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Resumo



 

RESUMO 

As neoplasias mamárias são os tumores mais comuns nas mulheres e fêmeas caninas. 

Fibroblastos associados ao câncer (CAFs) são células abundantes no microambiente tumoral, 

capazes de intermediar respostas inflamatórias atuando na diferenciação e progressão tumoral. 

A melatonina está associada a mecanismos de ação com efeitos oncostáticos e oncoprotetores, 

e atua na redução da formação de fibroblastos circundantes no câncer de mama. Os objetivos 

desse estudo foram verificar a ação da melatonina nas linhagens tumorais mamárias 

metastáticas humana e canina (MDA-MB-231 e CF-41) bem como em co-cultivo com CAFs 

primários na viabilidade celular e na expressão de proteínas envolvidas nos processos de 

angiogênese, inflamação e apoptose, buscando o entendimento da interação destas proteínas 

nas principais vias de sinalização atuantes no processo tumorigênico. A viabilidade celular foi 

verificada pelo ensaio MTT e a expressão proteica pelo Membrane Antibody Array após o 

tratamento com melatonina. Verificou-se que 1 mM de melatonina reduziu a viabilidade 

celular em ambas as linhagens, CAFs humanos e caninos e em seus co-cultivos (p < 0,05). A 

análise proteica semiquantitativa, após tratamento com melatonina, mostrou redução da 

expressão de sete proteínas pró-angiogênicas e aumento das proteínas TIMP-1 e IL-6 nas 

células MDA-MB-231 e redução de IL-6 e MCP-1 e aumento da leptina, TGF-β, 

trombopoietina e VEGF na co-cultura (p < 0,05). Houve redução de dezenove proteínas pró-

inflamatórias e aumento da citocina I-309 nas células MDA-MB-231 (p < 0,05). No co-

cultivo, seis proteínas pró-inflamatórias apresentaram-se menos expressas e as proteínas IL-4, 

MCP-3 e SCF aumentaram sua expressão (p < 0,05). Das proteínas pró-apoptóticas, doze 

aumentaram a expressão e houve redução da caspase-3 nas células MDA-MB-231 (p < 0,05). 

Na co-cultura, houve aumento das proteínas BIM, HPS27 e IGF-1R e redução de TNF-RII (p 

< 0,05). Na análise por bioinformática das proteínas diferencialmente expressas, verificou-se 

que 21 proteínas participam da via cytokine-cytokine receptor interaction, nove da via janus 

kinase/signal transducers and activators of transcription (Jak-STAT) e 10 da via do câncer 

nas células MDA-MB-231 (p < 0,05). Na co-cultura, nove das proteínas estudadas participam 

da via de sinalização cytokine-cytokine receptor interaction, cinco da via Jak-STAT e seis da 

via do câncer (p < 0,05). Para as células caninas, o tratamento com melatonina aumentou a 

expressão das proteínas pró-angiogênicas IL-6, IL-8, MCP-1 e TIMP-2 na linhagem CF-41 (p 

< 0,05). Na co-cultura, houve redução de TIMP-1 e aumento da angiogenina (p < 0,05). Das 

proteínas pró-inflamatórias, nove se mostraram menos expressas e a IL-15, MCP-2 e SCF 

aumentaram sua expressão nas células CF-41, oito proteínas pró-inflamatórias diminuíram sua 

expressão na co-cultura e as citocinas IL-1α, IL-12p70 e IL-15 estavam superexpressas (p < 



 

0,05). Houve aumento de BCL-2 e redução de BAD e TNF-RII nas células CF-41 e aumento 

da caspase-8, HTRA e SMAC e redução de FAS ligante, livina e TNF-α no co-cultivo (p < 

0,05). A análise por bioinformática mostrou 12 proteínas presentes na via cytokine-cytokine 

receptor interaction, sete na via Jak-STAT e cinco na via do câncer nas células CF-41 (p < 

0,05), enquanto na co-cultura, oito proteínas participavam da via cytokine-cytokine receptor 

interaction, quatro da via Jak-STAT e quatro da via do câncer (p < 0,05). Conclui-se que, além 

da melatonina ser eficaz na redução da viabilidade celular, atua na inibição de proteínas 

angiogênicas e inflamatórias e na indução da expressão de proteínas apoptóticas nas células 

das espécies humana e canina. Ainda, mostrou ação na interação das células tumorais com 

CAFs, confirmando influência no microambiente tumoral e potencial valor terapêutico no 

câncer de mama.  

 

Palavras-chave: câncer de mama, fibroblastos, microambiente tumoral, angiogênese, 

inflamação, apoptose, melatonina. 
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ABSTRACT 

Mammary tumors are the most common tumors among women and female dogs. Fibroblasts 

associated with cancer (CAFS) are the most abundant cells in the tumor microenvironment, 

able to mediate inflammatory responses acting in the differentiation and tumor progression. 

Melatonin is associated with mechanisms of action with oncostatics effects and 

oncoprotectors, and works to reduce the formation of surrounding fibroblasts in breast 

cancer. The objectives of this study were to assess the action of melatonin on mammary tumor 

cell lines human and canine metastatic (MDA-MB-231 and CF-41) and in co-culture with 

primary CAFS on cell viability and expression of proteins involved in the processes of 

angiogenesis, inflammation and apoptosis searching for the understanding of proteins 

interaction in the main signaling pathways active in the tumorigenic process. Cell viability 

was assessed by MTT assay and the semi-quantitative protein analysis by Membrane 

Antibody Array after treatment with melatonin. It was found that 1 mM of Melatonin reduced 

cell viability in both cell lines, human and canine CAFS and their co-culture (p <0.05). The 

semi-quantitative protein analysis after melatonin treatment showed a reduction of the 

expression of seven pro-angiogenic proteins and increased TIMP-1 and IL-6 protein in MDA-

MB-231 cells and reduced IL-6 and MCP-1 and increased leptin , TGF-β, VEGF and 

thrombopoietin in the co-culture (p <0.05). Nineteen pro-inflammatory cytokine protein were 

reduced and I-309 increased in MDA-MB-231 cells (p <0.05). In the co-culture, six pro-

inflammatory proteins were underexpressed and the IL-4, MCP-3 and SCF proteins were 

increased the expression (p <0.05). Twelve pro-apoptotic proteins increased and decreased 

expression of caspase-3 in MDA-MB-231 cells (p <0.05). In the co-culture, an increase of 

BIM, HPS27 and IGF-1R proteins and TNF-RII reduction was observed (p <0.05). In 

bioinformatics analysis of differentially expressed proteins, was verified that 21 proteins 

participate of cytokine-cytokine receptor interaction pathway, nine of janus kinase 

pathway/signal transducers and activators of transcription (jak/STAT) and 10 of cancer 

pathway in MDA-MB-231 cells (p <0.05). In the co-culture, nine proteins participate of 

cytokine-cytokine receptor interaction pathway, five of Jak/STAT pathway and six of cancer 

pathway (p <0.05). For the canine cells, melatonin treatment increased the expression of pro-

angiogenic proteins IL-6, IL-8, MCP-1 and TIMP-2 in CF-41 cells (p <0.05). In the co-

culture, was reduction of TIMP-1 and increasing of angiogenin (p <0.05). Nine pro-

inflammatory proteins showed underexpressed and IL-15, MCP-2 and SCF increased the 

expression in CF-41 cells, eight pro-inflammatory proteins reduced the expression in the co-

culture and the cytokines IL-1α, IL-12p70 and IL-15 were overexpressed (p <0.05). An 



 

increase of BCL-2 and reduction of BAD and TNF-RII in CF-41 cells and increase of 

caspase-8, HTRA and SMAC and reduction of FAS ligand, livin and TNF-α in co-culture (p 

<0.05). The bioinformatic analysis showed 12 proteins of cytokine-cytokine receptor 

interaction pathways and seven of Jak/STAT pathway and five of cancer pathway in CF-41 

cells (p <0.05), while in the co-culture, eight proteins participate of cytokine-cytokine 

receptor interaction pathway, four of Jak/STAT pathway and four of cancer pathway (p 

<0.05). Itn conclusion, besides melatonin is effective in reducing cell viability, is active in 

inhibition of angiogenic and inflammatory proteins and induction of the expression of 

apoptotic proteins in the human and canine species. Besides that, show interaction with 

CAFs, representing an important influence on tumor microenvironment, and potential 

therapeutic value in breast cancer. 

 

Keywords:  Breast cancer, fibroblasts, microenvironment tumor, angiogenesis, inflammation, 

apoptosis, melatonin.  
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I. INTRODUÇÃO   

1. CÂNCER DE MAMA  

 O câncer de mama representa um problema de saúde mundial, sendo a neoplasia mais 

comum entre as mulheres (INCA, 2014). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima 

que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 novos casos de câncer de mama em todo o mundo 

(INCA, 2003). No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou a ocorrência de 

57.120 novos casos para o ano de 2014 (INCA, 2014).  

 As taxas de mortalidade por câncer de mama continuam elevadas, sendo a capacidade 

de invasão das células tumorais e consequente desenvolvimento de metástases, as principais 

causas de mortalidade em mulheres com neoplasias mamárias (SANTOS et al., 2011). Na 

população mundial, a sobrevida média após cinco anos de acompanhamento é de 61% e 

apesar do progresso no diagnóstico e tratamento nos últimos 30 anos, essa doença é ainda 

responsável por quase meio milhão de mortes por ano no mundo (SNOUSSI et al., 2010). 

 Dentre todos os mamíferos, a espécie canina apresenta a maior incidência de 

neoplasias mamárias (BRODEY, GOLDSCHMIDT e ROSZEL, 1983; SLEECKX et al., 

2013), e quando comparada à mulher, possui três vezes mais chances de desenvolver essa 

neoplasia (KROL et al., 2009; GELALETI et al., 2012; MICHEL et al., 2012; PAWŁOWSKI 

et al., 2013). O câncer de mama representa aproximadamente 52% de todos os cânceres que 

acometem cães, sendo 41 a 53% desses tumores de caráter maligno (QUEIROGA E LOPES, 

2002; ZUCCARI et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; CHU et al., 2011; AZUMA et al., 

2012). 

 Devido às muitas semelhanças compartilhadas por seres humanos e cães, os tumores 

mamários em cadelas prestam-se como modelos apropriados e válidos ao estudo da biologia 

do câncer (ANDRADE et al., 2010; PHILLIPS, LEMBCKE E CHAMBERLIN, 2010; 

RASOTTO et al., 2014; RISMANCHI et al., 2014), assim como para testes de agentes 

terapêuticos, já que animais de estimação têm tumores com apresentação histopatológica 

similares àqueles que acometem os seres humanos, e compartilham uma resposta semelhante 

à cirurgia e a esquemas de quimioterapia (MACEWEN, 1990; PHILLIPS, LEMBCKE e 

CHAMBERLIN, 2010; RISMANCHI et al., 2014).  

 Existem estudos que têm identificado uma crescente variedade de marcadores 

moleculares que podem ser utilizados em conjunto com os marcadores morfológicos e 

histopatológicos presentes nos tumores, permitindo o desenvolvimento de tratamentos mais 

efetivos (GONZALEZ-ANGULO, MORALES-VASQUEZ e HORTOBAGYI, 2007; 

GRALOW et al., 2008; HICKS E KULKARNI, 2008; DUFFY, O'DONOVAN E CROWN, 
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2011). A terapia baseada em uma avaliação através de marcadores moleculares prognósticos 

possibilita a aplicação das diferentes modalidades terapêuticas utilizadas no tratamento do 

câncer com a intensidade e a efetividade adequadas para cada paciente (ABREU e 

KOIFMAN, 2002). 

 Nesse sentido, um importante foco das pesquisas no câncer de mama tem sido 

melhorar o entendimento da relação dos componentes moleculares com a doença a fim de 

identificar possíveis marcadores preditivos e prognósticos e desenvolver novas estratégias 

terapêuticas (ALI et al., 2010; LEVASHOVA et al., 2010; PARK et al., 2010). Por muitos 

anos o foco do tratamento tem sido as células tumorais propriamente ditas, buscando a 

inibição da progressão tumoral (ALI et al., 2010; LEVASHOVA et al., 2010; PARK et al., 

2010), entretanto, estudos tem demonstrado que terapias que tenham ação no microambiente 

tumoral podem ser mais eficientes e fundamentais para controle do crescimento tumoral. 

 

2. MICROAMBIENTE TUMORAL 

 A glândula mamária não-alterada é formada pelo epitélio ramificado e o 

microambiente circundante, composto por diversos tipos celulares que participam da 

complexa rede funcional, incluindo células inflamatórias, endoteliais e fibroblastos (Figura 1) 

(FRANCO et al., 2010; LÜHR et al., 2012). As interações entre essas células desempenham 

importante papel no desenvolvimento da glândula mamária normal bem como nos processos 

de tumorigênese (LÜHR et al., 2012). 
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Figura 1. Representação da glândula mamária não-alterada e os diversos tipos celulares 
existentes. Adaptado de KALLURI & ZEISBERG, 2006. 
 

O câncer é um processo complexo que se desenvolve em várias etapas determinadas 

por perturbações genéticas, como a ativação de oncogenes ou silenciamento de genes 

supressores tumorais além de eventos epigenéticos que podem ocorrer no interior das células 

(PIERCE et al., 2009). Além disso, a perda de mecanismos reguladores que controlam o 

comportamento normal das células tem importante ação no microambiente tumoral através da 

atuação de diversos fatores (HAHN e WEINBERG, 2002; BAYLIN, 2005; BARTELS e 

TSONGALIS, 2009). 

A complexidade do câncer tem sido associada à heterogeneidade do microambiente 

tumoral que se caracteriza pela interação de diversos tipos celulares que desempenham 

importante papel em todas as etapas da carcinogênese, da iniciação à progressão do câncer 

(Figura 02) (MIKI et al., 2012; MAO et al., 2013; MARSH, PIETRAS e MCALLISTER, 

2013; ZHANG e LIU, 2013). Dentre estas células destacam-se as células endoteliais e suas 

precursoras, pericitos, células de músculo liso, fibroblastos, miofibroblastos, adipócitos e as 

células do sistema imune representadas pelos neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastócitos, 

linfócitos T e B, células natural killer, e as células apresentadoras de antígenos, tais como 

macrófagos e células dendríticas (FEDELE, TOTHILL e MCARTHUR, 2014; ISHIKAWA et 

al., 2014). Os fibroblastos são as células mais abundantes do estroma mamário 

(APOSTOLOPOULOU e LIGON, 2012) e são considerados os principais fatores atuantes no 

desenvolvimento do tumor (FRANCO et al., 2010; PORRETTI et al., 2014), capazes de 

intermediar respostas inflamatórias, (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004; SANTOS et 

al., 2011; SIMPKINS et al., 2012) e atuando na promoção dos processos de proliferação, 

angiogênese e metástase tumorais devido aos seus efeitos parácrinos sobre as células 

neoplásicas (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004; SANTOS et al., 2011; 

APOSTOLOPOULOU e LIGON, 2012; SIMPKINS et al., 2012).  
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Figura 2. Representação da interação de diversos tipos celulares no microambiente tumoral. 
Adaptado de JUNTTILA & SAUVAGE, 2013. 
 

Fibroblastos associados ao epitélio normal são conhecidos como NAFs e apresentam 

efeito contrário em células tumorais, dependendo do estágio que se encontra a doença. No 

início da tumorigênese, atuam contra a progressão maligna, mas com o avanço do processo, 

são subvertidos para promoção do crescimento tumoral convertidos em fibroblastos 

associados ao câncer (CAFs) cuja atuação diferencial na progressão tumoral se dá através da 

sinalização de citocinas específicas (MIKI et al., 2012; MAO et al., 2013; MARSH, 

PIETRAS e MCALLISTER, 2013). Além disso, apresentam maior proliferação e 

comportamento migratório (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 2004).  

