

Diferentemente do VEGF, o FGF-2 tem ação pleiotrópica, estimulando 

o crescimento tanto de células endoteliais, como de células da musculatura lisa, 

fibroblastos e células tumorais (64). Além de estimular o crescimento, esse fator pode 

degradar a membrana basal pela ativação de colagenases, gelatinases e proteases (65,66). 

Essa ação sobre a matriz é extremamente importante para que as células tumorais 

consigam invadir o tecido subjacente. 

Tsunoda et al (67) demonstraram que a inoculação de FGF-2 exógeno no 

sítio tumoral em camundongos induziu a neovascularização nos estágios iniciais da 

tumorigênese, com subseqüente crescimento e metástase de células de melanoma maligno 

B16-BL6. Também observou sua ação sobre as células do estroma tumoral, induzindo a 
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expressão de VEGF-A. Além disso, a injeção local de FGF-2 induziu inicialmente o 

recrutamento de neutrófilos, células T e monócitos, também produtoras de VEGF-A, que 

contribuem indiretamente para a neovacularização. O FGF-2 é expresso pelas células do 

melanoma, mas não por melanócitos normais (68), porém ambas expressam receptores de 

alta afinidade para esse fator (69).  

Fazendo uma interface entre a resposta imune e os processos envolvidos 

na angiogênese, observa-se a atuação do TGF-β. Definido originalmente pela habilidade de 

induzir transformação em células não neoplásicas em cultura (70), o TGF-β pode tanto 

suprimir quanto aumentar a carcinogênese (71). Plaquetas e linfócitos são fontes dessa 

citocina multifuncional, que regula os processos de proliferação e diferenciação celulares 

(72,73). Além disso, o TGF-β é um potente quimioatrativo para monócitos do sangue 

periférico (74), bem como para linfócitos e neutrófilos (75).  

TGF-β tem o potencial de inibir o crescimento da maioria das células 

normais e malignas de origem epitelial, endotelial e linfóide (76), entretanto em estágios 

avançados da tumorigênese, as células tumorais tornam-se resistentes, devido à perda ou 

mutações que levam a inativação de genes de um ou mais componentes envolvidos na 

sinalização do TGF-β (73).  Assim, nessas células a sensibilidade ao TGF-β diminui ou 

desaparece, fazendo com que essa citocina deixe de atuar como inibidor parácrino em 

estágios avançados de metástase de melanoma (77,78).  

Esse fator também pode induzir a angiogênese tumoral, através da 

potencialização da ação angiogênica do FGF-2 (79) e também por atuar nas células do 

estroma tumoral, promovendo a formação da matriz extracelular, regulando positivamente 

a expressão de moléculas de adesão como as β-integrinas (80,81). O TGF-β pode ainda 

favorecer a angiogênese pela indução da expressão de VEGF por células tumorais (82).  
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Wojtowicz-Pagra (83) relatou que a maioria dos tumores malignos expressa TGF-β, atuando 

como imunossupressor por diminuir a imunovigilância e, assim, favorecendo o 

crescimento tumoral e metástase. Nesse sentido, estudos têm demonstrado a habilidade 

desse fator de crescimento em inativar células natural killer (NK) e linfócitos com 

atividade killer (LAK), provavelmente pela inibição da secreção de TNF-α e β (84,85). 

Dentre as citocinas envolvidas na relação tumor:hospedeiro, o TNF-α 

possui papel chave na associação inflamação/câncer. O TNF-α é um polipeptídeo 

multifuncional, que atua como mediador pleiotrópico das inflamações aguda e crônica e 

também da resposta imune (86). Durante o processo inflamatório, essa citocina é produzida 

primariamente por neutrófilos e depois por macrófagos, na tentativa de reparar o tecido 

injuriado (16). 

Quando produzida localmente em altas doses, essa citocina pode ter 

ação citotóxica direta sobre o endotélio vascular tumoral, induzindo também apoptose e 

necrose das células tumorais (87,88). Outra característica antitumoral importante, é que o 

TNF-α pode mediar a morte de células tumorais através da atividade killer das células 

TCD8+ e NK (88). Pode também inibir a proliferação endotelial, bloqueando a angiogênese 

(89) e também atuar como fator angiostático, sozinho ou em sinergismo com IL-12 (90). O 

TNF-α pode ter sua ação potencializada pelo interferon gama (IFN-γ) e, quando atua em 

sinergismo com essa citocina, regula negativamente a angiogênese, através da diminuição 

da expressão de αVβ3 integrina nas células endoteliais, resultando no desprendimento e 

apoptose destas células (91). 

Entretanto, quando a produção de TNF-α passa a ser crônica e em baixos 

níveis, essa citocina pode causar dano ao DNA da célula tumoral, por induzir a produção 

de espécies reativas do oxigênio, as quais, além de agirem diretamente no DNA, podem 

inibir enzimas de reparo (86,92). O TNF-α possui atividade antiapoptótica por ativar o fator 
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nuclear NFκB (93) e também pode mediar a interação entre células tumorais e estroma pela 

indução de quimiocinas, como IL-8 (92), MMP9 (94) e fatores de crescimento, tais como 

VEGF e FGF-2 (92), sendo essas moléculas importantes no desenvolvimento vascular 

tumoral.  

Quando atua sozinho ou em sinergismo com IL-1, o TNF-α pode induzir 

a expressão de moléculas de adesão, tais como VCAM-1 e ICAM-1 no endotélio (95,96), 

aumentando o risco metastático por facilitar a adesão ao tecido vascular e migração das 

células tumorais do tecido para a corrente circulatória (97). 

A IL-6 é outra citocina que induz a expressão de moIécula de adesão 

intercelular-1 (ICAM-1) em células de melanoma (98). Essa interleucina pode ser produzida 

por TAM e induzir a angiogênese tumoral por regular positivamente a expressão de VEGF 

(88,99).  Nesse sentido, Cools-Lartigue et al. (7) demonstraram que monócitos estimulados in 

vitro com sobrenadante de cultura de melanoma uveal expressavam níveis significativos de 

IL-6. Os autores sugerem que, in vivo, a produção dessa citocina por TAM pode agir como 

um fator pró-angiogênico e também desativar macrófagos com atividade citotóxica, 

favorecendo, assim, o crescimento, sobrevivência, proliferação tumoral e metástase. 

Embora no estágio inicial do desenvolvimento de melanoma a IL-6 

possua um papel protetor, inibindo o crescimento das células malignas, provavelmente por 

aumentar a função das células T citolíticas (CTLs) (98,100,101), sua expressão em estágios 

mais avançados da tumorigênese, está associada a progressão tumoral e diminuição da 

sobrevida de pacientes com melanomas malignos cutâneo (101,102). Sua expressão em 

células de melanoma uveal humano também está associada à progressão tumoral, fato que 

poderia justificar os altos índices de metástase nos pacientes acometidos com esse tumor 

(7). 
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Também foi observado por Ângelo et al. (103) que a mutação do p53 em 

células de carcinoma renal regulou positivamente a expressão da IL-6, uma vez que, em 

condições normais, o p53 suprime o promotor da IL-6, por interferir em vários fatores 

transcricionais que regulam o gene que codifica essa interleucina. 