No câncer de mama invasivo, as células mioepiteliais e a membrana basal são 

invadidas, deixando as células tumorais em contato direto com o estroma intersticial 

remodelado, que compreende fibroblastos e miofibroblastos, células vasculares tumorais e um 

número considerável de células imunes infiltradas, como linfócitos, macrófagos e mastócitos 

(Figura 2) (INMAN e BISSELL, 2010). 
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Figura 3. Representação do estroma não-alterado e o microambiente tumoral modificado. A) 
Tecido composto por células epiteliais dispostas ordenadamente e células do estroma 
contendo fibroblastos e vasos sanguíneos; B) Tecido tumoral maligno, em contato com o 
estroma remodelado, composto por CAFs, células inflamatórias, fatores de crescimento, 
citocinas e vasos sanguíneos. Adaptado de ZHANG e LIU, 2013. 

 

CAFs são uma subpopulação de fibroblastos ativados (EREZ et al., 2013) capazes de 

alterar o microambiente tumoral e o destino das células neoplásicas (ÖHLUND, ELYADA e 

TUVESON, 2014). Esses fibroblastos secretam fatores atuantes na promoção da angiogênese 

e proliferação celular como as proteínas da matriz extracelular, metaloproteinases (MMPs) 

(MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9), fatores de crescimento, como o fator de crescimento 

semelhante a insulina -1 (IGF-1), epitelial (EGF), derivado de plaquetas (PDGF), 

transformante -β (TGF-β) e o endotelial vascular (VEGF) além de citocinas, como as 

interleucinas (ILs)-1 e 6, a proteína quimioatraente de monócitos -1 (MCP-1) e o fator 

derivado de células do estroma -1 (SDF-1) (Figura 4) (KALLURI e ZEISBERG, 2006; 

LEBRET et al., 2007; SANSONE e BROMBERG, 2011; EREZ et al., 2013; ZHANG e LIU, 

2013; AL-ANSARI e ABOUSSEKHRA, 2014; DRAKE e MACLEOD, 2014). 



28 
 

 
Figura 4. Representação da liberação de fatores de crescimento e quimiocinas pelos 
fibroblastos associados ao câncer, capazes de se comunicar com as células neoplásicas, 
epiteliais, endoteliais, inflamatórias e pericitos. Adaptado de KALLURI e ZEINSBERG, 
2006. 

Nesse contexto, sabe-se que CAFs são capazes de remodelar a matriz extracelular 

(MEC) através da alteração na expressão de microRNAs, afetando genes alvos e causando 

mudanças como hipometilação do DNA (ÖHLUND, ELYADA e TUVESON, 2014). Além 

disso, essas células podem causar resistência a muitas terapias contra o câncer (ÖHLUND, 

ELYADA e TUVESON, 2014). Um estudo de (RONG et al., 2013) demonstrou que células 

de câncer de mama triplo negativas co-cultivadas com CAFs e tratadas com o quimioterápico 

taxotere® apresentam aumento da adesão, invasão e proliferação celular.     

 

3. PROCESSOS PRESENTES NA TUMORIGÊNESE 

A angiogênese é um processo de formação de novos vasos sanguíneos, a partir de um 

endotélio vascular preexistente (CAO et al., 2005; AL-DISSI et al., 2010; FINLEY, DHAR e 

POPEL, 2013), que visa o fornecimento de nutrientes e oxigênio permitindo a proliferação 

das células e consequente crescimento e progressão do tumor (TAKAHASHI e SHIBUYA, 

2005; GAVALAS et al., 2013). 

Nesse contexto, o crescimento tumoral se inicia lentamente e, a medida que a 

disponibilidade de oxigênio e nutrientes diminui, ocorre a ativação do “interruptor 

angiogênico” (angiogenic switch), caracterizada pelo aumento dos fatores pró-angiogênicos e 
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diminuição dos anti-angiogênicos, garantindo o crescimento exponencial do tumor. Assim, as 

células endoteliais quiescentes passam a responder a estímulos de proliferação e migração 

para formação de novos vasos (Figura 5) (BERGERS e BENJAMIN, 2003)  

 
Figura 5. Representação da ativação da angiogênese a partir de células quiescentes. 

(JARDIM-PERASSI, 2014). 

 

A formação de novos vasos sanguíneos pela angiogênese envolve um número 

sequencial de passos e se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor, além disso, 

inúmeros fatores participam, como as Angiopoitinas 1 e 2 e seus receptores Tie-1 e Tie-2, 

Angiogenina, MMPs, PDGF, fator de crescimento de fibroblastos básico (bFGF), EGF, IGF-

1, citocinas pró-inflamatórias, entre outros (ARBAB, 2012). 

  Inicialmente, ocorre a ativação de células endoteliais quiescentes por fatores liberados 

pelas células tumorais em resposta a condições adversas como privação de nutrientes e 

oxigênio. Posteriormente, fatores de crescimento pró-angiogênicos produzidos e liberados 

pelas células tumorais, como VEGF e Angiopoitina-2 atuam na desestabilização inicial dos 

vasos pré-existentes e aumento da permeabilidade vascular, levando a degradação da 

membrana basal e da matriz extracelular, pela sua capacidade de induzir a síntese de enzimas 

proteolíticas tais como as matriz metaloproteinases (MMPs) permitindo a remodelação do 

citoesqueleto, e eventual liberação de fatores pró-angiogênicos ligados a matriz. Em seguida, 

ocorre a proliferação e migração das células endoteliais, bem como a formação do tubo, 

recrutamento e diferenciação de células de suporte perivascular (pericitos). Nessa etapa 

inúmeros fatores estão envolvidos como VEGF, Angiogenina, PDGF, bFGF, EGF, entre 
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outros. Ao final, ocorre a maturação e estabilização dos novos vasos formados, com a 

participação de fatores como a angiopoitina-1 e seu receptor Tie-2 (Figura 6) (BERGERS e 

BENJAMIN, 2003; PRADEEP, SUNILA e KUTTAN, 2005; MILKIEWICZ et al., 2006; 

CLAPP et al., 2009; COULON et al., 2011; WEIS e CHERESH, 2011). 

 
Figura 6. Representação das etapas do processo de angiogênese com a participação de 
inúmeros fatores pró-angiogênicos (JARDIM-PERASSI, 2014). 

 

Sabe-se que o crescimento e progressão de tumores dependem da angiogênese (PARK 

et al., 2010; RYKALA et al., 2011) e os CAFs são importantes promotores desse processo 

(KALLURI e ZEISBERG, 2006), uma vez que secretam diversos fatores pró-angiogênicos, 

tais como o VEGF, TGF-β, IL-8 e Leptina (KALLURI e ZEISBERG, 2006; GREENBERG e 

RUGO, 2010; ROMON et al., 2010; TANEJA et al., 2010). 

 O processo inflamatório contribui para a carcinogênese (SANSONE e BROMBERG, 

2011) promovendo uma resposta fisiológica à proliferação e remodelação tecidual, facilitando 

assim a progressão neoplásica (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; SERVAIS e EREZ, 

2013). Características inflamatórias como a infiltração de leucócitos no microambiente, 

ativação da angiogênese, além de níveis elevados de quimiocinas e citocinas são observados 

em todos os tumores sólidos (MANTOVANI et al., 2008; SERVAIS e EREZ, 2013).  

O microambiente é um sistema dinâmico, e portanto, formado em grande parte por 

células inflamatórias que liberam suas citocinas. A interação desses fatores pode estimular a 
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proliferação e sobrevivência de células com danos no DNA, e o acúmulo dessas e outras 

alterações genéticas permitem a evolução para a malignidade (Figura 7)  (CONDEELIS e 

POLLARD, 2006). Algumas células que regulam a expressão de citocinas e quimiocinas para 

ajudar no recrutamento de células inflamatórias e agir contra as células tumorais atuam de 

maneira contrária no microambiente tumoral, utilizando esses fatores para promover o 

crescimento e a progressão tumoral (RICHMOND e THOMAS, 1986). Além disso, as células 

tumorais são capazes de evadir os principais mecanismos de ação do sistema imunológico, se 

beneficiando com a inflamação no microambiente tumoral (COUSSENS e WERB, 2002). 

 
Figura 7. Representação do tecido não-alterado e do tumor invasivo. A. Tecido não-alterado 
com sua arquitetura organizada. B. Carcinoma invasivo com arquitetura desorganizada, 
presença excessiva de vasos sanguíneos e linfáticos e matriz extracelular remodelada que 
interagem com outros tipos celulares. Adaptado de COUSSENS e WERB, 2002.  
 

CAFs tem capacidade de orquestrar a inflamação relacionada ao tumor. Um dos 

mecanismos pelos quais os CAFs regulam a inflamação no tumor é através da secreção de 

citocinas e quimiocinas que recrutam e modulam a função de células imunológicas do sistema 

inato e adaptativo no microambiente tumoral. 

As citocinas pertencem a uma diversificada família de pequenas proteínas solúveis, 

expressas por vários tipos de células e tecidos (WILCZYŃSKI, 2006) e têm sido associadas 

ao câncer, desempenhando papel chave no recrutamento e posicionamento de leucócitos na 

carcinogênese (NICOLINI, CARPI e ROSSI, 2006), afetando significativamente o 

crescimento de tumores in vivo. Por outro lado, além de serem liberadas pelas células 

inflamatórias, também podem ser produzidas por células tumorais, representando uma rede 
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variável de moléculas estrutural e funcionalmente diferentes que podem atuar como fatores de 

crescimento ou inibição tumoral (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 1994). 

Nesse contexto, os fibroblastos ativados e células inflamatórias secretam enzimas 

proteolíticas e citocinas que são mitogênicos para células neoplásicas. Esses fatores 

potencializam o crescimento do tumor, estimulando a angiogênese, induzindo a migração e 

maturação de fibroblastos, permitindo assim a propagação metastática (COUSSENS e 

WERB, 2002). 

Apoptose é um processo de morte celular complexo que envolve a expressão de 

fatores pró-apoptóticos e a inibição de fatores anti-apoptóticos. As alterações celulares 

observadas são consequência de uma cascata de eventos moleculares e bioquímicos 

específicos e geneticamente regulados (LOWE e LIN, 2000; GRIVICICH et al., 2007). 

Defeitos no mecanismo de regulação desse processo contribuem para o crescimento de células 

anormais representando um importante fator no desenvolvimento e progressão do câncer 

(LUANPITPONG et al., 2013). 

A apoptose pode ocorrer por estímulos externos através da interação de receptores e 

ligantes da família do fator de necrose tumoral (TNF, Fas ligand, TRAIL). Sua ativação induz 

o recrutamento da caspase-8 que irá ativar a caspase-3 (BHATTACHARJEE et al., 2012; 

ULUKAYA et al., 2014). Essa caspase desempenha importante papel na execução da 

apoptose por meio da produção excessiva de espécies reativas de oxigênio que esgotam as 

defesas antioxidantes da célula, gerando uma condição de estresse oxidativo, e consequente 

danos no DNA e morte celular (EL-AZIZ et al., 2005). 

O processo de apoptose também pode ser iniciado por estímulos internos como 

privação de fatores de crescimento, danos no DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes 

(GRIVICICH et al., 2007). O citocromo c representa um papel crucial nesse processo. 

Quando estimulado, o citocromo c é liberado no citosol onde se liga a Apaf-1 e a pró-caspase-

9 para a formação do apoptossomo (HÜTTEMANN et al., 2011; CHEN et al., 2014). Pró-

caspases executoras são ativadas pelo apoptossomo, ocorrendo a liberação da caspase-3 

(YUAN et al., 2011). 

 

4. MELATONINA  

A melatonina é um hormônio conhecido como N-acetil-5-metoxitriptamina, produzido e 

secretado principalmente pela glândula pineal (ZAMFIR CHIRU, POPESCU e GHEORGHE, 

2014), que possui diversas funções fisiológicas, dentre as quais se destaca a cronobiológica 
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(SOUSA-NETO, 2005; MAGANHIN et al., 2008). Além disso, a melatonina atua sobre o 

sistema reprodutor, cardiovascular, sistema imunológico, no crescimento e envelhecimento 

(MAGANHIN et al., 2008; PANDI-PERUMAL et al., 2013), além de possuir importante 

papel em processos patológicos, incluindo o câncer (LUCHETTI et al., 2010). 

LUCHETTI et al., 2010 mostraram que a melatonina é eficaz na inibição do 

crescimento tumoral in vitro e in vivo, sendo que essa capacidade em neutralizar o 

crescimento tumoral faz parte de um amplo espectro de mecanismos envolvidos 

(MEDIAVILLA et al., 2010).  

Diversos mecanismos de ação da melatonina têm sido propostos, sugerindo-se 

aumentar a imunidade local (LUCHETTI et al., 2010; ALVAREZ-GARCÍA et al., 2012), a 

capacidade antioxidante celular (MIRUNALINI S, DHAMODHARAN G., 2010), expressão 

de genes supressores tumorais (MEDIAVILLA et al., 2010) além da indução da apoptose 

(Proietti et al., 2011). Alguns estudos demonstram que a melatonina minimiza a inflamação, 

bloqueando fatores de transcrição, como o fator nuclear NF-kB inibindo a expressão de 

citocinas e interleucinas pró-inflamatórias, em especial da ciclooxigenase 2 (COX-2), de 

espécies reativas de oxigênio (iNOS), MMPs e do VEGF (LI ET AL., 2005; KORKMAZ, 

ROSALES-CORRAL e REITER, 2012).  

SASAKI et al., 2002 observaram ainda que a melatonina é capaz de reduzir 

significantemente os níveis de TNF-α em tumores mamários humanos. Além disso, 

ALVAREZ-GARCÍA et al., 2012 propõem que a melatonina regula citocinas que influenciam 

no microambiente tumoral. Assim, a melatonina pode ser considerada importante alvo no 

controle da progressão tumoral, criando assim, um caminho promissor para sua utilização 

como agente terapêutico no câncer.  
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II.  OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

� O presente trabalho teve como objetivo avaliar a interação dos CAFs em co-cultivo 

com linhagens de câncer de mama metástaticas humana e canina sob a ação da 

melatonina, verificando a expressão de proteínas relacionadas à angiogênese, 

apoptose e ao perfil diferencial de citocinas. 

  

Objetivos específicos 

� Determinar a eficácia da melatonina na viabilidade celular das linhagens MDA-MB-

231 e CF-41; 

� Avaliar a expressão proteica dos fatores envolvidos nos processos de angiogênese, 

apoptose e inflamação antes e após o tratamento com melatonina nas linhagens MDA-

MB-231 e CF-41 e em co-cultivo com CAFs; 

� Identificar as vias de sinalização celular das proteínas diferencialmente expressas após 

o tratamento com melatonina por ferramentas de bioinformática
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III. CAPÍTULOS 

Os resultados referentes aos objetivos desta dissertação serão apresentados a seguir na 

forma de dois artigos científicos, conforme as normas de publicações específicas de cada 

periódico: 

 

Artigo I 

Título: Interação de fibroblastos associados ao câncer com a linhagem tumoral triplo-negativa 

MDA-MB-231 em resposta ao tratamento com melatonina 

Autores: Larissa Bazela Maschio; Gabriela Bottaro Gelaleti; Marina Gobbe Moschetta; Thaiz 

Ferraz Borin; Bruna Victorasso Jardim-Perassi; Newton Antonio Bordin Júnior; Rosimeire 

Aparecida Roela; Juliana Ramos Lopes; Lizandra Akina Corrêa; Jéssica Picinin Cardoso; 

Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari. 

Periódico: BMC Câncer (a ser submetido) 

 

Artigo II 

Título: Interação de fibroblastos associados ao câncer (CAFs) com linhagem metastática 

canina (CF-41) em resposta ao tratamento com melatonina  

Autores: Larissa Bazela Maschio; Gabriela Bottaro Gelaleti; Giovanna Rossi Varallo; Marina 

Gobbe Moschetta; Thaiz Ferraz Borin; Bruna Victorasso Jardim-Perassi; Juliana Ramos 

Lopes; Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari. 

Periódico: Anti-Câncer Agents in Medicinal Chemistry (a ser submetido) 
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RESUMO  

Introdução: Fibroblastos associados ao câncer (CAFs) são as células mais abundantes no 

microambiente tumoral, capazes de secretar fatores de crescimento e atuar na progressão 

tumoral. O hormônio melatonina tem sido associado a diversos mecanismos de ação com 

efeitos oncostáticos e oncoprotetores, além de participar da redução da síntese de fibroblastos 

circundantes e células endoteliais no câncer de mama. Os objetivos deste estudo foram 

determinar a eficácia da melatonina na viabilidade celular e na expressão de proteínas 

envolvidas nos processos de angiogênese, inflamação e apoptose na linhagem tumoral 

mamária triplo negativa (MDA-MB-231) e no co-cultivo com CAFs, a fim de traçar as 

principais vias de sinalização das proteínas atuantes no processo tumorigênico moduladas pela 

melatonina. Materiais e Métodos: A viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT e a 

expressão proteica pelo Membrane Antibody Array no extrato e sobrenadante celulares das 

culturas após o tratamento com melatonina.  Resultados: O tratamento com 1 mM de 

melatonina por 48 horas reduziu a viabilidade celular em MDA-MB-231, CAFs e no co-

cultivo (p < 0,05). A análise proteica semiquantitativa após tratamento com melatonina 

mostrou redução da expressão das proteínas EGF, ENA-78 bFGF, IL-8, Leptina, MCP-1, 

PDGF-bb, IL-6 e aumento da TIMP-1, IL-6, VEGF, TGF-β e trombopoietina, envolvidas na 

angiogênese. Redução da Angiopoietina-2, MMP-1, MMP-9, PECAM-1, TIE-2, TNF-α, 

uPAR, GM-CSF, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, MCP-2, MDC, MIP-1 delta, SDF-

1, TARC, Oncostatin M e aumento da I-309, SCF, IL-4 e MCP-3, atuantes na inflamação e, 

aumento das proteínas apoptóticas citocromo C, DR6, IGFBP-3, IGFBP-5, IGFBP-6, livina, 

p21, p53, TNF-RII, xIAP, hTRA, HPS27, IGF-1R e BIM comparadas ao grupo controle 

veículo (p  < 0,05). A análise por bioinformática indicou que as proteínas diferencialmente 

expressas estão inseridas nas vias de sinalização cytokine-cytokine receptor interaction, jak-

STAT e na via do câncer (p < 0,05). Conclusões: A melatonina mostrou-se eficaz na redução 

da viabilidade celular, na inibição de proteínas angiogênicas e inflamatórias e indução da 

expressão de proteínas apoptóticas nas células MDA-MB-231 e na interação com CAFs, o 

que determina sua influência do microambiente tumoral e potencial valor terapêutico no 

câncer de mama.  

 

Palavras-chave: câncer de mama, fibroblastos, microambiente tumoral, angiogênese, 

inflamação, apoptose, melatonina. 
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INTRODUÇÃO 

O câncer de mama representa um problema de saúde mundial, sendo a neoplasia mais 

comum e com maior taxa de mortalidade entre as mulheres [1, 2] em países desenvolvidos. A 

alta taxa de mortalidade se deve a progressão tumoral e surgimento de metástases, que é 

requerida neovascularização [3]. Além disso, a presença de múltiplas subpopulações de 

células genotípica e/ou fenotipicamente distintas em um único tumor modulam o 

comportamento das células tumorais [4-6], que atuam favoravelmente fatores pró-

inflamatórios e anti-apoptóticos [7].  

A heterogeneidade do microambiente tumoral se caracteriza pela presença de células 

neoplásicas associadas a fibroblastos, miofibroblastos, pericitos, células endoteliais e uma 

variedade de células inflamatórias [8, 9]. Os fibroblastos são as células mais abundantes no 

estroma do tecido mamário [10], sendo considerado um dos principais componentes celulares 

que contribuem para o desenvolvimento do tumor [6, 11]. No início da tumorigênese, os 

fibroblastos atuam contra a progressão tumoral, no entanto, com o avanço do processo, são 

subvertidos para promoção do crescimento tumoral, sendo denominados fibroblastos 

associados ao câncer (CAFs) [12-16].  

CAFs são uma subpopulação de fibroblastos ativados [17] que secretam proteínas da 

matriz extracelular e metaloproteinases (MMPs) (MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9), 

fatores de crescimento, como o fator de crescimento semelhante à insulina -1 (IGF-1), 

epitelial (EGF), derivado de plaquetas (PDGF), transformante -β (TGF-β) e o endotelial 

vascular (VEGF) além de citocinas, como as interleucinas (ILs)-1 e 6, a proteína 

quimioatraente de monócitos -1 (MCP-1) e o fator derivado de células do estroma -1 (SDF-1), 

importantes na promoção da angiogênese e proliferação celular [7, 12, 15, 17-21]. 

Tem sido proposto ainda, importante papel destas células no estabelecimento do 

prognóstico do câncer de mama, tornando-as importantes alvos nas terapias anti-tumorais por 

meio da supressão de seus efeitos parácrinos [15]  

Um novo foco das pesquisas em câncer de mama é o entendimento da relação das 

moléculas liberadas no ambiente tumoral com a doença propriamente dita, com o objetivo de 

identificar possíveis marcadores preditivos e prognósticos e desenvolver novas estratégias 

terapêuticas [22-24]. A maioria das pesquisas atuais focam em bloquear apenas as células 

tumorais, entretanto, torna-se importante a descoberta de novas terapias que possam atuar no 

microambiente tumoral [22-24]. 

A melatonina, hormônio naturalmente produzido e secretado na glândula pineal, tem 

comprovada eficácia na inibição do crescimento tumoral em estudos in vitro e in vivo [3, 16, 
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25]. Atua modulando o sistema imune, agindo na resposta inata, humoral e celular [26], no 

bloqueio de fatores de transcrição como o fator nuclear kappa B (NF-kB), na inibição da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias [27, 28] e na indução da apoptose, pela parada do 

ciclo celular [29]. Além disso, Alvarez-García et al. [30] propõem que a melatonina reduz a 

produção de fibroblastos circundantes e células endoteliais no câncer de mama. 

Os objetivos desse estudo foram determinar a eficácia da melatonina na viabilidade 

celular e na expressão de proteínas envolvidas nos processos de angiogênese, inflamação e 

apoptose na linhagem tumoral mamária triplo negativa (MDA-MB-231) e no co-cultivo com 

CAFs a fim de traçar as principais vias de sinalização das proteínas atuantes no processo 

tumorigênico moduladas pela melatonina. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Considerações éticas  

 Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (Parecer no. 354.970).  

 

Cultivo celular 

As células da linhagem tumoral mamária triplo negativa (MDA-MB-231) (ATCC, 

Manassas, VA, USA) foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm2 (Sarstedt, Nümbrecht, 

Alemanha) com meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil), penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 µg/mL) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-glutamina (2 mM) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em 

estufa a 37 °C e 5 % de CO2, até atingirem 80–90 % de confluência celular.  

Para o estabelecimento de cultura primária de CAFs, foram coletados fragmentos 

tumorais de 0,5 cm² da mama de mulheres (n=7) atendidas no ambulatório de Ginecologia e 

Obstetrícia do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 

(FAMERP) submetidas ao procedimento cirúrgico para a retirada do tumor, com diagnóstico 

histopatológico de carcinoma ductal invasivo e sem terapia neoadjuvante com idade de 37 a 

70 anos (média 56 anos). Os fibroblastos foram obtidos a partir da técnica de explante, de 

acordo com Santos et al. [31], a qual consiste em lavar o tumor em solução salina 1X, 

microfragmentar e incubar em meio de cultura DMEM baixa glicose e nutriente HAM-F12 na 

proporção de 1:1 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 20 % de SFB, penicilina 

(10.000 unid/mL), estreptomicina (500 µg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 
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anfotericina B (250 ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-glutamina (2 mM) 

(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37 °C e 5 % de CO2, até que as células atinjam 

80–90 % de confluência.  

Após três passagens as culturas primárias foram caracterizadas por imunocitoquímica 

semiquantitativa como CAFs pela alta expressão de anti-vimentina, diluição 1:100 (Dako), 

anti-α actina do músculo liso (α-SMA), diluição 1:500 (Abcam) e anti-TGFβ, diluição 1:500 

(Abcam) e expressão negativa de anti-citoqueratina, diluição 1:500 (Abcam), utilizando o kit 

STARR TREK Universal HRP Detection (Medical Biocare, Concord, CA, USA), seguindo as 

instruções do fabricante.  

Após a caracterização, para a realização das próximas etapas, foram selecionadas as 

células de uma paciente de 67 anos de idade, com diagnóstico histopatológico de carcinoma 

ductal invasivo e painel de marcadores imuno-histoquímicos: receptor de estrógeno positivo 

(RE+), receptor de progesterona negativo (RP-), HER-2/Neu positivo, índice de proliferação 

celular positivo (Ki-67+) e gene supressor tumoral p53 negativo.  

 

Ensaio de viabilidade celular por MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)  

As células MDA-MB-231 e os CAFs foram semeados em placas de 0,31 cm2 

(Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha), com 100 uL de meio contendo 0,05 x 106 MDA-MB-

231/poço e 0,03 x 106 CAFs/poço, bem como em co-cultivo, onde foram plaqueadas, 0,04 x 

106 MDA-MB-231/poço em adição a 0,01 x 106 CAFs/poço. As células foram incubadas com 

meio contendo diferentes concentrações de melatonina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

(0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM and 1 mM) e adicionado um grupo veículo (sem tratamento) 

contendo a concentração máxima de agente diluente (etanol 0,05 %). Após 48 horas, 10 uL de 

solução MTT (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foi adicionada para cada 

poço e as placas foram incubadas a 37 °C durante 4 horas. Para solubilizar os cristais de 

formazan MTT, as células foram incubadas com dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) durante 10 minutos a 37 °C. A absorbância foi medida em leitor de 

ELISA (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) a 540 nm. A viabilidade celular (%) foi 

calculada para todos os grupos, em comparação com ao grupo veículo. Todas as amostras 

foram realizadas em triplicatas. 
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Co-cultivo celular e extração proteica 

 O ensaio de co-cultura foi realizado em placas de seis poços com área de 4,7 cm2 por 

poço (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA) onde foram plaqueadas 0,5 x 106 células 

epiteliais sobre a superfície de cada poço, com meio de cultura já descrito. Após 24 horas, 

foram inseridos os insertos com membrana de 4,2 cm2 e 0,4 µm de poro (Corning Life 

Sciences, Tewksbury, MA, USA) e sob os insertos foram plaqueados 0,15 x 106 CAFs, em 

meio de cultura já descrito, mimetizando a proporção entre células epiteliais e células do 

estroma, observada na glândula mamária (70:30), de acordo com Rozenchan et al. [32]. Após 

24 horas em co-cultivo, o meio de cultura foi substituído para meio específico de tratamento, 

e realizado o tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas para posterior quantificação 

proteica. 

 Para mensuração dos níveis proteicos, foram extraídos o lisado celular e o 

sobrenadante a partir das células MDA-MB-231 e do co-cultivo com CAFs após o tratamento 

com 1 mM de melatonina e no grupo veículo. Após o período de 48 horas, as células foram 

lavadas com PBS 1X e em seguida foi realizada a lise celular com o tampão 1X 

MILLIPLEX® MAP Lysis Buffer, contendo 1 mM do inibidor de fosfatase (Na3VO4) e 1:10 

do inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A solução foi centrifugada a 

5000 G por 10 minutos a 4 ºC para precipitação dos “debris” celulares e coleta do 

sobrenadante, sendo posteriormente mantidos a -80 °C. Posteriormente foi coletado o meio 

sobrenadante e utilizado o dispositivo de ultrafiltração (Amicon®, Merck Millipore, Billerica, 

MA, EUA) para concentrar as proteínas presentes no meio. O sobrenadante foi incluído na 

coluna contendo filtro no tamanho de três kDa, e centrifugado a 4000 G por 60 minutos, 

proteínas com tamanho maior que três kDa foram retidas pelo filtro, e posteriormente 

quantificadas. 

 A concentração de proteína total para todos os grupos foi quantificada  utilizando o 

método de bicinchoninic acid (BCA), pelo kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Quantificação da expressão protéica 

 Para quantificação proteica, foram utilizados os kits Human Angiogenesis Array C1, 

Custom C-series Human Cytokine Antibody Array e Human Apoptosis Array C1 (RayBiotech, 

Norcross, GA, EUA) (Tabelas 1, 2 e 3). Todas as amostras foram incluídas em duplicata, 

contendo controles positivos e negativos.  



44 
 

 As membranas foram incubadas em placas de quatro cavidades com 2 mL de solução 

de bloqueio tampão 1X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 30 minutos. Foram 

adicionados nas membranas 600 ug de proteína de cada grupo e incubadas a 4 °C 

“overnight”, sendo 300 ug de proteínas proveniente do lisado celular e 300 ug do 

sobrenadante. A solução foi descartada e as membranas lavadas três vezes com tampão de 

lavagem 1 X (RayBio I, RayBiotech, Norcross, GA, EUA), e duas vezes com tampão de 

lavagem 1 X (RayBio II, RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 5 minutos cada. A solução de 

biotina conjugada anti-citocinas (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) foi adicionada e as 

amostras foram incubadas a 4 °C “overnight”. As membranas foram novamente lavadas com 

tampão de lavagem I e II e incubadas com a solução horseradish peroxidase (HRP) 

estreptavidina 1000X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) a 4 °C “overnight”. Posteriormente, 

as membranas foram novamente lavadas e incubadas por 2 minutos em solução de detecção 

(RayBiotech, Norcross, GA, EUA) e foram expostas ao sistema ChemiDoc (BioRad, 

Hercules, CA, EUA) e quantificadas espectofotometricamente.  

A densidade óptica referente à expressão de cada proteína foi normalizada com o 

controle positivo, estabelecido para cada membrana, e quantificada utilizando o software 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

Tabela 1. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Human Angiogenesis Array C1, 

composto por 20 diferentes citocinas/fatores. 

A B C D E F G H 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiogenina 
(ANG) 

EGF 
(EGF) 

ENA-78 
(CXCL5) 

bFGF 
(FGF2) 

2 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiogenina 
(ANG) 

EGF 
(EGF) 

ENA-78 
(CXCL5) 

bFGF 
(FGF2) 

3 GRO 
(CXCL1) 

IFN gama 
(IFNG) 

IGF-1 
(IGF1) 

IL-6 
(IL6) 

IL-8 
(CXCL8) 

Leptina 
(LEP) 

MCP-1 
(CCL2) 

PDGF-BB 
(PDGFB) 

4 GRO 
(CXCL1) 

IFN gama 
(IFNG) 

IGF-1 
(IGF1) 

IL-6 
(IL6) 

IL-8 
(CXCL8) 

Leptina 
(LEP) 

MCP-1 
(CCL2) 

PDGF-BB 
(PDGFB) 

5 PLGF 
(PGF) 

RANTES 
(CCL5) 

TGF-β1 
(TGFB1) 

TIMP-1 
(TIMP1) 

TIMP-2 
(TIMP2) 

Trombopoietina 
(THPO) 

VEGF-A 
(VEGFA) 

VEGF-D 
(FIGF) 

6 PLGF 
(PGF) 

RANTES 
(CCL5) 

TGF-β1 
(TGFB1) 

TIMP-1 
(TIMP1) 

TIMP-2 
(TIMP2) 

Trombopoietina 
(THPO) 

VEGF-A 
(VEGFA) 

VEGF-D 
(FIGF) 

7 Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo 

8 Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo 
Angiogenina; EGF = fator de crescimento epidermal; ENA-78 = Proteína epitelial ativadora de neutrófilos -78; 
bFGF = Fator de crescimento de fibroblastos básico; GRO = Oncogene relacionado ao crescimento; IFN gama = 
interferon gama; IGF-1=  fator de crescimento semelhante a insulina-1; IL-6 = Interleucina-6; IL-8 = 
Interleucina-8; Leptina; MCP-1 = Proteína quimioatraente de monócitos-1; PDGF-BB = Fator de crescimento 
derivado de plaquetas-BB; PLGF=  Fator de crescimento placentário; RANTES; TGF-β1 =  Fator de 
crescimento transformante beta 1;  TIMP-1 = proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 1; TIMP-2 = 
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proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 2; Trombopoietina; VEGF = Vascular Fator de crescimento 
vascular endotelial; VEGF-D = Fator de crescimento vascular endotelial D. 
 