A IL-10 é outra citocina com ação pleiotrópica e sua atividade 

antitumoral na resposta imune é ainda controversa. Em modelo murino de células de 

melanoma transfectadas com IL-10, essa citocina foi capaz de inibir o crescimento tumoral 

por estimulação do sistema imunológico, principalmente pela ativação das células NK e de 

CTLs (104). Huang et al. (105), utilizando células de melanoma humano que expressavam IL-

10, demonstraram que essa citocina inibiu o crescimento tumoral e teve efeito 

antimetastático. Esses resultados foram correlacionados com a inibição da angiogênese in 

vivo, uma vez que a IL-10 foi capaz de regular negativamente a expressão de VEGF, IL-

1β, TNF-α, IL-6 e MMP-9 em TAMs. 

Entretanto, García-Hernández et al. (106), utilizando também células de 

melanoma transfectadas, demonstraram que a IL-10 promoveu o crescimento das células 

tumorais, o que se correlacionou com a ocorrência de angiogênese, visto que células 

endoteliais expressavam receptor para essa citocina. Esses autores também observaram 

aumento do número de linfócitos T CD4+, sugerindo serem do padrão Th2, favorecendo o 

crescimento e modelando a angiogênese tumoral, sendo esses efeitos prevenidos quando 

utilizaram anticorpo monoclonal anti-IL-10. 

Howell et al (107), utilizando material de biopsia de pacientes com 

melanoma maligno cutâneo, estudaram se o polimorfismo genético associado à produção 

de IL-10 influenciava no prognóstico da doença. Os autores observaram que o genótipo de 

alta expressão de IL-10 se correlaciona com crescimento menos invasivo do melanoma 
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(crescimento radial), enquanto as células com expressão média ou baixa estavam 

associadas à maior freqüência de casos com crescimento vertical importante. 

A interação do tumor com o sistema imune do hospedeiro desencadeia a 

geração de uma variedade de citocinas com importante papel antitumoral. Uma das mais 

importantes citocinas envolvidas na resistência aos tumores é o IFN-γ. Essa citocina é um 

potente indutor de moléculas de histocompatibilidade de classe I (HLA-I) em células de 

melanoma humano in vitro. A expressão do antígeno HLA-DR (MHC classe II) em cultura 

de melanomas, que normalmente não expressam esse antígeno, é também induzida após 

administração de IFN-γ (108). O aumento da expressão de HLA-I por IFN-γ pode diminuir a 

suscetibilidade das células tumorais à lise por células NK, mas por outro lado, o potencial 

de lise dos linfócitos infiltrantes do tumor (TIL) é aumentado após incubação com essa 

citocina (109). 

Além de induzir a expressão de HLA, o IFN-γ também aumenta a 

expressão de ICAM-1 em células de melanoma e melanócitos (110,111,112), entretanto, 

diferentemente do que ocorre com a IL6, essa expressão foi associada com o aumento da 

vulnerabilidade das células tumorais a morte mediada por monócitos (112). Gusella et al. 

(113) observaram que monócitos humanos, quando tratados com IL-2, induziram aumento 

tanto na expressão de mRNA de IL-8, quanto da proteína. Entretanto, quando essas células 

foram tratadas com IFN-γ, falharam na indução da expressão de IL-8 e também inibiram o 

estímulo proporcionado pela IL-2. A inibição da IL-8 é importante, pois a expressão dessa 

quimiocina está fortemente associada à angiogênese tumoral (15,114). 

Outro grupo a sugerir o papel do IFN-γ na inibição da angiogênese foi de 

Coughlin et al. (115), que demonstraram que células de carcinoma mamário transfectadas 

com genes de IL-12 e IL-18 induzem aumento da expressão de IFN-γ, que por sua vez tem 

ação angiostática pela inibição da expressão de quimiocinas ELR-CXC.  
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A IL-2 é outra citocina que está envolvida na indução de uma resposta 

imune eficiente. Essa citocina é produzida principalmente por linfócitos T auxiliares (Th), 

induzindo sua maturação, diferenciação e ativação (116). Além disso, pode induzir a 

atividade de células LAK, macrófagos e monócitos ativados, além de aumentar a função 

das células NK (117). Todas essas células são importantes na resposta imune celular contra 

tumores, razão pela qual o uso terapêutico da IL-2 em pacientes com melanoma é 

defendido por alguns autores (118,119). 

Wagner et al. (120) demonstraram que melanoma cutâneo humano em 

estágio de regressão expressam tanto o receptor para IL-2, quanto altos níveis dessa 

citocina, sugerindo assim sua contribuição no combate ao melanoma. Niu et al. (121) 

também demonstraram que células de melanoma murino transfectadas com gene da IL-2 in 

vivo tiveram seu crescimento reduzido. Entretanto, Garcia-Vázquez et al. (122) 

demonstraram que células de melanoma derivado do tumor primário expressavam tanto IL-

2R, quanto IL-2 e que essa citocina teve função autócrina, aumentando a proliferação das 

células tumorais, contribuindo assim para a progressão tumoral. 

Finalmente, outra citocina do tipo 1, que induz resposta antitumoral, é a 

IL-12. Essa citocina tem a capacidade de aumentar a resposta de CTL (123), estimular 

células NK (124) e induzir a produção de citocinas como IFN-γ por células NK e linfócitos T 

(125).  

Dabrowasha et al. (126) demonstraram o efeito antiangiogênico da IL-12 

em células de melanoma B16F10, quando usaram essa citocina com um inibidor de 

metaloproteinases (BB-94). A IL-12 estimulou a produção de INF-γ que, em combinação 

com BB-94, proporcionou maior efeito antitumoral. Lasek et al. (90) e Coughlin et al. (115) 

também demonstraram que células tumorais que expressam IL-12 tiveram ação 

antiangiogênica pela indução de INF-γ. Lasek et al. (90) também demonstraram a ação 
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antiangiogênica da IL-12, sobre a formação de novos vasos no modelo murino de 

angiogênese induzida por células tumorais B16F10.  

A IL-12 também tem sido relacionada com as células T reguladoras 

(CD4+CD25+). Nagai et al. (127) mostraram que células de melanoma B16F10 não foram 

afetadas pela administração, in vivo, do anticorpo monoclonal anti-CD25; entretanto, 

quando essa administração foi combinada com células tumorais transfectadas com gene 

para IL-12, resultou em rejeição tumoral. Assim, esses autores indicaram que a depleção in 

vivo de células T reguladoras é um potente adjuvante para imunoterapia de melanoma, 

principalmente se associado com a presença de IL-12. 

Assim, a inflamação pode providenciar localmente citocinas pró e 

antiinflamatórias, sendo que a progressão tumoral dependerá da influencia do número de 

células, tipo, tempo e estado de ativação de todas as células presentes no infiltrado. Esse 

balanço de efeitos opostos no infiltrado reflete o paradoxo da resposta imune observado 

freqüentemente em pacientes com tumor (17). 