Tabela 2. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Custom Cytokine Antibody Array, 

composto por 39 diferentes citocinas/fatores. 

A B C D E F 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiopoietina-1 
(ANGPT1) 

Angiopoietina-2 
(ANGPT2) 

2 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiopoietina-1 
(ANGPT1) 

Angiopoietina-2 
(ANGPT2) 

3 IL-4 
(IL4) 

I-TAC 
(CXCL11) 

MCP-3 
(CCL7) 

MCP-4 
(CCL13) 

MMP-1 
(MMP1) 

MMP-9 
(MMP9) 

4 IL-4 
(IL4) 

I-TAC 
(CXCL11) 

MCP-3 
(CCL7) 

MCP-4 
(CCL13) 

MMP-1 
(MMP1) 

MMP-9 
(MMP9) 

5 GM-CSF 
(CSF2) 

GRO α 
(CXCL1) 

IL-3 
(IL3) 

IL-5 
(IL5) 

IL-7 
(IL7) 

IL-10 
(IL10) 

6 GM-CSF 
(CSF2) 

GRO α 
(CXCL1) 

IL-3 
(IL3) 

IL-5 
(IL3) 

IL-7 
(IL7) 

IL-10 
(IL10) 

7 MDC 
(CCL22) 

MIG 
(CXCL9) 

MIP-1delta 
(CCL15) 

SCF 
(KITLG) 

SDF-1 
(CXCL12) 

TARC 
(CCL17) 

8 MDC 
(CCL22) 

MIG 
(CXCL9) 

MIP-1delta 
(CCL15) 

SCF 
(KITLG) 

SDF-1 
(CXCL12) 

TARC 
(CCL17) 

G H I J K L 

1 Angiostatina 
(PLG) 

G-CSF 
(CSF3) 

I-309 
(CCL1) 

IL-1α 
(IL1A) 

IL-1β 
(IL1B) 

IL-2 
(IL2) 

2 Angiostatina 
(PLG) 

G-CSF 
(CSF3) 

I-309 
(CCL1) 

IL-1α 
(IL1A) 

IL-1β 
(IL1B) 

IL-2 
(IL2) 

3 PECAM-1 
(PECAM1) 

TIE-2 
(TEK) 

TNF-α 
(TNF) 

uPAR 
(PLAUR) 

VEGF-R2 
(KDR) 

VEGF-R3 
(FLT4) 

4 PECAM-1 
(PECAM1) 

TIE-2 
(TEK) 

TNF-α 
(TNF) 

uPAR 
(PLAUR) 

VEGF-R2 
(KDR) 

VEGF-R3 
(FLT4) 

5 IL-12p40 
(IL12B) 

IL-12p70 
(IL12A) 

IL-13 
(IL13) 

IL-15 
(IL15) 

MCP-2 
(CCL8) 

M-CSF 
(CSF1) 

6 IL-12p40 
(IL12B) 

IL-12p70 
(IL12A) 

IL-13 
(IL13) 

IL-15 
(IL15) 

MCP-2 
(CCL8) 

M-CSF 
(CSF1) 

7 Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco 

8 Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco 
Angiopoietina-1; Angiopoietina-2; Angiostatina; G-CSF = Fator estimulador de colônias de granulócitos; I-
309/CCL1 = Citocina ligante 1; IL-1α = Interleucina-1 alfa; IL-1β = Interleucina-1 beta; IL-2 = Interleucina-2; 
IL-4 = Interleucina-4; I-TAC = citocina alfa de células T induzida por interferon; MCP-3 = Proteína 
quimioatraente de monócitos-3; MCP-4 = Proteína quimioatraente de monócitos-4; MMP-1 = Melatoproteinase-
1; MMP-9 = Metaloproteínase-9; PECAM-1 = Molécula de adesão celular endotelial de plaquetas; TIE-2 = 
Receptor de proteína tirosina quinase-2 ; TNF-α = Fator de necrose tumoral alfa; uPAR = Receptor de 
uroquinase; VEGFR-2 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-2; VEGFR-3 = Fator de crescimento 
vascular endotelial receptor-3; GM-CSF = Fator estimulador de colônias de granulócitos e monócitos; GRO-α =  
Oncogene relacinado ao crescimento alfa; IL-3 = Interleucina-3; IL-5 = Interleucina -5; IL-7 = Interleucina-7; 
IL-10 = Interleucina-10; IL-12p40 = Interleucina-12p40; IL12p70 = Interleucina-12p70; IL-13 = Interleucina-13; 
IL-15 = Interleucina-15; MCP-2 = Proteína quimioatraente de monócitos-2;  M-CSF = Fator estimulador de 
colônias de macrófagos; MDC = Quimiocina derivada de macrófagos; MIG = Monocina induzida pelo interferon 
gama; MIP-1-delta = Proteína inflamatória de macrófagos-1 delta; SCF = Fator de célula-tronco; SDF-1= Fator 
derivado de células estromais-1; TARC = Quimiocina do timo regulada por ativação; Oncostatina-M. 
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Tabela 3. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Human Apoptosis Array C1, 

composto por 43 diferentes fatores. 

A B C D E F G 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco BAD 
(bad) 

2 Posítivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco BAD 
(bad) 

3 CD40 
(CD40) 

CD40 
LIGAND 

(CD40LG) 

cIAP-2 
(BIRC3) 

cytoC 
(CYCS) 

DR6 
(TNFRSF21) 

Fas 
(FAS) 

Fas ligand 
(FASLG) 

4 CD40 
(CD40) 

CD40 
LIGAND 

(CD40LG) 

cIAP-3 
(BIRC3) 

cytoC 
(CYCS) 

DR6 
(TNFRSF21) 

Fas 
(FAS) 

Fas ligand 
(FASLG) 

5 IGFBP-1 
(IGFBP1) 

IGFBP-2 
(IGFBP2) 

IGFBP-3 
(IGFBP3) 

IGFBP-4 
(IGFBP4) 

IGFBP-5 
(IGFBP5) 

IGFBP-6 
(IGFBP6) 

IGF-1R 
(IGF1R) 

6 IGFBP-1 
(IGFBP1) 

IGFBP-2 
(IGFBP2) 

IGFBP-3 
(IGFBP3) 

IGFBP-4 
(IGFBP4) 

IGFBP-5 
(IGFBP5) 

IGFBP-6 
(IGFBP6) 

IGF-1R 
(IGF1R) 

7 TNF-RII 
(TNFRSF1B) 

TNF-α 
(TNF) 

TNF-β 
(LTA) 

TRAIL R1 
(TNFRSF10A) 

TRAIL R2 
(TNFRSF10B

) 

TRAIL R3 
(TNFRSF10C

) 

TRAIL R4 
(TNFRSF10D

) 

8 TNF-RII 
(TNFRSF1B) 

TNF-α 
(TNF) 

TNF-β 
(LTA) 

TRAIL R1 
(TNFRSF10A) 

TRAIL R2 
(TNFRSF10B

) 

TRAIL R3 
(TNFRSF10C

) 

TRAIL R4 
(TNFRSF10D

) 
H I J K L M N 

1 BAX 
(BAX) 

BCL-2 
(BCL2) 

BCL-W 
(BCL2L2) 

BID 
(BID) 

BIM 
(BCL2L11) 

Caspase-3 
(CASP3) 

Caspase-8 
(CASP8) 

2 BAX 
(BAX) 

BCL-2 
(BCL2) 

BCL-W 
(BCL2L2) 

BID 
(BID) 

BIM 
(BCL2L11) 

Caspase-3 
(CASP3) 

Caspase-8 
(CASP8) 

3 Branco HSP27 
(HPSB1) 

HSP60 
(HPSA14) 

HSP70 
(HPSA4) 

hTRA 
(HTRA1) 

IGF-1 
(IGF1) 

IGF-2 
(IGF2) 

4 Branco HSP27 
(HPSB1 

HSP60 
(HPSA14) 

HSP70 
(HPSA4) 

hTRA 
(HTRA1) 

IGF-1 
(IGF1) 

IGF-2 
(IGF1) 

5 Livin 
(BIRC7) 

p21 
(CDKN1A) 

p27 
(SSSCA1) 

p53 
(TP53) 

SMAC 
(DIABLO) 

Survinina 
(BIRC5) 

TNF-RI 
(TNFSR1A) 

6 Livin 
(BIRC7) 

p21 
(CDKN1A) 

p27 
(SSSCA1) 

p53 
(TP53) 

SMAC 
(DIABLO) 

Survinina 
(BIRC5) 

TNF-RI 
(TNFSR1A) 

7 xIAP 
(XIAP) 

Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo 

8 xIAP 
(XIAP) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo 

BAD = Agonista de morte celular associado a BCL2; BAX = Proteína X associada a BCL-2; BCL-2 = Linfoma 
de células B-2; BID = BID = Agonista de morte que interage com o domínio BH3; caspase-3; caspase-8; CD40; 
CD40 ligand = Ligante CD40; cIAP-2 = inibidor de apoptose cellular-2; cytoC = Citocromo C; DR6 = Receptor 
de morte 6; Fas = Primeiro sinal de apoptose; Fas ligand = Ligante do primeiro sinal de apoptose (Superfamília 
do TNF, membro 6); HSP27 = Proteína de choque térmico 27; HSP60 = Proteína de choque térmico 60; HSP70 
= Proteína de choque térmico 70; hTRA = alta temperatura requerida fator A; BCL-3 = Linforma de células B-3; 
IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina-1; IGF-2 = fator de crescimento semelhante a insulina-2; 
IGFBP1 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-1; IGFBP2 = fator de crescimento 
semelhante a insulina proteína de ligação-2; IGFBP3 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de 
ligação-3; IGFBP4 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-4; IGFBP5 = fator de 
crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-5; IGFBP6 = fator de crescimento semelhante a insulina 
proteína de ligação-6; IGF-1sR = fator de crescimento semelhante a insulina receptor-1; Livin; p21; p27; p53; 
SMAC = segundo ativador derivado de mitocôndrias de caspases; Survinina; TNF-α = Fator de necrose tumoral 
alfa; TNF-β = Fator de necrose tumoral beta; TNF-RI = Fator de necrose tumoral receptor-I; TNF-RII = Fator de 
necrose tumoral receptor-II; TRAIL R1 = Receptor-1 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF; 
TRAIL R2 = Receptor-2 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF ; TRAIL R3 = Receptor-3 do ligante 
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indutor de apoptose relacionado ao TNF; TRAIL R4 = Receptor-4 do ligante indutor de apoptose relacionado ao 
TNF; xIAP = Proteína inibidora de apoptose ligada ao X. 
  

Análise estatística 

Todos os dados foram expressos em média ± erro padrão da média como comparação 

entre o tratamento com melatonina e o grupo veículo utilizando-se o teste t de Student e 

análise de Variância (ANOVA), seguida de teste de Bonferroni com o software GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Valores de p ≤ 0,05 foram considerados 

significantes. 

 

Bioinformática  

 Após a análise proteica semiquantitativa, as proteínas diferencialmente expressas 

foram submetidas à análise de bioinformática, através do software String 9.1 database 

(http://string-db.org/) e concomitantemente dispostas no software KEGG 

(http://www.kegg.jp/), sendo reproduzidas as vias de sinalização as quais estavam inseridas. 

Esse procedimento foi realizado para os grupos controle e tratado com 1 mM de melatonina 

em ambos os cultivos celulares.   

 

RESULTADOS  

Redução da viabilidade celular das células MDA-MB-231, CAFs e co-cultivo ao tratamento 

com 1 mM de melatonina 

 Para avaliar a atividade antitumoral da melatonina, foi realizado o teste de viabilidade 

celular nas células da linhagem MDA-MB-231, nos CAFs e na co-cultura após o tratamento 

com o hormônio. A melatonina foi capaz de reduzir a viabilidade celular da linhagem MDA-

MB-231 em todas as concentrações testadas, sendo a concentração farmacológica de 1 mM 

capaz de reduzir a viabilidade celular em 58 % após 48 horas (p < 0,05) (Figura 1). 
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Figura 1 – Redução da viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231. Efeito inibitório 
da melatonina sobre a viabilidade das células MDA-MB-231. As células foram tratadas nas 
concentrações de 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM e 1 mM de melatonina e a viabilidade celular 
mensurada pelo ensaio de MTT. O tratamento foi realizado por 48 horas, com redução de 58 
% da viabilidade celular em relação ao veículo. A coluna preta representa o grupo veículo, 
sem tratamento. As colunas brancas correspondem às células tratadas com diferentes 
concentrações de melatonina. Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média 
(*) ANOVA valor significativo seguido de Bonferroni. 

 

A concentração de 1 mM de melatonina foi eficaz na redução da viabilidade celular 

dos CAFs isolados e em co-cultivo com a linhagem MDA-MB-231, reduzindo 44 % e 48 % 

respectivamente, após tratamento por 48 horas em relação ao grupo veículo (p < 0,05; Figura 

2).   

 
Figura 2 – Redução da viabilidade celular dos CAFs e da co-cultura. A: Efeito inibitório 
da melatonina sobre a viabilidade dos CAFs, com redução de 44 % da viabilidade celular em 
relação ao veículo. B: Efeito inibitório da melatonina sobre a viabilidade das células em co-
cultura, com redução de 48 % da viabilidade celular em relação ao veículo. As células foram 
tratadas na concentração de 1 mM de melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo 
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ensaio de MTT. O tratamento foi realizado por 48 horas. A coluna preta representa o grupo 
veículo, sem tratamento. A coluna branca corresponde às células tratadas com 1 mM de 
melatonina. Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de 
student. 
 
 
Proteínas diferencialmente expressas após tratamento com 1 mM de melatonina  

Proteínas angiogênicas 

 Nas células MDA-MB-231, após tratamento com 1 mM de melatonina houve redução 

estatisticamente significante de sete proteínas envolvidas no processo de angiogênese tumoral, 

conforme apresentado na Figura 3A. Além disso, foi observado aumento da proteína 

inibidora de metaloproteinase tecidual 1 (TIMP-1) (p = 0,005) e IL-6 (p = 0,04) (Figura 3A).  

 Na co-cultura, houve redução significante da expressão da proteína MCP-1/CCL2 

(p=0,006), IL-6 (p=0,03) e aumento da expressão das proteínas: leptina (p=0,009), VEGF 

(p=0,01), TGF-β (p=0,03) e trombopoietina (THPO) (p=0,04) nas células tratadas com 1 mM 

de melatonina por 48 horas em relação às células controle (Figura 3B).  

 
Figura 3 – Proteínas angiogênicas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 
e no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Human Angiogenesis Array. A. Linhagem 
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tumoral mamária MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As colunas pretas 
representam os grupos tratados com veículo (controle). As colunas brancas correspondem às 
células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados são apresentados como 
média ± erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 

Proteínas inflamatórias 

 A análise semi-quantitativa das proteínas pró e antiinflamatórias mostrou redução 

estatisticamente significante de 19 proteínas pró-inflamatórias nas células MDA-MB-231 

após tratamento com 1 mM de melatonina em relação ao grupo controle (p < 0,05), conforme 

apresentado na Figura 4A. Além disso, houve aumento a proteína I-309 (CCL1) (p=0,03) 

(Figura 4A). 

 Na co-cultura, sete proteínas pró-inflamatórias tiveram sua expressão estatisticamente 

reduzida (p < 0,05) quando as células foram tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas e 

as proteínas IL-4 (p = 0,02), MCP-3 (CCL7) (p = 0,02) e fator de células tronco (SCF) (p = 

0,04) apresentaram maior expressão (p < 0,05), conforme apresentado na Figura 4B.  
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Figura 4 – Proteínas inflamatórias diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 
e no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Custom Cytokine Antibody Array. A. 
Linhagem tumoral mamária MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As 
colunas pretas representam os grupos tratados com veículo (controle). As colunas brancas 
correspondem às células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados são 
apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 

Proteínas apoptóticas 

 Nas células MDA-MB-231 houve aumento estatisticamente significante de 12 

proteínas envolvidas na via pró-apoptótica (p < 0,05) e redução da proteína caspase-3 (p = 

0,04) após tratamento com 1 mM de melatonina com relação ao grupo controle conforme 

apresentado na Figura 5A. 
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Na co-cultura, houve aumento da expressão das proteínas de choque térmico 27 

(HSP27) (p = 0,04), BIM (p = 0,05) e IGF-1R (p = 0,02) e redução da expressão do receptor 

II do fator de necrose tumoral (TNF-RII) (p = 0,03) após o tratamento com 1 mM de 

melatonina por 48 horas (Figura 5B). 

 
Figura 5. Proteínas apoptóticas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 e 
no co-cultivo com CAFs mensuradas no Kit Human Apoptosis Array C1. A. Linhagem 
tumoral mamária MDA-MB-231, B. Co-cultura de MDA-MB-231 e CAFs. As colunas pretas 
representam os grupos veículos, sem tratamento. As colunas brancas correspondem às células 
tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados são apresentados como média ± 
erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 

Análise das vias de sinalização após tratamento com 1 mM de melatonina nas células 

MDA-MB-231 e em co-cultivo com CAFs 

  A análise de bioinformática mostrou as vias de sinalização na qual as proteínas 

diferencialmente expressas após o tratamento com melatonina estão inseridas. Das 42 

proteínas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231, 29 estão presentes em três 

vias de sinalização relacionadas ao processo tumoral e na via do câncer propriamente dita. As 

citocinas EGF, ENA-78/CXCL5, MCP-1/CCL2, PDGF-BB, I-309/CCL1, MCP-2/CCL8, 
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MDC/CCL22, MIP-1 delta/CCL15, SDF-1/CXCL12, TARC/CCL17, DR6 e TNF-RII 

participam da via cytokine-cytokine receptor interaction (p < 0,05), enquanto as proteínas IL-

6, leptina, GM-CSF, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15 e OSM participam das vias 

cytokine-cytokine receptor interaction e/ou janus kinase/signal transducers and activators of 

transcription (Jak-STAT) (p < 0,05). Além disso, as proteínas EGF, bFGF, PDGF-BB MMP-

1, MMP-9, caspase-3, p21, p53, xIAP, e IGF-1sR atuam na via do câncer (p < 0,05) (Figura 

6).  

 
Figura 6. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interação entre 
as proteínas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 após tratamento com 1 
mM de melatonina. Círculos em cor azul representam as proteínas com menor expressão após 
o tratamento com melatonina (p < 0,05) e círculos em cor laranja representam as proteínas 
altamente expressas após o tratamento com melatonina (p < 0,05). As setas indicam a 
interação dessas proteínas conforme ilustrado na legenda.  
  

 O co-cultivo das células MDA-MB-231 com CAFs apresentou 20 proteínas 

diferencialmente expressas após o tratamento com 1 mM de melatonina, sendo que 14 

proteínas estão presentes em três vias de sinalização distintas. As citocinas MCP-1, MCP-3, 

TARC e TNF-RII atuam na via de sinalização cytokine-cytokine receptor interaction (p < 

0,05), as proteínas IL-6, leptina, IL-4, IL-12p40, e Oncostatina M nas vias cytokine-cytokine 
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receptor interaction e/ou jak-STAT (p < 0,05) e as proteínas IL-6, TGF-β, VEGF, MMP-9, 

SCF e IGF-1sR estão inseridas na via do câncer (p < 0,05) (Figura 7).  

 
Figura 7. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interação entre 
as proteínas diferencialmente expressas nas células MDA-MB-231 em co-cultivo com CAFs 
após tratamento com 1 mM de melatonina. Círculos em cor azul representam as proteínas com 
menor expressão após o tratamento com melatonina (p < 0,05) e círculos em cor laranja 
representam as proteínas altamente expressas após o tratamento com melatonina (p < 0,05). 
As setas indicam a interação dessas proteínas conforme ilustrado na legenda.  
 

DISCUSSÃO  

Diversos estudos com enfoque no câncer de mama abordam apenas as características 

das células tumorais epiteliais, no entanto sabe-se que o crescimento do tumor é determinado 

também pelas células presentes no estroma, sendo essa interconexão moduladora do 

comportamento das células tumorais [5, 6, 12, 15, 18, 31]. 

 O efeito inibitório da melatonina na viabilidade celular da linhagem triplo negativa 

observado nesse estudo também é evidenciado por Leman et al. [33] e Jardim-Perassi et al. 

[3]. Sabe-se que grande parte do efeito inibitório da melatonina na proliferação celular do 

câncer de mama ocorre pela ligação aos receptores de membrana MT1 [34], conectados à 

proteína G, os quais atuam na redução da proliferação e angiogênese e induzem a 

diferenciação celular [35-37]. Atualmente não existem protocolos de tratamento eficazes para 

tumores mamários triplo negativos [38], no entanto, a resposta positiva dessas células à 

melatonina é devido em parte pela presença do receptor MT1 [37, 38], além de outros 

mecanismos [39]. 
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Quando em co-cultivo, CAFs modulam o microambiente celular, liberando fatores de 

crescimento que estimulam a proliferação de células epiteliais, tornando-as mais resistentes à 

atuação de fatores/agentes externos [9]. No entanto, a melatonina também mostrou-se eficaz 

na inibição da proliferação das células MDA-MB-231 em co-cultivo com CAFs. Estudo de 

Knower et al. [40] mostrou que fibroblastos primários, provenientes de pacientes com 

carcinoma ductal invasivo, expressam o gene receptor 1 da melatonina (MTNR1A), o que 

comprova a ação anti-proliferativa da melatonina no co-cultivo.  

As células tumorais apresentam angiogênese sustentada, resistência ao processo de 

apoptose e adquirem potencial replicativo ilimitado, para isso existem inúmeras vias atuando 

dentro de um complexo de redes, conhecido como via do câncer [41]. A análise realizada no 

Software String mostrou que as proteínas diferencialmente expressas após o tratamento com 

melatonina em ambos os cultivos celulares atuam em três principais vias: via do câncer, 

cytokine-cytokine receptor interaction e Jak/STAT, sendo essas duas inseridas na via do 

câncer.  

O tratamento com melatonina foi capaz de induzir a redução das proteínas pró-

angiogênicas nas células MDA-MB-231 e na co-cultura. Dentre elas, a MMP-1 e MMP-9 

envolvidas no desenvolvimento tumoral [42-44], sendo capazes de degradar a matriz 

extracelular, permitindo a migração, invasão e metastatização [45]. Diversos estudos têm 

confirmado a presença de MMP-1 e MMP-9 em tumores malignos e de pior prognóstico no 

câncer [44, 46, 47]. Mao et al. [48]  mostraram que a melatonina reduz a expressão de MMP-

9 em linhagem de câncer de mama RE positiva, em adição, nosso estudo comprovou a ação 

desse hormônio também em células tumorais mamárias RE negativas, o que sugere a 

participação da melatonina na inibição da invasão tumoral.  

Em contrapartida, foi possível observar níveis elevados da proteína TIMP-1, inibidor 

de metaloproteinases teciduais, quando as células foram tratadas com melatonina. 

Corroborando ao nosso achado, Ordoñez et al. [49] mostraram que a melatonina é capaz de 

aumentar os níveis proteicos de TIMP-1 no microambiente tumoral de linhagem de carcinoma 

hepatocelular.  

Nosso estudo mostrou redução das proteínas bFGF, proteína com propriedades pró-

angiogênicas envolvida nos processos de proliferação e diferenciação celular de tecidos 

malignos [50-52] e SCF, proteína envolvida no processo de progressão tumoral [53] após o 

tratamento com melatonina nas células MDA-MB-231. Assim, a melatonina se mostrou eficaz 

na redução da proliferação celular e na inibição da angiogênese.  
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A redução da expressão de angiopoietina-2 nas células MDA-MB-231 e redução de 

TIE-2 nas células MDA-MB-231 e em co-cultivo com CAFs confirma mais uma vez o efeito 

anti-angiogênico da melatonina [3,50,51] no câncer de mama. As angiopoietinas 1 e 2 

possuem alta afinidade de ligação ao receptor TIE-2, sendo que essa ligação ativa sinais de 

sobrevivência para as células endoteliais, permitindo a maturação e manutenção da 

integridade vascular [54, 55].  

O IGF-1 é um importante modulador do crescimento celular, diferenciação e invasão 

[56, 57] e altos níveis dessa proteína estão relacionados à elevada proliferação celular e 

suscetibilidade ao desenvolvimento do câncer de mama [18, 57]. Seu receptor IGF-1R 

desempenha importante papel no estabelecimento e manutenção do fenótipo tumoral e tem 

forte atividade anti-apoptótica [58]. Nosso estudo mostrou aumento na expressão do receptor 

após o tratamento com melatonina em ambos os cultivos celulares.  

Sabe-se que a via de sinalização jak-STAT, é uma via com diversas cascatas 

pleiotrópicas utilizadas para traduzir diversos sinais de desenvolvimento e homeostase. Em 

mamíferos essa via inicia seus mecanismos de sinalização através da ligação com citocinas e 

fatores de crescimento [59]. A ligação da citocina ao seu receptor conduz a dimerização do 

receptor, e a subsequente ativação da janus kinase (JAK). Resíduos de tirosina específicos 

sobre receptores são fosforilados por Jak, e estes então servem como locais de ancoragem 

para a família de transdutores de sinal e ativação de transcrição (STAT), e assim translocam-

se para o núcleo celular modulando a expressão de genes alvo [60].  

Existem quatro JAKs (JAK1, JAK2, JAK3 e tirosina-kinase-2 (TYK2)) e todas se 

associam com os domínios citoplasmáticos de vários receptores de citocinas, sendo a família 

das STATs formada por sete membros (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, 

STAT5b, e STAT6) [59].  

A via Jak-STAT têm um papel central na mediação da resposta inflamatória [60] e isso 

ocorre devido a todas as citocinas utilizarem essa via como mecanismo de transdução de sinal 

[59].  As moléculas de STATs podem ser ativadas por uma variedade de citocinas, no entanto, 

possuem alta especificidade, por exemplo, a STAT6 é ativada pelas interleucinas 4 e 13 [60], 

além disso, essa via é ainda capaz de modular as vias de sinalização MAPK e PI3k-Akt [61], 

que regulam o equilíbrio entre sobrevivência e morte celular com efeitos diretos sobre o 

desenvolvimento de vários tipos de câncer [62]. 

As citocinas são associadas ao câncer e desempenham papel chave no recrutamento e 

posicionamento de diversas células inflamatórias na carcinogênese [63, 64]. Nosso estudo 

mostrou redução de diversas citocinas ativas nos processos de proliferação, formação de 
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novos vasos e invasão das células tumorais, como GM-CSF, SDF-1/CXCL12, MCP-

1/CCL2, PECAM-1 e ENA-78/CXCL5 após o tratamento com melatonina, o que pode ser 

corroborado com diversos estudos [65-74].  

As proteínas MDC/CCL22, TARC/CCL17 e MCP-2 são secretadas por células 

inflamatórias, enquanto a IL-15 e a IL-12 induz a diferenciação e proliferação de células T, 

células B e células natural killers (NK) estimulando neutrófilos, macrófagos e células 

dendríticas [64, 75] e a proteína MIP-1 delta/CCL15, a qual tem papel central na mediação 

tráfico de leucócitos e é essencial para as respostas inflamatórias [76].  

Em contrapartida, as células MDA-MB-231 tratadas com melatonina mostraram 

aumento da proteína I-309/CCL1, atuante no processo angiogênico [77] enquanto no co-

cultivo foi observada maior expressão de MCP-3/CCL7, citocinas presentes nos processos 

de proliferação celular, angiogênese e formação de metástases [78, 79]. A expressão de IL-

4, citocina antiinflamatória conhecida por sua atividade antitumoral [80, 81], aumentou na 

co-cultura. Nesse contexto, diversos estudos têm sugerido que a melatonina é capaz de 

aumentar a imunidade local [25, 30].  

Houve aumento da expressão de trombopoietina nas células em co-cultivo, sendo 

essa citocina atuante na proliferação e diferenciação de megacariócitos. Em estudo de 

Pallard et al. [82] foi observado que a trombopoietina ativa a Jak2/Stat5. Sabe-se que a 

ativação da Stat5 esta relacionado com o pior prognóstico no câncer de mama [83, 84].  

Ainda não há trabalhos na literatura que relacionam a ação da melatonina na via jak-

STAT, no entanto, estudos mostram seu efeito modulador no microambiente tumoral, 

minimizando a inflamação, bloqueando fatores de transcrição como o NF-kβ, inibindo a 

expressão de citocinas e interleucinas pró-inflamatórias [85, 86], aumentando assim, a 

resposta das células T e liberando citocinas antiinflamatórias [87]. 

Em contrapartida, demais estudos mostram que citocinas antiinflamatórias exercem 

atividades a favor do desenvolvimento e regulação tumoral [88-92], sendo capazes de atrair 

células do sistema imune, favoráveis à sobrevivência e crescimento do tumor [27]. Assim, as 

citocinas I-309/CCL1 e MCP-3 podem ter exercido seu papel pró-inflamatório no cultivo 

celular e como consequência, o tratamento com melatonina reduziu seus níveis proteicos 

como resposta protetora no câncer de mama. 

 As proteínas EGF, IL-6 e OSM possuem forte atividade pró-câncerígena devido ao seu 

papel na proliferação de células tumorais, sobrevivência, angiogênese, inflamação e metástase 

[93-96]. A melatonina reduziu a expressão de EGF e OSM e aumentou os níveis de IL-6 nas 

células MDA-MB-231. Por outro lado as células co-cultivadas tiveram redução de IL-6 e 
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OSM. Estudo de Wendt et al. [61] mostraram que essas três proteínas se ligam aos seus 

receptores e ativam os membros da família Janus (JAK1, JAK2, ou TYK2) que promovem a 

ativação da STAT3, modulando a expressão de fatores da transição epitélio-mesenquimal 

(EMT) que influenciam na mudança do fenótipo celular a um tipo celular mais agressivo.  

O tratamento com melatonina reduziu a expressão de IL-10, leptina e PDGF-BB no 

grupo MDA-MB-231, e as células co-cultivadas apresentaram aumento da expressão de 

leptina, TGF-β e VEGF. Sansone et al.[7] mostraram que as proteínas leptina, PDGF-BB e 

VEGF, associadas à progressão tumoral e angiogênese [97-100] e IL-10, inibidora da resposta 

pró-inflamatória [99-101], também são capazes de acionar a STAT3, responsável por diversas 

atividades imunossupressoras, tais como o bloqueio da maturação das células dendríticas e a 

liberação de IL-10. 

O TGF-β, quando em altos níveis, correlaciona-se com os eventos de invasão, 

angiogênese [101], transformação e proliferação celular [18] e, pode também ser secretado 

por CAFs [11]. Os altos níveis de TGF-β observados no co-cultivo após o tratamento com 

melatonina corrobora com o estudo de Vaňhara et al. [102], que mostrou que células tumorais 

secretoras de TGF-β como os CAFs, tem grande quantidade de STAT3 fosforilada ativados 

pelo receptor gp130. Esse receptor ligado a moléculas específicas do estroma como TGF-β, 

contribui para a sobrevivência de células de carcinoma de cólon.  

A alta expressão de VEGF, leptina e TGF-β no co-cultivo pode indicar resistência ao 

tratamento e aumento da malignidade das células quando em contato com CAFs. CAFs são 

capazes de secretar proteínas que favorecem o crescimento de células tumorais [7, 12, 15, 17-

21], sendo a leptina [103] o VEGF e TGF-β [11, 12] alguns exemplos. Dessa forma, 

corroborando aos nossos achados, Rong et al.[104] mostraram que o tratamento com o 

quimioterápico taxotere em células MDA-MB-231 co-cultivadas com CAFs favorece o 

aumento da adesão, invasão e proliferação celulares.  