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos genéticos 

envolvidos no controle da resposta inflamatória e sua relação com infecções e tumores, o 

Instituto Curie da França, em colaboração com o Instituto Butantan do Brasil, desenvolveu 

um modelo murino de resposta inflamatória aguda (AIR). Esse modelo foi obtido por uma 

seleção fenotípica bidirecional a partir de uma população polimórfica (F0), resultante do 

cruzamento de oito linhagens isogênicas (A, DBA2, P, SWR, CBA, SJL, BALB/c, 

C57BL/6). Partindo da população F0, duas linhagens de camundongos foram 

desenvolvidas com um perfil de resposta inflamatória aguda forte (AIRmax) ou fraca 

(AIRmin), após inóculo s.c. de partículas de poliacrilamida, um agente quimicamente 

inerte e não imunogênico (128). A seleção desses camundongos foi baseada no influxo de 

leucócitos e proteínas encontradas no exsudato, 24 e 48 horas, após a injeção das 
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partículas. O limite da seleção (homozigose) foi alcançado na população F17, em que os 

animais AIRmax apresentaram 10 vezes mais leucócitos infiltrantes, principalmente 

neutrófilos polimorfonucleares (PMN) e 2,5 vezes mais concentração protéica que os 

animais AIRmin (129). A análise da herdabilidade do caráter inflamação, durante as várias 

gerações, revelou o envolvimento de QTL (Quantitative Trait Loci) com efeito aditivo, 

sendo que 11 QTL estão envolvidos com a concentração de células e 7 com a concentração 

de proteínas (129). 

Contribuindo para a diferença fenotípica entre as duas linhagens, 

AIRmax apresenta maior número de PMN na medula óssea, decorrente da maior atração 

por citocinas granulopoiéticas que AIRmin. Os autores também observaram que os animais 

AIRmax produzem mais fatores quimiotáticos para PMN no exsudato inflamatório, sendo 

essas células mais resistentes a apoptose (130). Além disso, diferenças no perfil da 

população de células NK também foram observadas nesses animais, sendo que a linhagem 

AIRmax apresenta maior número de células NK e CD8+ esplênicas que os AIRmin, 

havendo também diferença entre as linhagens quanto à atividade citotóxica contra células-

alvo Yac-1 radiomarcadas e produção de citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-12p40 (131). 

Essas diferenças entre as linhagens refletem as mudanças de 

suscetibilidade/resistência a várias doenças. Di Pace et al. (132) demonstraram que os 

animais AIRmax são mais suscetíveis que os animais AIRmin à indução de colite por 

dextran sulfato de sódio e também no desenvolvimento de focos de criptas aberrantes e 

câncer de cólon induzido por 1,2 dimetil-hidrazina (DMH), indicando a correlação direta 

entre suscetibilidade ao câncer de cólon e a resposta inflamatória aguda. Entretanto, nesse 

mesmo trabalho, camundongos AIRmax foram mais resistentes à carcinogênese pulmonar 

induzida por DMH, visto que animais da linhagem AIRmin desenvolveram múltiplos 
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ademonas e adenocarcinomas. Assim, a resistência ou suscetibilidade desses animais 

parece ser dependente das características do órgão acometido. 

Maria et al. (133) também demonstraram, em modelo de carcinogênese 

pulmonar induzido por uretana, que as divergências existentes parecem estar relacionadas 

com a segregação de alelos suscetíveis (AIRmin) e resistentes (AIRmax) para a região de 

suscetibilidade para adenoma pulmonar (Pas-1) e evidenciando o envolvimento deste locus 

na resposta inflamatória. Nesse trabalho, foi demonstrado que os animais AIRmin 

apresentaram resposta inflamatória subaguda persistente, com 40 vezes mais focos 

tumorais que o grupo AIRmax. 

Em modelo de carcinogênese química de pele induzido por 9,10-dimetil-

1,2-benzeno (DMBA) e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), Biozzi et al. (129) 

demonstraram também que os animais AIRmin foram mais suscetíveis que AIRmax, com 

incidência tumoral 5,8 vezes maior e com múltiplos focos tumorais. Esses autores 

observaram histologicamente que os tumores que progrediram para malignidade com 

aspecto macroscópico de carcinoma de pele nos animais AIRmax apresentaram maior 

infiltração de leucócitos com intensa formação de pus peritumoral. Além disso, esses 

camundongos apresentaram menor diâmetro tumoral que AIRmin. Todos esses resultados 

podem sugerir que a contenção local do tumor nos animais AIRmax seja devida à presença 

de fatores antiangiogênicos, como citocinas, produzidas  por células do infiltrado, contendo 

assim o crescimento tumoral. Castoldi et al. (131) observaram que animais AIRmax, em 

condições normais, expressaram mais TNF-α, IFN-γ e IL-12p40, as quais podem atuar 

como fatores angiostáticos e antiangiogênicos, inibindo a síntese de fatores de crescimento. 

Esses animais também foram avaliados quanto à resistência e 

suscetibilidade a metástases de melanomas implantados (134). Esses autores verificaram que 

camundongos AIRmax,  implantados s.c. com melanoma murino B16F10, apresentaram 
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intenso infiltrado inflamatório no local de inoculação, com massa tumoral pigmentada no 

dorso, apresentando áreas de ulceração e necrose, mas sem detecção de metástases nos 

órgãos internos. No entanto, 80% dos camundongos AIRmin apresentaram metástases no 

pulmão e fígado 15 e 30 dias após inóculo. Quando esses animais foram tratados com 

drogas antiinflamatórias, nesse mesmo trabalho, ficou demonstrado que os mecanismos 

inflamatórios estão diretamente relacionados com a imunidade inata, visto que 

camundongos AIRmax tiveram uma incidência de até 80% de metástase quando tratados 

com nimesulide.   

Assim, dada a complexidade dos processos envolvidos na tumorigênese, 

deve ser considerada a possibilidade de que a segregação dos genes envolvidos na 

regulação da resposta inflamatória aguda interfira também em outros mecanismos de 

controle do crescimento tumoral. Com isso, o presente projeto foi formulado para testar 

a hipótese de que a resistência/suscetibilidade dos animais AIRmax e AIRmin ao 

desenvolvimento de tumores pode ser decorrente de diferenças em sua capacidade de 

promover a angiogênese tumoral. 
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3. Objetivo Geral 

 

Para testar a hipótese apresentada, este projeto teve por objetivo, avaliar a 

expressão de fatores de crescimento e o número de células produtoras de citocinas 

envolvidas na angiogênese, no modelo de melanoma em camundongos AIRmax e AIRmin. 