O tratamento com melatonina reduziu a expressão de TNF-α e aumentou os níveis de 

DR6 e TNF-RII nas células MDA-MB-231, e, houve redução dos níveis de TNF-α e TNF-RII 

nas células em co-cultivo. O TNF é uma citocina pleiotrópica mediadora de respostas 

inflamatórias, capaz de regular o metabolismo celular controlando ações apoptóticas, 

proliferativas, pró-inflamatórias, entre outras (MISCIA et al., 2002; AGGARWAL et al., 

2014). Essa citocina tem sido detectada em células malignas e/ou células do estroma em 

diversos carcinomas humanos [105], induzindo citocinas pró-inflamatórias [105, 106], além 

disso, exerce suas funções através da ligação com seus receptores TNF-RI e TNF-RII [107].  
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Estudo de Miscia et al. [108] mostrou que em células B humanas, o TNF-α induz a 

ativação da Jak que é acompanhada da fosforilação da STAT3. Srinivasan et al. [87] mostrou 

que a melatonina reduz a expressão de NF-kB, TNF-α e STAT3 em carcinoma de cólon.  

A atividade anti-tumoral da melatonina deve-se ainda ao seu efeito pró-apoptótico 

[109-113]. A proteína DR6 é um membro da superfamília do TNF e está associado à 

supressão da imunidade anti-tumoral e progressão do tumor [114-116]. A região intracelular 

desse receptor abriga um domínio de morte celular, importante para a transdução de sinais 

apoptóticos [117].  

Nosso estudo encontrou ainda aumento das proteínas apoptóticas citocromo C, 

IGFBP-3, IGFBP-5, IGFBP-6, p21, p53, livina, xIAP e hTRA e redução da caspase-3 nas 

células MDA-MB-231 e, quando em co-cultivo, foi observado aumento das proteínas BIM e 

HSP27, após o tratamento com 1 mM de melatonina. 

O citocromo c apresenta um papel crucial na apoptose. Quando estimulado, é liberado 

no citosol onde se liga a Apaf-1 e a pró-caspase 9 para a formação do apoptossomo [118, 

119]. Wang  et al. [120] demonstraram que a melatonina induz a expressão da Apaf-1 e 

estimula a liberação de citocromo c, causando a ativação das caspases e induzindo a apoptose 

em células de câncer de mama. 

A família IGFBP é constituída por seis fatores bem caracterizados (IGFBP-1 a IGFBP-

6) [121]. Kim et al. [122] sugerem que a IGFBP-5 tem um importante papel na diferenciação 

celular, controlando o crescimento e a apoptose, sendo capaz de ativar as caspases-8 e 9 em 

células MDA-MB-231 [123]. Já a proteína IGFBP-6 atua na regulação da migração celular e 

apoptose [124], enquanto a IGFBP-3 atua na inibição da proliferação celular [125].  Ainda a 

proteína hTRA está envolvida na manutenção da homeostase mitocondrial, apoptose e 

sinalização celular, sendo que sua expressão reduzida, contrária à observada em nosso estudo, 

contribuiria para a sobrevivência de células tumorais [126].  

A p53 induz a parada do crescimento celular, essencial para a supressão do tumor, 

impedindo dessa forma a proliferação de células danificadas [127] o que comprova mais uma 

vez a ação pró-apoptótica da melatonina. 

Inibidores de apoptose (IAPs) são reguladores de morte celular que, entre outras 

funções, se ligam as caspases e interferem a sinalização através de receptores de morte por 

apoptose [128]. A livina e a xIAP são membros da família dos inibidores de apoptose. A alta 

expressão de livina esta relacionada com alta taxa de apoptose e redução do crescimento 

tumoral [129], enquanto a alta expressão de xIAP tem correlacionado ao pior prognóstico de 
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pacientes com câncer. Em contraste, outros estudos afirmam que a proteína xIAP pode ser um 

marcador de bom prognóstico em tumores de próstata e pulmão [130].  

Diversos estudos têm mostrado que essas duas proteínas interferem a ação da caspase-

3 [128-130] o que corrobora com os nossos achados. A caspase-3 desempenha importante 

papel na execução da apoptose por meio da produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio que esgotam as defesas antioxidantes da célula, gerando uma condição de estresse 

oxidativo, e consequente danos no DNA e morte celular [131]. 

A alta expressão das proteínas HSPs no co-cultivo após o tratamento com melatonina 

confirma o aumento da malignidade das células quando em contato com os fatores liberados 

pelos CAFs, atuantes no microambiente tumoral. Rong et al. [104] relatam que a presença de 

CAFs aumenta a resistência a diversos quimioterápicos. 

As HSPs são proteínas superexpressas em diversas neoplasias e estão implicadas na 

proliferação de células tumorais, diferenciação, invasão, metástase e resistência ao processo 

apoptótico [132]. A HSP27 é uma proteína anti-apoptótica cuja expressão é associada ao 

prognóstico ruim no câncer gástrico, câncer de fígado, carcinoma da próstata, osteossarcoma e 

câncer de ovário [132-135]. BIM é uma proteína pró-apoptótica da família de BCL2, que 

regula a permeabilidade da membrana mitocondrial [136], além disso é um regulador chave 

na formação de tumores epiteliais, e metástases tumorais [137]. Estudo de Park et al. [138] 

mostraram que 1 mM de melatonina reduz a expressão de BIM em células de câncer renal. 

  

CONCLUSÃO 

A melatonina é eficaz na redução da proliferação celular da linhagem tumoral 

mamária triplo negativa MDA-MB-231, dos CAFs e na interação entre essas células. O 

tratamento com 1 mM de melatonina inibe a expressão de proteínas pró-angiogênicas e 

inflamatórias e induz a expressão de proteínas pró-apoptóticas nas células MDA-MB-231 e na 

co-cultura com CAFs, o que confirma sua ação oncostática, anti-proliferativa e pró-apoptótica 

no câncer de mama. Além disso, foi confirmada a influência dos CAFs no microambiente 

tumoral pela liberação de fatores atuantes nos processos de progressão celular e resistência ao 

tratamento.  

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES  

BCA bicinchoninic acid 
bFGF Fator de crescimento de fibroblastos básico 
CAF Fibroblasto associado ao câncer 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
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DR6 Receptor de morte 6 
EGF Fator de crescimento epitelial 
ELISA Ensaio imunoenzimático 
ENA-78 proteína epitelial ativadora de neutrófilos-78 
GM-CSF Fator estimulador de colônias de granulócitos e monócitos 
HER-2/Neu Receptor do Fator de Crescimento Epidermal 2 
HPS27 Proteína de choque térmico 27 
HRP Horseradish peroxidase 
HSP Proteína de choque térmico  
hTRA Alta temperatura requerida A 
I-309 Citocina ligante 1 
IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina -1 
IGF-1R Fator de crescimento semelhante a insulina receptor-1 
IGFBP-3 Fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-3 
IGFBP-5 Fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-5 
IGFBP-6 Fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-6 
IL-10 Interleucina-10 
IL-12p40 Interleucina-12p40 
IL-12p70 Interleucina-12p70 
IL-13 Interleucina-13 
IL-15 Interleucina-15 
IL-4 Interleucina-4 
IL-4 Interleucina-4 
IL-6 Interleucina-6  
IL-8  Interleucina-8 
ILs Interleucinas 
JAK Janus Kinase 
Jak-STAT janus kinase/signal transducers and activators of transcription 
Ki-67 antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 
LEP Leptina 
MAPK Mitogen-activated protein kinases 
MCP-1  Proteína quimioatraente de monócitos-1 
MCP-2  Proteína quimioatraente de monócitos-2 
MCP-3 Proteína quimioatraente de monócitos-3 
MDC Quimiocina derivada de macrófagos 
MIP-1 delta Proteína inflamatória de macrófagos-1 delta 
MMP-1 Metaloproteinase-1 
MMP-2 Metaloproteinase-2 
MMP-3 Metaloproteinase-3 
MMP-9 Metaloproteinase-9 
MMPs Metaloproteinases 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NF-kB Fator de transcrição nuclear kappa B 
OSM Oncostatina M 
PBS Solução tampão fosfato salino 
PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas 
PECAM-1 Molécula de adesão celular endotelial de plaquetas 
PI3K-Akt Phosphatidylinositol 3' kinase-Akt 
RE Receptor de estrógeno  
RP Receptor de progesterona 
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SCF Fator de células tronco 
SDF-1 Fator derivado de células do estroma -1 
SFB Soro fetal bovino 
STAT Signal transducers and activators of transcription 
TARC Quimiocina do timo regulada por ativação 
TGF-β Fator de crescimento transformante beta  
THPO Trombopoietina 
TIE-2 Receptor de proteína tirosina quinase-2 
TIMP-1 Proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 1 
TNF-RI Fator de necrose tumoral receptor-I 
TNF-RII Fator de necrose tumoral receptor-II 
TNF-α Fator de necrose tumoral alfa 
TYK2 Tirosina-Kinase-2 
uPAR Receptor de uroquinase 
VEGF Vascular Fator de crescimento vascular endotelial 
xIAP  Proteína inibidora de apoptose ligada ao X. 
α-SMA α actina do músculo liso 
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CAPITULO II - Interação de fibroblastos associados ao câncer (CAFs) com linhagem 

metastática canina (CF-41) em resposta ao tratamento com melatonina.  
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RESUMO  

O microambiente da mama canina é composto por diversos tipos celulares, incluindo os 

fibroblastos associados ao câncer, que participam do desenvolvimento tumoral. A melatonina, 

hormônio produzido na glândula pineal, tem apresentado efeitos oncostáticos e oncoprotetores 

no câncer de mama. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da melatonina na 

viabilidade celular e na expressão diferencial de proteínas envolvidas nos processos de 

angiogênese, inflamação e apoptose na linhagem tumoral mamária CF-41 e seu co-cultivo 

com CAFs. A viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT na linhagem CF-41, CAFs 

e no co-cultivo e a expressão proteica pelo Membrane Antibody Array no extrato e 

sobrenadante celulares das culturas isoladas e em co-cultivo. Esse estudo mostrou que o 

tratamento com 1 mM de melatonina reduziu a viabilidade celular nas células CF-41 (p 

<0,05), CAFs e no co-cultivo. A análise proteica semiquantitativa após tratamento mostrou 

aumento da expressão das proteínas pró-angiogênicas IL-6, IL-8, MCP-1, TIMP-2 e 

Angiogenina e redução de TIMP-1 (p<0,05), diminuição das proteínas inflamatórias, IL-1α, 

IL-1β, IL-2, MCP-3, MCP-4, MMP-1, MMP-9, PECAM-1, IL-7, IL-10, IL-12A, IL-12B, IL-

13 e MDC e aumento das proteínas IL-15, MCP-2 e SCF (p < 0,05). Além disso, houve 

aumento das proteínas apoptóticas BCL-2, caspase-8, HTRA e SMAC e redução de BAD, 

TNF-RII, citocromo C, FAS ligante, livina e TNF-α (p < 0,05). A análise por bioinformática 

indicou que as proteínas diferencialmente expressas estão inseridas nas vias de sinalização 

cytokine-cytokine receptor interaction, Jak-STAT e na via do câncer (p < 0,05). Foi observada 

a ação dos CAFs no microambiente tumoral sendo que a melatonina mostrou-se eficaz na 

redução da proliferação celular e na inibição de proteínas atuantes nos processos de 

progressão tumoral e inflamação e indução da expressão de proteínas apoptóticas, sendo 

possível determinar seu potencial valor terapêutico no câncer de mama.  

 

Palavras-chave: câncer de mama, fibroblastos, cachorro, microambiente tumoral, 

angiogênese, inflamação, apoptose. 
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INTRODUÇÃO  

 A espécie canina é a que apresenta a maior incidência de neoplasias mamárias dentre 

todos os mamíferos1, 2, sendo as malignas predominantes, ocorrendo em cerca de 50% dos 

casos3.  

 O microambiente tumoral é formado por células inflamatórias, endoteliais, 

fibroblastos, adipócitos, entre outras4, 5. A interconexão entre células epiteliais malignas e o 

microambiente circundante modulam o comportamento das células tumorais6, 7 e participam 

dos eventos de transformação maligna, indução da transição epitelial-mesenquimal (EMT), 

disseminação tumoral e metástases 8  

Os fibroblastos são as células mais abundantes no estroma do tecido mamário6, 9, 

sendo o principal componente do microambiente alterado. Quando ativados são conhecidos 

como fibroblastos associados ao câncer (CAFs) 10 e têm participação ativa no 

desenvolvimento do tumor4, 7, intermediando respostas inflamatórias, secretando citocinas, 

quimiocinas, interleucinas e fatores de crescimento11-13  além de atuarem na promoção dos 

processos de proliferação, angiogênese e metástases tumorais9, 12-14. 

A melatonina, hormônio naturalmente produzido e secretado na glândula pineal, tem 

sido eficaz na inibição do crescimento tumoral in vitro e in vivo 15-17. A melatonina atua no 

aumento da imunidade local15,18, capacidade antioxidante celular19, expressão de genes 

supressores tumorais20 além da indução da apoptose21. Estudos demonstram que a melatonina 

modula o sistema imune agindo nas respostas imunes específica e não específica22, sendo 

diretamente relacionada à modulação da atividade imunológica sobre a produção de 

citocinas22. 

Os objetivos desse estudo foram determinar a eficácia da melatonina na viabilidade 

celular e na expressão de proteínas envolvidas nos processos de angiogênese, inflamação e 

apoptose na linhagem tumoral mamária CF-41 e no co-cultivo com CAFs a fim de traçar as 

principais vias de sinalização das proteínas atuantes no processo tumorigênico moduladas pela 

melatonina. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Considerações éticas  

 Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto (Deliberação: 010/2013).  
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Cultivo celular 

As células da linhagem tumoral mamária metástatica (CF-41) (ATCC, Manassas, VA, 

USA) foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm2 (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) com 

meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glicose (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 

penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 µg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) e anfotericina-B (250 ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em estufa a 37 °C 

e 5 % de CO2, até atingirem 80–90 % de confluência celular.  

Para o cultivo celular primário, foram coletados fragmentos tumorais de 

aproximadamente 1,5 cm² da mama de cadelas (n=7) com idade de 10 a 12 anos (média 13 

anos), atendidas em clínicas veterinárias de São José do Rio Preto-SP submetidas ao 

procedimento cirúrgico para excisão tumoral. O diagnóstico histopatológico dos tumores 

seguiu a classificação de Misdorp et al. (1999) pela AFIP (Armed Forces Institute of 

Pathology), sendo incluídos apenas tumores malignos. Os fibroblastos foram isolados a partir 

da técnica de explante, de acordo com Santos et al.13, cuja técnica consiste em lavar o tumor 

em solução salina 1X, microfragmentar e incubar em meio de cultura DMEM baixa glicose e 

nutriente HAM-F12 na proporção de 1:1 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 

20 % de SFB, penicilina (10.000 unid/mL), estreptomicina (500 µg/mL) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA), anfotericina B (250 ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e L-

glutamina (2 mM) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) em estufa a 37 °C e 5 % de CO2, até que 

as células atinjam 80–90 % de confluência. 

Após três passagens o procedimento imunocitoquimico (kit STARR TREK Universal 

HRP Detection (Medical Biocare, Concord, CA, USA) caracterizou as CAFs pela alta 

expressão do anticorpo anti-vimentina, diluição 1:100 (Dako), anti-α actina do músculo liso 

(α-SMA), diluição 1:500 (Abcam) e anti-TGFβ, diluição 1:500 (Abcam), assim como pela 

expressão negativa do anticorpo anti-citoqueratina, diluição 1:500 (Abcam), seguindo as 

instruções do fabricante. 

 Após a caracterização, as células com o melhor padrão de expressão dos marcadores 

foram selecionadas, sendo de uma cadela de 12 anos de idade com carcinoma ductal in situ.  

 

Ensaio de viabilidade celular por MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)  

As células CF-41 e os CAFs foram semeados em placas de 0,31 cm2 (Sarstedt, 

Nümbrecht, Alemanha), com 100 uL de meio contendo 0,04 x 106 CF-41/poço e 0,03 x 106 
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CAFs/poço, bem como em co-cultivo, onde foram plaqueadas, 0,03 x 106 CF-41/poço em 

adição a 0,01 x 106 CAFs/poço. As células foram incubadas com meio contendo diferentes 

concentrações de melatonina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 

mM and 1 mM) e adicionado um grupo veículo (sem tratamento) contendo a concentração 

máxima de agente diluente (etanol 0,05 %). Após 48 horas, 10 uL de solução MTT 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram adicionadas em cada poço e as 

placas foram incubadas a 37 °C durante 4 horas. Para solubilizar os cristais de formazan 

MTT, as células foram incubadas com dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) durante 10 minutos a 37 °C. A absorbância foi medida em leitor de ELISA 

(Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) a 540 nm. A viabilidade celular (%) foi calculada para 

todos os grupos, em comparação com ao grupo veículo. Todas as amostras foram realizadas 

em triplicatas. 