 

3.1. Objetivos Específicos 

 

a) avaliar a expressão no baço de mRNA dos fatores de crescimento, VEGF, FGF-2 e 

TGF-β; 

b) avaliar o perfil de citocinas, TNF-α, IL6, IL10, IFNγ, IL2 e IL12, produzidas por 

esplenócitos. 
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Abreviações: VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; TGF-ββββ: fator de 

crescimento e transformação beta; FGF-2: fator básico de crescimento de fibroblasto; 

AIRmax: camundongos com resposta inflamatória máxima; AIRmin: camundongos com 

resposta inflamatória mínima. 
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Resumo: 

 

Camundongos AIRmax e AIRmin selecionados de acordo com a intensidade da 

resposta inflamatória aguda apresentam variações na suscetibilidade ou resistência ao 

desenvolvimento de tumores. Considerando a importância da resposta inflamatória no 

desenvolvimento tumoral e que mediadores desta resposta influenciam a angiogênese, o 

presente trabalho avaliou os perfis de expressão no baço de mRNA de VEGF, FGF-2 e 

TGF-β pela técnica da PCR em tempo real e o número de células produtoras das citocinas 

IL-6, TNF-α, IL-10, IL-2, IL-12 e IFN-γ pela técnica de ELISpot envolvidas na 

neovascularização nos animais AIRmax e AIRmin. Para tanto, estes animais foram 

implantados com células de melanomas murino B16F10 e S91 e avaliados quanto ao 

crescimento tumoral, presença de metástases e expressão dos mediadores citados aos 7, 14 

e 30 dias após inóculo subcutâneo. Nossos resultados demonstraram que os animais 

AIRmin tiveram maior capacidade de conter o crescimento de melanoma B16F10 do que 

os animais AIRmax, embora diferenças significativas em relação ao fatores envolvidos na 

angiogênese não tenham sido encontradas. Os animais AIRmin implantados com 

melanoma S91 também apresentaram menor freqüência de crescimento tumoral, ainda que 

esses animais tenham apresentado mais fatores envolvidos na angiogênese, como maior 

expressão de mRNA de VEGF e maior número de células produtoras de IL-6 e TNF-α. 

Assim, é possível que o melhor controle do crescimento tumoral em animais AIRmin seja 

decorrente de sua capacidade de gerar maior número de células produtoras de IFN-γ e 

menor número daquelas produtoras de IL-10. 
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1. Introdução 

 

A angiogênese ou neovascularização é um processo que ocorre tanto em condições 

fisiológicas, quanto patológicas como nas doenças inflamatórias crônicas [1] e no 

desenvolvimento de tumores sólidos [2]. A angiogênese tumoral é caracterizada pela 

formação de novos vasos, dentro ou ao redor do tumor, a partir de um vaso pré-existente 

ou de células progenitoras da medula óssea [3,4]. Esse processo é iniciado pelo 

desequilíbrio entre fatores pró e antiangiogênicos, produzidos por células inflamatórias 

presentes no sítio tumoral e pelas próprias células tumorais [5,6].  

Dentre os fatores de crescimento, o VEGF tem um papel chave na indução da 

angiogênese, atuando como potente mitógeno de células endoteliais [7]. Além disso, sua 

expressão pode ser aumentada em resposta a citocinas como IL-6, TNF-α e TGF-β, 

produzidas por macrófagos associados ao tumor (TAM) [8,9], fato associado ao potencial 

metastático de melanoma [10,11]. O TGF-β pode induzir diretamente a angiogênese [6], 

ou através da indução de moléculas envolvidas nesse processo como o VEGF [12], FGF-2 

[13] e β-integrinas [14]. O FGF-2 induz tanto o crescimento de células endoteliais, quanto 

tumorais [15], além de degradar a membrana basal pela ativação de proteases e 

colagenases, favorecendo a quebra de barreiras e migração das células endoteliais e 

tumorais [16,17].  

As citocinas também podem ter efeito bloqueador ou facilitador da angiogênese. 

Citocinas, como IL-6, TNF-α, IL-10 em determinados estágios do desenvolvimento 

tumoral e concentrações apropriadas, induzem indiretamente a angiogênese tumoral 

[18,19,20,21]. Por outro lado, IFN-γ, IL-12 e IL-2, cujos efeitos biológicos estão 

associados a uma resposta antitumoral, podem inibir a angiogênese tumoral [22,23,24,25]. 

Assim, esse conjunto de fatores antagônicos produzidos por células do sistema imune, 
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células inflamatórias, ou pelas células tumorais podem contribuir para o combate ou a 

progressão tumoral, refletindo o paradoxo observado em pacientes com tumor. 

Na tentativa de melhor compreender os mecanismos inflamatórios envolvidos no 

câncer, foram desenvolvidas linhagens de camundongos com perfil para resposta 

inflamatória intensa (AIRmax) ou fraca (AIRmin), através da seleção bidirecional, partindo 

da população F0, resultante do cruzamento de 8 linhagens isogênicas, contra partículas de 

poliacrilamida [26,27]. A seleção desses camundongos foi baseada no influxo de 

leucócitos e proteínas encontradas no exsudato, 24 e 48 horas após a injeção das partículas 

[26,27].  Contribuindo para as diferenças entre as linhagens, os animais AIRmax 

apresentaram 20 vezes mais leucócitos infiltrantes, principalmente neutrófilos 

polimorfonucleares (PMN) e concentração protéica 2,5 vezes maior que os animais 

AIRmin [28]. Resultados do nosso grupo demonstraram que linhagem AIRmax apresenta 

maior número de células NK e CD8+ esplênicas que a linhagem AIRmin, bem como maior 

produção in vitro de citocinas como IFN-γ, TNF-α e IL-12p40 [29]. 

Essas diferenças entre as linhagens refletem os fenótipos de suscetibilidade ou 

resistência a vários tumores. Assim, os animais da linhagem AIRmax são mais resistentes à 

carcinogênese química de pele induzida por 9,10-dimetil-1,2-benzeno (DMBA) e 12-O-

tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) que os animais AIRmin [27]. A linhagem AIRmax 

mostra-se também mais resistente ao desenvolvimento de ademonas tanto na carcinogênese 

pulmonar induzida por uretana, como por 1,2 dimetil-hidrazina (DMH) [28,30]. Maria et 

al. [31] demonstraram que 80% dos animais AIRmin apresentavam metástases de 

melanoma, enquanto os animais AIRmax foram mais resistentes. Contrariamente, a 

linhagem AIRmin é mais resistente ao câncer de cólon induzido por DMH [28]. 

Assim, dada a complexidade dos processos envolvidos na tumorigênese, deve ser 

considerada a possibilidade de que a segregação dos genes envolvidos na regulação da 
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resposta inflamatória aguda interfira também em outros mecanismos de controle do 

crescimento tumoral. Com isso, o presente projeto foi formulado para testar a hipótese de 

que a resistência ou suscetibilidade dos animais AIRmax e AIRmin ao desenvolvimento de 

tumores pode ser decorrente de diferenças em sua capacidade de promover a angiogênese 

tumoral. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Animais 

Os animais AIRmax e AIRmin, criados no Laboratório de Imunogenética do Instituto 

Butantan – São Paulo, foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da 

FMB/UNESP em caixas de polipropileno, com ração (Nuvital-Nuvilab CR1) e água ad 

libitum em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas com temperatura ambiente de 22° C ± 2   e 

umidade relativa de 50 ± 20. Os grupos foram constituídos por 8 animais machos da 43ª - 

45ª geração e com 8-12 semanas de idade. No momento do sacrifício os animais foram 

anestesiados com 0,1 ml de pentobarbital sódico a 4% para remoção do baço, pele, fígado, 

pulmão e rins. Os animais da linhagem Balb/c utilizados como controle do perfil de 

resposta foram provenientes do CEMIB – UNICAMP – Campinas/SP e mantidos nas 

mesmas condições citadas anteriormente. Todos os experimentos envolvendo os animais 

seguiram as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e 

foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – UNESP (Protocolo nº 444). 
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2.2. Delineamento Experimental 

 

 

Controle: animais normais tratados com solução salina s.c. (0,1mL) 

B16F10: animais inoculados s.c. com 5x104 células da linhagem de melanoma B16F10 

S91: animais inoculados s.c. com 5x104 células da linhagem de melanoma S91 

      : inóculo de 5x104 células tumorais (B16F10 ou S91) ou de solução salina 

      : sacrifício e análises 

 

2.3. Cultura de células dos melanomas murino B16F10 e S91 

As células de melanoma murino B16F10 foram obtidas do Banco de Células do Rio 

de Janeiro e as células da linhagem S91 foram cedidas pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto 

Maria do Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan – São Paulo.  

Alíquotas das células B16F10 e S91 criopreservadas em nitrogênio líquido, foram 

descongeladas em banho-maria a 37°C. Rapidamente, as células foram transferidas para 

tubo estéril com 10mL de meio DMEM com HEPES 50% SBF e lavadas duas vezes por 

centrifugação durante 10 minutos à 1500rpm. A viabilidade das células foi avaliada, 

considerando–se um mínimo de 70% de células vivas para uso. Posteriormente, as células 

foram cultivadas à 37°C e sob tensão de 5% CO2, até completar a monocamanda de 

células. Para o preparo do inóculo, a monocamada de células em cultura foi descolada com 

tripsina (Nutricell – Campinas, SP), lavada por centrifugação, ressuspendida em DMEM e 

AIRmax 

AIRmin 

Balb/c 

B16F10 

S91 

Controle 

B16F10 

S91 

Controle 

B16F10 

S91 

Controle 

0 7 14 30 dias 
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sua concentração ajustada para 5x105 células/mL. Posteriormente, os animais foram 

inoculados subcutaneamente com 0,1mL da suspensão de células B16F10 ou S91. 

 

2.4. Análise Histopatológica 

Após o sacrifício dos animais a área da pele com lesão, linfonodo regional, 

pulmão, fígado e rins foram retirados e acondicionados em frascos devidamente 

identificados, contendo formalina tamponada 10%. Após 24 horas, a formalina foi 

substituída e mantida pelo mesmo período. Em seguida, as amostras foram mantidas em 

álcool 70% até o momento da inclusão em parafina. Os cortes histológicos com 4µm de 

espessura foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para análise histopatológica e 

avaliação da ocorrência de metástases nos linfonodos regionais, pulmão, fígado e rins. O 

processamento do material histológico foi realizado no Departamento de Patologia – 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.  

 

2.5. Avaliação da vasculatura intratumoral  

 Cortes com 4µm de espessura foram realizados em fragmentos de pele da região do 

inóculo tumoral ou de solução salina, incluindo o tecido adjacente. Estes cortes foram 

corados com HE para avaliação quantitativa de vasos sanguíneos intratumorais ou na pele 

sem neoplasia. Devido a grande variabilidade em relação ao tamanho das neoplasias, foram 

contados de 3 a 5 campos microscópicos em área de 0,19 mm2, com magnitude de 400x. 

 

2.6. Extração de RNA do baço e obtenção de cDNA 

De cada grupo experimental foram utilizados 4 animais para remoção do baço. O 

RNA total presente em 30mg do baço, preservado em nitrogênio líquido, foi extraído 
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com o Kit de extração RNAspin (GE Healthcare, Reino Unido). Com o objetivo de 

eliminar o DNA residual genômico extraído junto com o RNA, as amostras de RNA 

foram tratadas com a enzima DNAse (DNAse I), que acompanhava o Kit. Ao final, o 

RNA foi eluído em 100µL de água livre de RNase. Imediatamente após a extração foi 

obtido o cDNA com a enzima Improm RT II (Promega®), partindo-se de 4µg de RNA 

total para um final de 80µL, seguindo protocolo recomendado pelo fabricante. Como 

iniciador da reação de transcrição reversa foi utilizado o Random Primer (hexâmeros ao 

acaso) na concentração de 12,5 ng/µl. 

 

2.7. Primers utilizados para a reação em tempo real da polimerase 

 A seqüência de primers empregada foi obtida na literatura com exceção para FGF-

2. Para VEGF-A foram utilizados os primers forward 5´-AAG TGT GAC GTT GAC 

ATC CGT AA-3´ e reverse 5´-TGC CTG GGT ACA TGG TGG TA-3´ [32]; para TGF-

β1 os primers forward 5´- AAC AAT TCC TGG CGT TAC CTT-3´ e reverse 5´- AAG 

AGC AGT GAG CGC TGA ATC G- 3´ [33] e como controle endógeno foram 

utilizados os primers para β-actina,  forward 5´-AAG TGT GAC GTT GAC ATC CGT 

AA- 3´ e reverse 5´-TGC CTG GGT ACA TGG TGG TA-3´ [34]. Para FGF-2 foram 

desenhados os primers forward 5'-AAG AGC GAC CCA CAC GTC AAA CTA-3´ e 

reverse 5'- AGC CGT CCA TCT TCC TTC ATA GCA-3´ utilizando-se o software 

IDTSciTools (http://www.idtdna.com) a partir da seqüência publicada no Genebank 

(acesso: NM_008006). 
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2.8. Quantificação relativa de mRNA dos fatores de crescimento pela PCR em tempo 

real  

A PCR em tempo real para a quantificação relativa de mRNA dos fatores de 

crescimento, VEGF-A, FGF-2 e TGF-β, foi desenvolvida no aparelho de PCR em tempo 

real modelo 7300 (Applied Biosystems, EUA) com o uso do Kit Power Sybr® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, EUA) conforme as instruções do fabricante, em um 

volume final de 20µL, com a adição de 4 µL da amostra de cDNA por reação e 300nM de 

cada primer. As condições da reação foram: 95º C/10 minutos, 40 ciclos de 95ºC/15 

segundos, 60ºC/1 minuto e o estágio de dissociação foi de 95ºC/15 segundos, 60ºC/15 

segundos e 95ºC/15 segundos. Em todos os ensaios as amostras foram processadas em 

duplicata.  

Em todas as placas foi utilizado o cDNA de uma amostra padrão para todos os 

fatores de crescimento, bem como para β-actina. Essa amostra foi diluída de 1:2 até 1:128 

para a construção da curva padrão. Os valores de expressão relativa foram obtidos com o 

auxílio do programa SDS versão 1.2.3 (Sequence Detection Systems 1.2.3 – 7300 Real 

Time PCR System – Applied Biosystems, EUA) e posteriormente normalizados pelos 

valores de expressão relativa da β-actina. 

 

2.9. Determinação do número de células produtoras de citocinas pela Técnica de 

ELISpot 

O número de células secretoras de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α e IFN-γ foi 

determinado pela reação de ELISA modificada para formação de pontos (ELISpot). 

Inicialmente, microplacas (Millipore Corp., França) de 96 poços com fundo de Immulon 

foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal de captura, diluído em PBS e incubadas 

overnigt a 4ºC. Após lavagem da placa com a solução bloqueio (RPMI contendo 10% de 
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soro bovino fetal - RPMI10%SBF), os sítios livres foram bloqueados com RPMI 10%SBF 

e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após este período, a 

solução bloqueio foi descartada e adicionado à placa 2x106 células esplênicas, em 

duplicata. As células foram incubadas por 21 horas à 37° C em estufa de 5% CO2.  