 

Co-cultivo celular e extração proteica 

 O ensaio de co-cultivo foi realizado em placas de seis poços com área de 4.7 cm2 por 

poço (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA) onde foram plaqueadas 0,3 x 106 células 

epiteliais sobre a superfície de cada poço, com meio de cultura já descrito. Após 24 horas, 

foram inseridos os insertos com membrana de 4,2 cm2 e 0,4 µm de poro (Corning Life 

Sciences, Tewksbury, MA, USA) e sob os insertos foram plaqueados 0,09 x 106 CAFs, em 

meio de cultura já descrito, mimetizando a proporção entre células epiteliais e células do 

estroma, observada na glândula mamária (70:30), de acordo com Rozenchan et al.23 Após 24 

horas em co-cultivo, o meio de cultura foi substituído para meio específico de tratamento, e 

realizado o tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas para posterior quantificação 

proteica. 

 Para mensuração dos níveis proteicos, foram extraídos o lisado celular e o 

sobrenadante a partir das células CF41 e do co-cultivo com CAFs após o tratamento com 1 

mM de melatonina e no grupo veículo. Após o período de 48 horas, as células foram lavadas 

com PBS 1X e em seguida foi realizada a lise celular com o tampão 1X MILLIPLEX® MAP 

Lysis Buffer, contendo 1 mM do inibidor de fosfatase (Na3VO4) e 1:10 do inibidor de 

protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A solução foi centrifugada a 5000 G por 10 

minutos a 4 ºC para precipitação dos “debris” celulares e coleta do sobrenadante, sendo 

posteriormente mantidos a -80 °C. Posteriormente foi coletado o meio sobrenadante e 

utilizado o dispositivo de ultrafiltração (Amicon®, Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) 

para concentrar as proteínas presentes no meio. O sobrenadante foi incluído na coluna 
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contendo filtro no tamanho de três kDa, e centrifugado a 4000 G por 60 minutos, proteínas 

com tamanho maior que três kDa foram retidas pelo filtro, e posteriormente quantificadas. 

 A proteína total foi quantificada  utilizando o método de bicinchoninic acid (BCA), 

pelo kit Micro BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) de acordo 

com as instruções do fabricante, para todos os grupos. 

 

Quantificação da expressão protéica 

 Para quantificação proteica, foram utilizados os kits Human Angiogenesis Array C1, 

Custom C-series Human Cytokine Antibody Array e Human Apoptosis Array C1 (RayBiotech, 

Norcross, GA, EUA) (Tabelas 1, 2 e 3). Todas as amostras foram incluídas em duplicata, 

contendo controles positivos e negativos.  

 As membranas foram incubadas em placas de quatro cavidades com 2 mL de solução 

de bloqueio tampão 1X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 30 minutos. Foram 

adicionados nas membranas 600 ug de proteína de cada grupo e incubadas a 4 °C 

“overnight”, sendo 300 ug de proteínas proveniente do lisado celular e 300 ug do 

sobrenadante. A solução foi descartada e as membranas lavadas três vezes com tampão de 

lavagem 1 X (RayBio I, RayBiotech, Norcross, GA, EUA), e duas vezes com tampão de 

lavagem 1 X (RayBio II, RayBiotech, Norcross, GA, EUA) por 5 minutos cada. A solução de 

biotina conjugada anti-citocinas (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) foi adicionada e as 

amostras foram incubadas a 4 °C “overnight”. As membranas foram novamente lavadas com 

tampão de lavagem I e II e incubadas com a solução horseradish peroxidase (HRP) 

estreptavidina 1000X (RayBiotech, Norcross, GA, EUA) a 4 °C “overnight”. Posteriormente, 

as membranas foram novamente lavadas e incubadas por 2 minutos em solução de detecção 

(RayBiotech, Norcross, GA, EUA) e foram expostas ao sistema ChemiDoc (BioRad, 

Hercules, CA, EUA) e quantificadas espectofotometricamente.  

A densidade óptica referente à expressão de cada proteína foi normalizada com o 

controle positivo, estabelecido para cada membrana, e quantificada utilizando o software 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

Após a quantificação proteica, as proteínas diferencialmente expressas após o 

tratamento com melatonina foram submetidas à análise de homologia entre as espécies 

humana e canina, sendo consideradas para esse estudo aquelas com padrão de homologia 

acima de 80 – 90%. 
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Tabela 1. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Human Angiogenesis Array C1, 

composto por 20 diferentes citocinas/fatores.  

A B C D E F G H 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiogenina 
(ANG) 

EGF 
(EGF) 

ENA-78 
(CXCL5) 

bFGF 
(FGF2) 

2 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiogenina 
(ANG) 

EGF 
(EGF) 

ENA-78 
(CXCL5) 

bFGF 
(FGF2) 

3 GRO 
(CXCL1) 

IFN gama 
(IFNG) 

IGF-1 
(IGF1) 

IL-6 
(IL6) 

IL-8 
(CXCL8) 

Leptina 
(LEP) 

MCP-1 
(CCL2) 

PDGF-BB 
(PDGFB) 

4 GRO 
(CXCL1) 

IFN gama 
(IFNG) 

IGF-1 
(IGF1) 

IL-6 
(IL6) 

IL-8 
(CXCL8) 

Leptina 
(LEP) 

MCP-1 
(CCL2) 

PDGF-BB 
(PDGFB) 

5 PLGF 
(PGF) 

RANTES 
(CCL5) 

TGF-β1 
(TGFB1) 

TIMP-1 
(TIMP1) 

TIMP-2 
(TIMP2) 

Trombopoietina 
(THPO) 

VEGF-A 
(VEGFA) 

VEGF-D 
(FIGF) 

6 PLGF 
(PGF) 

RANTES 
(CCL5) 

TGF-β1 
(TGFB1) 

TIMP-1 
(TIMP1) 

TIMP-2 
(TIMP2) 

Trombopoietina 
(THPO) 

VEGF-A 
(VEGFA) 

VEGF-D 
(FIGF) 

7 Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo 

8 Branco Branco Branco Branco Branco Branco Negativo Positivo 

Angiogenina; EGF = fator de crescimento epidermal; ENA-78 = Proteína epitelial ativadora 
de neutrófilos -78; bFGF = Fator de crescimento de fibroblastos básico; GRO = Oncogene 
relacionado ao crescimento; IFN gama = interferon gama; IGF-1=  fator de crescimento 
semelhante a insulina-1; IL-6 = Interleucina-6; IL-8 = Interleucina-8; Leptina; MCP-1 = 
Proteína quimioatraente de monócitos-1; PDGF-BB = Fator de crescimento derivado de 
plaquetas-BB; PLGF=  Fator de crescimento placentário; RANTES; TGF-β1 =  Fator de 
crescimento transformante beta 1;  TIMP-1 = proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 
1; TIMP-2 = proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 2; Trombopoietina; VEGF = 
Vascular Fator de crescimento vascular endotelial; VEGF-D = Fator de crescimento vascular 
endotelial D. 
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Tabela 2. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Custom Cytokine Antibody Array, 

composto por 39 diferentes citocinas/fatores.  

A B C D E F 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiopoietina-1 
(ANGPT1) 

Angiopoietina-2 
(ANGPT2) 

2 Positivo Positivo Negativo Negativo Angiopoietina-1 
(ANGPT1) 

Angiopoietina-2 
(ANGPT2) 

3 IL-4 
(IL4) 

I-TAC 
(CXCL11) 

MCP-3 
(CCL7) 

MCP-4 
(CCL13) 

MMP-1 
(MMP1) 

MMP-9 
(MMP9) 

4 IL-4 
(IL4) 

I-TAC 
(CXCL11) 

MCP-3 
(CCL7) 

MCP-4 
(CCL13) 

MMP-1 
(MMP1) 

MMP-9 
(MMP9) 

5 GM-CSF 
(CSF2) 

GRO α 
(CXCL1) 

IL-3 
(IL3) 

IL-5 
(IL5) 

IL-7 
(IL7) 

IL-10 
(IL10) 

6 GM-CSF 
(CSF2) 

GRO α 
(CXCL1) 

IL-3 
(IL3) 

IL-5 
(IL3) 

IL-7 
(IL7) 

IL-10 
(IL10) 

7 MDC 
(CCL22) 

MIG 
(CXCL9) 

MIP-1delta 
(CCL15) 

SCF 
(KITLG) 

SDF-1 
(CXCL12) 

TARC 
(CCL17) 

8 MDC 
(CCL22) 

MIG 
(CXCL9) 

MIP-1delta 
(CCL15) 

SCF 
(KITLG) 

SDF-1 
(CXCL12) 

TARC 
(CCL17) 

G H I J K L 

1 Angiostatina 
(PLG) 

G-CSF 
(CSF3) 

I-309 
(CCL1) 

IL-1α 
(IL1A) 

IL-1β 
(IL1B) 

IL-2 
(IL2) 

2 Angiostatina 
(PLG) 

G-CSF 
(CSF3) 

I-309 
(CCL1) 

IL-1α 
(IL1A) 

IL-1β 
(IL1B) 

IL-2 
(IL2) 

3 PECAM-1 
(PECAM1) 

TIE-2 
(TEK) 

TNF-α 
(TNF) 

uPAR 
(PLAUR) 

VEGF-R2 
(KDR) 

VEGF-R3 
(FLT4) 

4 PECAM-1 
(PECAM1) 

TIE-2 
(TEK) 

TNF-α 
(TNF) 

uPAR 
(PLAUR) 

VEGF-R2 
(KDR) 

VEGF-R3 
(FLT4) 

5 IL-12p40 
(IL12B) 

IL-12p70 
(IL12A) 

IL-13 
(IL13) 

IL-15 
(IL15) 

MCP-2 
(CCL8) 

M-CSF 
(CSF1) 

6 IL-12p40 
(IL12B) 

IL-12p70 
(IL12A) 

IL-13 
(IL13) 

IL-15 
(IL15) 

MCP-2 
(CCL8) 

M-CSF 
(CSF1) 

7 Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco 

8 Oncostatina M Branco Branco Branco Branco Branco 

Angiopoietina-1; Angiopoietina-2; Angiostatina; G-CSF = Fator estimulador de colônias de 
granulócitos; I-309/CCL1 = Citocina ligante 1; IL-1α = Interleucina-1 alfa; IL-1β = 
Interleucina-1 beta; IL-2 = Interleucina-2; IL-4 = Interleucina-4; I-TAC = citocina alfa de 
células T induzida por interferon; MCP-3 = Proteína quimioatraente de monócitos-3; MCP-4 
= Proteína quimioatraente de monócitos-4; MMP-1 = Melatoproteinase-1; MMP-9 = 
Metaloproteínase-9; PECAM-1 = Molécula de adesão celular endotelial de plaquetas; TIE-2 = 
Receptor de proteína tirosina quinase-2 ; TNF-α = Fator de necrose tumoral alfa; uPAR = 
Receptor de uroquinase; VEGFR-2 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-2; 
VEGFR-3 = Fator de crescimento vascular endotelial receptor-3; GM-CSF = Fator 
estimulador de colônias de granulócitos e monócitos; GRO-α =  Oncogene relacinado ao 
crescimento alfa; IL-3 = Interleucina-3; IL-5 = Interleucina -5; IL-7 = Interleucina-7; IL-10 = 
Interleucina-10; IL-12p40 = Interleucina-12p40; IL12p70 = Interleucina-12p70; IL-13 = 
Interleucina-13; IL-15 = Interleucina-15; MCP-2 = Proteína quimioatraente de monócitos-2;  
M-CSF = Fator estimulador de colônias de macrófagos; MDC = Quimiocina derivada de 
macrófagos; MIG = Monocina induzida pelo interferon gama; MIP-1-delta = Proteína 
inflamatória de macrófagos-1 delta; SCF = Fator de célula-tronco; SDF-1= Fator derivado de 
células estromais-1; TARC = Quimiocina do timo regulada por ativação; Oncostatina-M. 
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Tabela 3. Disposição das proteínas nas membranas do Kit Human Apoptosis Array C1, 

composto por 43 diferentes fatores.  

A B C D E F G 

1 Positivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco BAD 
(bad) 

2 Posítivo Positivo Negativo Negativo Branco Branco BAD 
(bad) 

3 CD40 
(CD40) 

CD40 
LIGAND 

(CD40LG) 

cIAP-2 
(BIRC3) 

cytoC 
(CYCS) 

DR6 
(TNFRSF21) 

Fas 
(FAS) 

Fas ligand 
(FASLG) 

4 CD40 
(CD40) 

CD40 
LIGAND 

(CD40LG) 

cIAP-3 
(BIRC3) 

cytoC 
(CYCS) 

DR6 
(TNFRSF21) 

Fas 
(FAS) 

Fas ligand 
(FASLG) 

5 IGFBP-1 
(IGFBP1) 

IGFBP-2 
(IGFBP2) 

IGFBP-3 
(IGFBP3) 

IGFBP-4 
(IGFBP4) 

IGFBP-5 
(IGFBP5) 

IGFBP-6 
(IGFBP6) 

IGF-1R 
(IGF1R) 

6 IGFBP-1 
(IGFBP1) 

IGFBP-2 
(IGFBP2) 

IGFBP-3 
(IGFBP3) 

IGFBP-4 
(IGFBP4) 

IGFBP-5 
(IGFBP5) 

IGFBP-6 
(IGFBP6) 

IGF-1R 
(IGF1R) 

7 TNF RII 
(TNFRSF1B) 

TNF-α 
(TNF) 

TNF-β 
(LTA) 

TRAIL R1 
(TNFRSF10A) 

TRAIL R2 
(TNFRSF10B

) 

TRAIL R3 
(TNFRSF10C

) 

TRAIL R4 
(TNFRSF10D

) 

8 TNF RII 
(TNFRSF1B) 

TNF-α 
(TNF) 

TNF-β 
(LTA) 

TRAIL R1 
(TNFRSF10A) 

TRAIL R2 
(TNFRSF10B

) 

TRAIL R3 
(TNFRSF10C

) 

TRAIL R4 
(TNFRSF10D

) 
H I J K L M N 

1 BAX 
(BAX) 

BCL-2 
(BCL2) 

BCL-W 
(BCL2L2) 

BID 
(BID) 

BIM 
(BCL2L11) 

Caspase-3 
(CASP3) 

Caspase-8 
(CASP8) 

2 BAX 
(BAX) 

BCL-2 
(BCL2) 

BCL-W 
(BCL2L2) 

BID 
(BID) 

BIM 
(BCL2L11) 

Caspase-3 
(CASP3) 

Caspase-8 
(CASP8) 

3 Branco HSP27 
(HPSB1) 

HSP60 
(HPSA14) 

HSP70 
(HPSA4) 

hTRA 
(HTRA1) 

IGF-1 
(IGF1) 

IGF-2 
(IGF2) 

4 Branco HSP27 
(HPSB1 

HSP60 
(HPSA14) 

HSP70 
(HPSA4) 

hTRA 
(HTRA1) 

IGF-1 
(IGF1) 

IGF-2 
(IGF1) 

5 Livin 
(BIRC7) 

p21 
(CDKN1A) 

p27 
(SSSCA1) 

p53 
(TP53) 

SMAC 
(DIABLO) 

Survinina 
(BIRC5) 

sTNF RI 
(TNFSR1A) 

6 Livin 
(BIRC7) 

p21 
(CDKN1A) 

p27 
(SSSCA1) 

p53 
(TP53) 

SMAC 
(DIABLO) 

Survinina 
(BIRC5) 

sTNF RI 
(TNFSR1A) 

7 xIAP 
(XIAP) 

Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo 

8 xIAP 
(XIAP) Branco Branco Negativo Negativo Negativo Positivo 

BAD = Agonista de morte celular associado a BCL2; BAX = Proteína X associada a BCL-2; 
BCL-2 = Linfoma de células B-2; BID = BID = Agonista de morte que interage com o 
domínio BH3; caspase-3; caspase-8; CD40; CD40 ligand = Ligante CD40; cIAP-2 = inibidor 
de apoptose cellular-2; cytoC = Citocromo C; DR6 = Receptor de morte 6; Fas = Primeiro 
sinal de apoptose; Fas ligand = Ligante do primeiro sinal de apoptose (Superfamília do TNF, 
membro 6); HSP27 = Proteína de choque térmico 27; HSP60 = Proteína de choque térmico 
60; HSP70 = Proteína de choque térmico 70; hTRA = alta temperatura requerida A; BCL-3 = 
Linforma de células B-3; IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina-1; IGF-2 = fator 
de crescimento semelhante a insulina-2; IGFBP1 = fator de crescimento semelhante a insulina 
proteína de ligação-1; IGFBP2 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de 
ligação-2; IGFBP3 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-3; 
IGFBP4 = fator de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-4; IGFBP5 = fator 
de crescimento semelhante a insulina proteína de ligação-5; IGFBP6 = fator de crescimento 
semelhante a insulina proteína de ligação-6; IGF-1sR = fator de crescimento semelhante a 
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insulina receptor-1; Livin; p21; p27; p53; SMAC = segundo ativador derivado de 
mitocôndrias de caspases; Survinina; TNF-α = Fator de necrose tumoral alfa; TNF-β = Fator 
de necrose tumoral beta; sTNF RI = Fator de necrose tumoral receptor-I; sTNF RII = Fator de 
necrose tumoral receptor-II; TRAIL R1 = Receptor-1 do ligante indutor de apoptose 
relacionado ao TNF; TRAIL R2 = Receptor-2 do ligante indutor de apoptose relacionado ao 
TNF ; TRAIL R3 = Receptor-3 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF; TRAIL 
R4 = Receptor-4 do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF; xIAP = Proteína 
inibidora de apoptose ligada ao X. 
  