Posteriormente, as placas foram lavadas 2 vezes com água deionizada e 3 vezes com PBS 

10% SBF. Em seguida foi aplicado o anticorpo monoclonal biotinilado correspondente, 

com incubação por 2 horas à 37° C. Após as lavagens, foi adicionado streptavidina-

peroxidase diluída em PBS 10% SBF, seguida de incubação por 1 hora à temperatura 

ambiente. Posteriormente, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS Tween 20 a 0,05% e 2 

vezes com PBS e, em seguida, reveladas com substrato 3-amino-9-etilcarbazole (AEC 

Substrate Reagent Set for ELISPOT – BD Biosciences, San Diego – CA, USA).  A leitura 

da reação foi realizada no Analisador de ImmunoSpot (BioSys GmbH), com a colaboração 

do Prof. Dr. Célio Lopes Silva do Laboratório de Imunologia do Centro de Pesquisas em 

Tuberculose, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP. 

 

2.10. Análise Estatística 

Os dados obtidos quanto a expressão de mRNA dos fatores de 

crescimento foram analisados pelo teste de análise de variância (ANOVA), seguido do 

Teste de Tukey para comparações múltiplas. Os resultados foram expressos em 

porcentagem em relação ao grupo Balb/c Controle. Os dados de células produtoras de 

citocinas foram analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do Teste 

de Dunn para comparações múltiplas. As análises microscópicas foram avaliadas 

estatisticamente pelo Teste Exato de Fisher. Todos os testes neste trabalho foram 

realizados considerando o nível de significância de α=0,05.  
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3. Resultados 

 

3.1. Análise Histopatológica 

 A análise histopatológica da pele demonstrou que os animais da linhagem AIRmin, 

implantados com melanoma B16F10, apresentaram tendência a menor incidência de tumor 

primário que os animais AIRmax inoculados com a mesma célula tumoral. O grupo 

AIRmin apresentou crescimento significativamente menor do melanoma B16F10 que o 

grupo Balb/c aos 30 dias. O crescimento do melanoma S91, também só foi evidente após 

14 dias de implantação, sendo que os animais das linhagens AIRmax e Balb/c 

apresentaram os melhores índices de aceitação do implante (Tabela 1). 

A análise microscópica não evidenciou a presença de metástase no linfonodo 

regional (Figura 1B), no pulmão, no fígado e nos rins de nenhum dos animais avaliados 

(dados não mostrados). De modo geral, para as duas linhagens tumorais, a invasão local do 

tumor foi acompanhada de infiltrado mononuclear e necrose (Tabela 2 e 3) (Figuras 2 e 3). 

Os animais AIRmin implantados com melanoma S91 apresentaram menor freqüência de 

invasão local, de necrose e de infiltrado mononuclear, que a linhagem AIRmax. A 

incidência de células polimorfonucleares foi muito baixa nos dois períodos para as duas 

linhagens tumorais (Tabela 2 e 3). 

 

3.2. Avaliação da vasculatura intratumoral 

 A análise de vasos sanguíneos foi realizada somente no período de 30 dias, pois aos 

14 dias, o tamanho dos tumores era pequeno, dificultando a análise. Devido à baixa 

freqüência (<40%) de ambos os tumores primários na linhagem AIRmin, não foi possível a 

aplicação de um teste estatístico, assim a análise aqui apresentada será apenas descritiva. 

Os resultados com melanoma B16F10 demonstraram que a linhagem Balb/c apresentou 

39



 

maior número de vasos por área que os animais das linhagens AIR. Entretanto, os animais 

da linhagem AIRmin, inoculados com células S91, apresentaram maior número de vasos 

por área que as linhagens AIRmax e Balb/c. Observamos também que o grupo AIRmin 

S91 apresentou numerosos vasos entre as células mononucleares na região peritumoral. 

Animais da linhagem Balb/c Controle apresentaram maior número de vasos que animais 

das linhagens AIR. A análise microscópica revelou maior freqüência de células viáveis ao 

redor dos vasos sangüíneos, com grande número de células necróticas nas regiões mais 

distantes (Figura 4). 

 

3.3. Detecção de mRNA de fatores angiogênicos no baço. 

A análise de mRNA do VEGF-A, FGF-2 e TGF-β através da técnica de PCR em 

tempo real revelou que todos os animais, com ou sem tumor, expressaram mRNA no baço 

para esses fatores de crescimento. Visto que os animais controle de cada uma das linhagens 

expressam os mRNA investigados, os resultados foram expressos como a concentração 

relativa dos fatores de crescimento (%) em relação ao grupo controle da linhagem Balb/c. 

Dentre os fatores analisados, observamos que, aos 14 dias, os animais AIRmin 

inoculados com células S91 apresentaram maior nível de expressão de mRNA para o 

VEGF-A (aproximadamente 250% maior) (Figura 5B). Essa diferença foi também 

observada quando comparamos os grupos AIRmax e AIRmin sem o tumor (Figura 5B). 

Entretanto, não se observou diferença significativa entre o grupo AIRmin S91 e seu 

controle. Apesar das análises de 7 e 30 dias não serem significativas, observa-se um perfil 

de expressão aumentada de VEGF na linhagem AIRmin em comparação com AIRmax 

(Figuras 5A  e 5C).  

Para os fatores FGF-2 e TGF-β  não foram observadas diferenças significativas 

entre as linhagens e também não se observou efeito do tipo celular implantado. 
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3.4. Determinação do número de células produtoras de citocinas  

Os animais das linhagens AIR inoculados com células de melanoma B16F10 ou 

S91 foram avaliados quanto ao número de células esplênicas produtoras de IL-2, IL-6, IL-

10, IL-12, TNF-α e IFN-γ  pela técnica de ELISpot, após 7, 14 ou 30 dias de implantação 

tumoral. 

A análise do número de células produtoras de IL-6 (células IL-6+) demonstrou que 

aos 7 dias, animais AIRmax, AIRmin e Balb/c implantados com melanoma S91 tiveram 

maior número que seus respectivos grupos controle. A implantação de células B16F10 

promoveu ligeiro aumento no número de células IL6+ nos animais AIRmax e AIRmin 

(0,05 <p<0,1), ao passo que entre os animais Balb/c esta diferença foi estatisticamente 

significativa (p = 0,003) (Figura 6A). 

Nos períodos seguintes de análises, apenas o grupo AIRmin S91 manteve a 

diferença em relação ao seu grupo controle (Figura  6B e 6C). Tanto a linhagem AIRmax, 

quanto AIRmin inoculados com melanoma S91 apresentaram maior número de células 

esplênicas IL-6+ no 14° e 30° dia, enquanto que para o grupo B16F10, o número de células 

secretoras foi semelhante nos três períodos avaliados. 

A análise das células secretoras de TNF-α demonstrou que não houve diferença 

entre AIRmax e AIRmin no período de 7 dias (Figura 6D). Aos 14 dias houve queda no 

número de células produtoras na linhagem AIR implantados com melanoma S91 (Figura 

6E). No entanto, aos 30 dias esse aumentou foi observado apenas nos animais AIRmin S91 

(Figura 6F). 

Em relação ao número de células produtoras de IFN-γ (IFN-γ+), observamos que, 

aos 7 dias, a implantação de células S91 induziu aumento no número de células IFN-γ+ 

tanto na linhagem AIRmax, quanto AIRmin. Nesse período, observamos que animais 

AIRmax responderam com aumento do número de células IFN-γ+  tanto à implantação de 
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células B16F10, quanto S91. Animais AIRmin mostraram o mesmo perfil de resposta, 

embora a análise estatística tenha revelado significância apenas para os animais inoculados 

com S91 (Figura 7A).  Aos 14 dias chamou a atenção a drástica redução no número de 

células IFN-γ+ dos animais AIRmax e AIRmin implantados com S91 (Figura 7B). A 

análise dos dados obtidos aos 30 dias, demonstrou que os animais AIRmin implantados 

com melanoma S91 tiveram um grande aumento no número de células IFN-γ+ e esse 

aumento foi significativo em relação aos animais AIRmax e Balb/c com mesmo implante 

tumoral (Figura 7C). 

Com relação ao número de células produtoras de IL-2, uma característica geral 

observada nos três períodos de análises, foi o aumento do número de células produtoras 

desta citocina (IL-2+) nos animais com tumor (B16F10 e S91) em relação aos seus 

controles. Assim, aos 7 dias, a linhagem Balb/c implantada com qualquer das duas 

linhagens tumorais, apresentaram um aumento significativo de células IL-2+ em relação ao 

controle sem tumor. Comportamento semelhante foi observado entre os esplenócitos dos 

animais AIRmax implantados com tumor em comparação ao seu controle (Figura 7D). 

Chama a atenção o fato de que, nesse período, o número de células produtoras de IL-2 nos 

animais Balb/c implantados com melanoma é visivelmente superior aos valores observados 

tanto nos animais AIRmax  quanto nos animais AIRmin (Figura 7D).  

Diferenças significativas entre animais implantados com tumor e seus respectivos 

controles foram observadas também aos 14 dias (Figura 7E). Aos 30 dias, somente a 

linhagem AIRmax não apresentou diferença entre os grupos com tumor e o grupo controle. 

(Figura 7F). 

A ocorrência de células produtoras de IL-10 e IL-12 foi bastante discreta nos 3 

períodos, observando-se apenas diferenças pontuais entre os grupos AIRmax S91 e 

AIRmin S91 no período de 30 dias (Figuras 8 e 9). 
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Figura 1: Corte histológico da pele (100x) de animais AIRmax. (A) Linfonodo regional de um 
animal do grupo controle. (B) Linfonodo regional, entre duas massas tumorais, de um animal 
implantado com células de melanoma S91 aos 30 dias. 

100 µµµµm100 µµµµm100 µµµµm 100 µµµµm100 µµµµm100 µµµµm

A B 

Figura 2: Corte histológico da pele (200x) de animal AIRmax, implantado com células de 
melanoma B16F10 aos 30 dias. A fotomicrografia mostra a invasão do tumor sobre o tecido 
adjacente, alcançando a camada muscular do peritônio. 
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Figura 3: Corte histológico da pele (400x) de animal AIRmax implantado aos 14 dias com 
células de melanoma S91. (A) Presença de vasos sangüíneos entre células do infiltrado 
mononuclear na região peritumoral. (B) Presença de necrose na região central do tumor. 
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Figura 4: Corte histológico da pele (400x) de animal AIRmax implantado aos 14 dias com 
células de melanoma S91. (A) Presença de vasos sangüíneos intratumorais. (B) Presença de 
células tumorais viáveis ao redor do vaso sanguíneo, contrastando com o tecido necrótico na 
região mais afastada do vaso. 
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Figura 5: Concentração relativa de mRNA do VEGF-A expresso no baço dos animais 
AIRmax, AIRmin e Balb/c, inoculados ou não com células tumorais B16F10 ou S91, no 
período de 7 (A), 14 (B) e 30 (C) dias. A linha de referência (zero) corresponde ao valor 
observado em animais controle Balb/c. *Todas as setas representam diferenças 
significativa com p<0,05. 
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Figura 6: Determinação do número de células esplênicas secretoras de IL-6 e TNF-α dos 
camundongos AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas 
B16F10 e S91 aos 7 (A, D), 14 (B, E) e 30 (C, F) dias. No Box-plot, os quadrantes representam de 
25 a 75% dos valores e o traço horizontal a mediana. 
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Figura 7: Determinação do número de células esplênicas secretoras de IFN-γ e IL-2 dos 
camundongos AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas 
B16F10 e S91 aos 7 (A, D), 14 (B, E) e 30 (C, F) dias. No Box-plot, os quadrantes representam de 
25 a 75% dos valores e o traço horizontal a mediana.
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4. Discussão 

Figura 8: Determinação do número de células esplênicas secretoras de IL-10 dos camundongos 
AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas B16F10 e S91 
aos 30 dias. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores e o traço 
horizontal a mediana. 

Figura 9: Determinação do número de células esplênicas secretoras de IL-12 dos camundongos 
AIRmax, AIRmin e Balb/c normais e implantados s.c. com células de melanomas B16F10 e S91 
aos 30 dias. No Box-plot, os quadrantes representam de 25 a 75% dos valores e o traço 
horizontal a mediana. 
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Estudos prévios demonstraram que os animais que desenvolvem 

inflamação aguda intensa (AIRmax) apresentam maior resistência ao desenvolvimento de 

vários tipos de tumor, que aqueles com baixa resposta inflamatória aguda (AIRmin) 

[27,28,29,30]. Um dos fatores que determinam o crescimento tumoral é a 

neovascularização que pode ser induzida pelo próprio tumor, bem como pode ser 

desencadeada por processos inflamatórios crônicos. Assim, o presente trabalho foi 

desenvolvido com o objetivo de avaliar se os perfis de fatores de crescimento e citocinas 

envolvidos na angiogênese tumoral estão relacionados com a resistência ou suscetibilidade 

dos animais AIRmax e AIRmin, ao crescimento de melanomas murinos B16F10 e S91. 

Entre os fatores de crescimento avaliados, observamos diferença 

estatística apenas em relação ao VEGF, enquanto os níveis de expressão do mRNA para 

FGF-2 e TGF-β foram semelhantes nas 2 linhagens em todos os períodos de investigação. 

Visto que animais da linhagem AIRmin implantados com melanoma S91 apresentaram 

maior número de vasos entre células monucleares ao redor do tumor, é possível pensar que 

a expressão de mRNA para FGF-2 e TGF-β seja mais elevada no sítio tumoral, sem reflexo 

nos seus níveis sistêmicos. De fato, o FGF-2 pode ser liberado localmente através da ação 

de proteases sobre a matriz extracelular [35]. Além disso, o FGF-2 pode ser produzido por 

macrófagos e mastócitos presentes no infiltrado inflamatório tumoral [36,37] e pelas 

próprias células de melanoma, uma vez que estas expressam constitutivamente este fator, 

induzindo crescimento tumoral [38]. De modo similar, o TGF-β pode também ser expresso 

por células tumorais [39,40], exercendo ação localizada quimiotática para monócitos e 

indutora de angiogênese [41]. Soufla et al. [42] observaram que embora células neoplásicas 

de mama humanas liberem altos níveis de TGF-β, a expressão de mRNA desta citocina foi 

menor. Assim, visto que não houve correlação entre a produção da proteína e os níveis de 
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mRNA, os autores sugerem que a expressão do TGF-β é regulada por mecanismos pós-

transcricionais, favorecendo o crescimento tumoral. 

O VEGF é um fator de crescimento que tem um papel fundamental na 

indução da angiogênese e nossas análises, demonstraram que a expressão de mRNA do 

VEGF nos três períodos de análises, foi diferente apenas aos 14 dias, sendo maior nos 

animais AIRmin que nos animais AIRmax, inoculados com células S91 (AIRmin S91 vs 

AIRmax S91, p<0,05). A elevação dos níveis de expressão deste fator, aos 14 dias, pode 

ser decorrente do maior número de células esplênicas produtoras de IL-6 observado nesse 

mesmo período nos animais AIRmin portadores de tumor S91. De fato, a geração de IL-6 

está diretamente relacionada à progressão de melanomas [43,44], uma vez que esta citocina 

pode ser produzida por TAM e induzir a expressão de VEGF [6,45].  

Observamos também que apesar das análises de 7 e 30 dias não 

mostrarem diferenças significativas entre os grupos analisados, os animais do grupo 

AIRmin S91 mostram intensidade maior de mRNA do VEGF que seu controle sem tumor 

(AIRmin Controle). O perfil de células IL-6+ no grupo AIRmin S91 também mostrou 

elevação significativa nesses períodos. Compatível com esse raciocínio, observamos que os 

animais das linhagens AIR inoculados com células B16F10, não apresentaram alterações 

na expressão de VEGF, nem no número de células IL-6+ em comparação com seus 

controle. 

Aos 30 dias, o grupo AIRmin S91 apresentou também maior número de 

células produtoras de TNF-α que seu controle. O TNF-α quando produzido cronicamente e 

a IL-6 em estágios mais tardios da progressão, favorecem a angiogênese tumoral, por 

induzir direta ou indiretamente a produção de quimiocinas, moléculas de adesão e fatores 

angiogênicos [20,46,47]. Assim, estas duas citocinas podem estar influenciando o perfil de 

resposta apresentado pelos animais AIRmin inoculados com melanoma S91. De fato, 
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nossos resultados demonstraram que aos 30 dias, o grupo AIRmin S91 apresentou maior 

número de vasos intratumorais em comparação com seu grupo controle e com o grupo 

AIRmax S91 (Tabela 4). Portanto, os dados sugerem que a linhagem de tumor S91 é mais 

hábil em induzir angiogênese nos animais AIRmin, que as células B16F10. 

Nosso resultados também demonstraram que, aos 30 dias, animais 

AIRmin implantados com células S91 apresentaram maior número de células secretoras de 

IFN-γ que o grupo AIRmax S91, bem como o grupo Balb/c S91. Esses resultados não eram 

esperados, visto que, estudos prévios do nosso grupo demonstram que animais AIRmax 

têm maior produção in vitro de IFN-γ que os animais AIRmin [29]. Entretanto, Vigar et al. 

[48] observaram no modelo de artrite induzida por pristane, que os animais AIRmin 

apresentam maior número de células produtoras de IFN-γ  que os animais AIRmax e essa 

produção foi associada com resistência ao desenvolvimento da doença.  

Este aumento do número de células IFN-γ+, talvez esteja relacionado ao 

aumento de células secretoras de IL-2, observado nos períodos de 14 e 30 dias nos animais 

AIRmin implantados com melanoma S91, frente ao controle. Apesar da linhagem AIRmin 

implantada com melanoma S91 ter apresentado mais fatores envolvidos na angiogênese, o 

maior número de células IFN-γ+ pode ter contribuído para o estabelecimento de uma 

resposta imune específica contra essas células tumorais. Apesar de haver uma aparente 

relação no baço entre células produtoras de IL-6 e a expressão de mRNA de VEGF, a 

interleucina 6, no sítio, pode estar agindo como fator antitumoral, uma vez que in vitro esta 

citocina inibe a proliferação de células de melanoma [49], contribuindo assim com a ação 

do IFN-γ.  

 Camundongos AIRmax inoculados com células S91 apresentaram maior 

número de células produtoras de IL-10 que os animais do grupo AIRmin S91. A IL-10 

pode contribuir para a resistência antitumoral, inclusive pela capacidade de inibir a 
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angiogênese [50], entretanto, sua produção é mais associada ao desenvolvimento tumoral, 

visto que, interfere negativamente na geração de uma resposta celular específica. Assim, o 

menor número de células IL-10+ nos animais AIRmin implantados com células S91 pode 

ter contribuído para a menor freqüência do tumor primário observado nesses animais, bem 

como para o maior número de células produtoras de IFN-γ. 

Animais do grupo AIRmax S91, apesar do baixo índice, apresentaram 

também maior número de células produtoras de IL-12 aos 30 dias de implantação, fato 

contraditório com as observações de que esses animais apresentaram menor número de 

células IFN-γ+ e maior número de células IL-10+ .  

Os resultados com células de melanoma B16F10, não mostraram 

diferenças significativa, entre as linhagens AIRmax e AIRmin para qualquer dos fatores e 

citocinas envolvidas na angiogênese. Esses resultados não eram esperados, visto que Maria 

et al. [31] observaram que animais AIRmax implantados com melanoma B16F10 

apresentaram massa tumoral necrosada e ulcerada. Estes resultados poderiam ser 

decorrentes da falta de vascularização local, diminuindo assim a entrega de oxigênio e a 

retirada de metabólitos celulares. Além disso, neste mesmo trabalho, os animais AIRmin 

implantados com B16F10, apresentaram uma incidência metastática de 80%. Este aumento 

de incidência poderia ser decorrente da angiogênese, visto que outros trabalhos 

demonstram a correlação existente entre crescimento de células de melanoma maligno, 

angiogênese e metástases [10,51,52]. 

Propusemo-nos a analisar estas duas linhagens de melanomas devido às 

diferenças no Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), uma vez que os 

animais AIRmax apresentavam maior freqüência do haplótipo H2b compatível com o das 

células B16F10 e os animais AIRmin apresentavam maior freqüências dos haplótipos H2d 

ou H2k/d compatíveis com das células S91 (H2d) [31]. Entretanto, análises mais recentes 
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das linhagens AIRmax e AIRmin, com gerações posteriores, demonstraram que os animais 

AIRmax passaram também a expressar haplótipo H2d (comunicação pessoal). Assim, as 

diferenças no crescimento do tumor B16F10 entre AIRmax e AIRmin se deve 

provavelmente à incompatibilidade tecidual, não estando relacionadas ao processo de 

angiogênese, uma vez que não houve diferenças significativas dos fatores indutores desse 

processo.  

Assim, em vista dos resultados obtidos, sugerimos que o desafio de 

animais AIRmax e AIRmin com o melanoma S91 provoca, nesses últimos, uma resposta 

imunológica mais intensa que nos animais AIRmax, devido ao maior número de células 

IFN-γ+. Ainda que parte dos fatores produzidos tenham íntima relação com a angiogênese, 

a resposta imune desenvolvida pelos animais AIRmin parece ser fundamental para 

controlar o crescimento do tumor no período final da implantação. 
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