Análise estatística 

Todos os dados foram expressos em média ± erro padrão da média como comparação 

entre o tratamento com melatonina e o grupo veículo utilizando-se o teste t de Student e 

análise de Variância (ANOVA), seguida de teste de Bonferroni com o software GraphPad 

Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Valores de p ≤ 0,05 foram considerados 

significantes. 

 

Bioinformática  

 Após a análise proteica semiquantitativa, as proteínas diferencialmente expressas 

foram submetidas à análise de bioinformática, através do software String 9.1 database 

(http://string-db.org/) e concomitantemente dispostas no software KEGG 

(http://www.kegg.jp/), sendo reproduzidas as vias de sinalização as quais estavam inseridas. 

Esse procedimento foi realizado para os grupos controle e tratado com 1 mM de melatonina 

em ambos os cultivos celulares.   

 

RESULTADOS  

Redução da viabilidade celular das células CF-41, CAFs e co-cultivo ao tratamento com 1 

mM de melatonina 

 Para avaliar a atividade anti-tumoral da melatonina, foi realizado o teste de viabilidade 

celular nas células da linhagem CF-41, nos CAFs e no co-cultivo após o tratamento com o 

hormônio. A melatonina foi capaz de reduzir a viabilidade celular da linhagem CF-41 em 

todas as concentrações testadas, sendo a concentração farmacológica de 1 mM capaz de 

reduzir a viabilidade celular para 79,5% com relação ao grupo controle (veículo), após 48 

horas (p <0,05) (Figura 1) 
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Figura 1 – Efeito inibitório da melatonina sobre a viabilidade das células CF-41. As 
células foram tratadas nas concentrações de 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM e 1 mM de 
melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo ensaio de MTT. O tratamento foi realizado 
por 48 horas, com redução para 79,5% da viabilidade celular ao tratamento com 1 mM de 
melatonina em relação ao grupo controle veículo. A coluna preta representa o grupo controle 
veículo, sem tratamento. As colunas brancas correspondem às células tratadas com diferentes 
concentrações de melatonina. Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média 
(*) ANOVA valor significativo seguido de Bonferroni.  

 

A concentração de 1 mM de melatonina foi eficaz na redução de 29,0% da viabilidade 

celular dos CAFs e 16,0% no co-cultivo com a linhagem CF-41 após tratamento com 1 mM 

de melatonina em relação ao grupo controle (veículo), por 48 horas, no entanto a redução não 

foi estatisticamente significante (Figura 2). 

 

Figura 2 – Redução da viabilidade celular dos CAFs e do co-cultivo CF-41 e CAFs. A. 
Efeito inibitório da melatonina sobre a viabilidade dos CAFs, com redução de 29,0% da 
viabilidade celular em relação ao grupo controle veículo. B: Efeito inibitório da melatonina 
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sobre a viabilidade das células CF-41 em co-cultivo com CAFs, com redução de 16 % da 
viabilidade celular em relação ao grupo controle veículo. As células foram tratadas na 
concentração de 1 mM de melatonina e a viabilidade celular mensurada pelo ensaio de MTT. 
O tratamento foi realizado por 48 horas. A coluna preta representa o grupo controle veículo, 
sem tratamento. A coluna branca corresponde às células tratadas com 1 mM de melatonina. 
Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de student.  
 
 
Proteínas diferencialmente expressas após tratamento com 1 mM de melatonina  

Proteínas angiogênicas 

 Nas células CF-41 foi verificado aumento estatisticamente significante na expressão 

das proteínas pró-angiogênicas IL-6 (p=0,008), IL-8 (p=0,003), MCP-1 (CCL2) (p=0,02) e 

TIMP-2 (p=0,02) após tratamento com 1 mM de melatonina por 48 horas (Figura 3A). 

 No co-cultivo, houve redução significante da expressão da proteína TIMP-1 (p=0,01) e 

aumento da expressão da angiogenina (p=0,05) após tratamento das células com melatonina 

(Figura 3B). 

 

Figura 3 – Proteínas angiogênicas diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteínas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Human 
Angiogenesis Array. A. Células da linhagem tumoral mamária CF-41, B. Co-cultivo das 
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células CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veículo. As colunas 
brancas correspondem às células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados 
são apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 

Proteínas inflamatórias 

A análise semi-quantitativa mostrou redução estatisticamente significante das 

proteínas antiinflamatórias IL-2 (p=0,003), IL-7 (p=0,01), IL-10 (p=0,003), IL-12p40 

(p=0,008), IL-12p70 (p=0,01), IL-13 (p=0,02) e MDC (CCL22) (p=0,004) e das pró-

inflamatórias IL-1α (p=0,02), IL-1β (p=0,02). Além disso, houve aumento da expressão das 

proteínas IL-15 (p=0,008), MCP-2 (CCL8) (p=0,02) e de SCF (p=0,04) nas células CF-41 

quando tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas (Figura 4A).  

No co-cultivo, as proteínas IL-1α (p=0,008), IL-15 (p=0,02) e IL-12p70 (p=0,01) 

tiveram seus níveis elevados e as citocinas MCP-3 (CCL7) (p=0,001), MCP-4 (CCL13) 

(p=0,01), MMP-1 (p=0,01), MMP-9 (p=0,009), PECAM-1 (p=0,05), IL-7 (p=0,04), IL-10 

(p=0,02) e IL-12p40 (p=0,02) foram subexpressas quando as células foram tratadas (Figura 

4B).  

 



86 
 

Figura 4 – Proteínas inflamatórias diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteínas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Custom Cytokine 
Antibody Array. A. Células da linhagem tumoral mamária CF-41, B. Co-cultivo das células 
CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veículo. As colunas brancas 
correspondem às células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados são 
apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 
Proteínas apoptóticas 

Houve redução estatisticamente significante da proteína BCL-2 (p=0,03), BAD 

(p=0,01) e TNF-RII (p=0,04) nas células CF-41 quando tratadas com 1 mM de melatonina por 

48 horas (Figura 5A).  

No co-cultivo, houve aumento da expressão das proteínas caspase 8 (p=0,01), hTRA 

(p=0,04) e SMAC (p=0,04) e, em contraste, redução das proteínas citocromo C (p=0,007), Fas 

ligante (p=0,05), Livina (p=0,03) e TNF-α (p=0,01) após o tratamento com 1 mM de 

melatonina (p <0,05) (Figura 5B).  

 

Figura 5. Proteínas apoptóticas diferencialmente expressas nas células CF-41 e no co-
cultivo com CAFs. Proteínas diferencialmente expressas mensuradas no Kit Human 
Apoptosis Array C1. A. Células da linhagem tumoral mamária CF-41, B. Co-cultivo das 
células CF-41 e CAFs. As colunas pretas representam o grupo controle veículo. As colunas 



87 
 

brancas correspondem às células tratadas com 1 mM de melatonina por 48 horas. Os dados 
são apresentados como média ± erro padrão da média (*) Teste T de student. 
 

 

Interação das proteínas diferencialmente expressas após tratamento com 1 mM de 

melatonina nas células CF-41 e em co-cultivo com CAFs 

 A análise de bioinformática mostrou as vias de sinalização na qual as proteínas 

diferencialmente expressas após o tratamento com 1 mM melatonina estão inseridas. Das 20 

proteínas diferencialmente expressas nas células CF-41, 15 estão presentes em três vias de 

sinalização relacionadas ao processo tumoral. As citocinas IL-1α, IL-1β, SCF (KITLG), TNF-

RII, IL-8 e MCP-1 participam da via cytokine-cytokine receptor interaction (p <0,05) e as 

proteínas IL-2, IL-10, IL-12p40 (IL12B), IL-12p70 (IL12A), IL-13, IL-15 e IL-6 participam 

das vias cytokine-cytokine receptor interaction e janus kinase/signal transducers and 

activators of transcription (jak-STAT) (p <0,05). Além disso, as proteínas BAD, BCL-2 e 

SCF atuam na via do câncer (p <0,05) (Figura 6). 

 

Figura 6. Rede de interação entre as proteínas diferencialmente expressas nas células 
CF-41. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de interação entre as 
proteínas diferencialmente expressas nas células CF-41 após tratamento com 1 mM de 
melatonina. Círculos em cor azul representam as proteínas com menor expressão após o 
tratamento com melatonina (p < 0,05) e círculos em cor laranja representam as proteínas 
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altamente expressas após o tratamento com melatonina (p < 0,05). As setas indicam a 
interação dessas proteínas conforme ilustrado na legenda.  
 
 O co-cultivo das células CF-41 com CAFs apresentou 21 proteínas diferencialmente 

expressas após o tratamento com melatonina, sendo que 11 proteínas estão presentes em três 

vias de sinalização distintas. As citocinas IL-1α, Fas Ligand e TNF-α atuam na via de 

sinalização cytokine-cytokine receptor interaction (p <0,05), as proteínas IL-10, IL-12p40, IL-

12p70 e IL-15 nas vias cytokine-cytokine receptor interaction e/ou jak-STAT (p <0,05) e as 

proteínas MMP-2, MMP-9, caspase-8 e citocromo C (cycs) estão inseridas na via do câncer (p 

<0,05) (Figura 7).  

 

Figura 7. Rede de interação das proteínas diferencialmente expressas na co-cultura 
entre CF-41 e CAFs. Figura esquematizada pelo Software String representando a rede de 
interação entre as proteínas diferencialmente expressas nas células CF-41 em co-cultivo com 
CAFs após tratamento com 1 mM de melatonina. Círculos em cor azul representam as 
proteínas com menor expressão após o tratamento com melatonina (p < 0,05) e círculos em 
cor laranja representam as proteínas altamente expressas após o tratamento com melatonina (p 
< 0,05). As setas indicam a interação dessas proteínas conforme ilustrado na legenda.  
 

DISCUSSÃO 

Tumores mamários caninos são os mais prevalentes entre os mamíferos1. Diversos 

estudos consideram essas neoplasias como de origem epitelial8, por outro lado, sabe-se que o 

crescimento tumoral é determinado também pelas células estromais, onde a interconexão 
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entre as células modulam o comportamento das células tumorais6,7, liberando citocinas e 

fatores de crescimento que atuam na progressão tumoral24, 25.  

 Diversos estudos têm mostrado que a melatonina é eficaz na inibição do crescimento 

tumoral in vitro e in vivo15, 16. Nosso estudo mostrou que 1 mM de melatonina foi capaz de 

reduzir a viabilidade celular das células tumorais mamárias CF-41 e em co-cultivo com CAFs. 

O efeito anti-proliferativo da melatonina em linhagens tumorais mamárias humanas tem sido 

mostrado em vários trabalhos16, 26, ainda, corroborando com os nossos achados, Lopes et al.27 

mostrou que 1 mM de melatonina é capaz de reduzir a viabilidade de células mamárias 

primárias tumorais caninas.  

 Sabe-se que CAFs modulam o microambiente celular, liberando fatores de 

crescimento que estimulam a proliferação de células epiteliais, tornando as células mais 

resistentes à atuação de fatores/agentes externos28.  Além disso, CAFs atuam na promoção dos 

processos de proliferação, angiogênese e metástase tumorais9, 12-14 e estão ainda relacionados 

à resistência a tratamentos quimioterápicos29. Ainda assim foi possível observar redução da 

viabilidade celular no co-cultivo entre CAFs e CF-41 após o tratamento com melatonina.  

Parte do efeito inibitório da melatonina na proliferação celular do câncer de mama 

ocorre pela ligação da melatonina aos receptores de membrana MT130, conectados à proteína 

G, os quais atuam na redução da proliferação e angiogênese e induzem a diferenciação 

celular31. Um estudo de Knower et al.32, mostrou que fibroblastos primários, provenientes de 

pacientes com carcinoma ductal invasivo, expressam o gene do receptor 1 da melatonina 

(MTNR1A), dessa forma, sugerimos que os CAFs caninos reduzam a proliferação celular 

devido a presença de receptores de melatonina em sua superfície, considerando a homologia 

das espécies canina e humana em relação àscaracterísticas tumorais33. 

A ativação da via de sinalização Jak-STAT, desempenha um papel importante na 

iniciação do câncer34, já que é uma via com diversas cascatas utilizadas para traduzir sinais de 

desenvolvimento e homeostase, além de iniciar seus mecanismos de sinalização através da 

ligação com citocinas e fatores de crescimento35. A ligação da citocina ao seu receptor conduz 

a dimerização do receptor, e a subsequente ativação da janus kinase (Jak). Resíduos de 

tirosina específicos sobre receptores são fosforilados por Jak, e estes então servem como 

locais de ancoragem para a família de transdutores de sinal e ativação de transcrição 

(STAT), e assim translocam-se para o núcleo celular modulando a expressão de genes alvo36. 

Sabe-se que a atividade aumentada das STAT3 e STAT5 contribuem para a transformação 

celular, desenvolvimento tumoral e deficiências imunológicas34. 
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Nesse contexto esse estudo mostrou que a melatonina foi capaz de reduzir a expressão 

de proteínas inseridas na via Jak-STAT, como a IL-2, IL-10, IL-12A e IL-13 nas células CF-

41 e das interleucinas 10 e 12B nas células CF-41 e em co-cultivo com CAFs. Em 

contrapartida, o tratamento com melatonina aumentou os níveis de IL-15 nos dois grupos, 

além de elevar os níveis de IL-6 na linhagem CF-41 e IL-12A no co-cultivo.  

A IL-2 é uma citocina antiinflamatória, capaz de ativar o sistema imune, aumentando a 

resposta contra o tumor37, da mesma forma a IL-10, IL-12A, IL-12B e IL-13 exercem essa 

função, sendo consideradas inibidoras da resposta pró-inflamatória38, 39, células natural killers 

(NK), estimulando neutrófilos, macrófagos e células dendríticas40.  

Nesse contexto, diversos estudos têm sugerido que a melatonina é capaz de aumentar 

a imunidade local15, 18, modulando o sistema imune, sobre a produção de citocinas41. Em 

contraste, alguns trabalhos mostram que citocinas antiinflamatórias exercem atividades a 

favor do desenvolvimento e regulação tumorais42, sendo capazes de atrair células do sistema 

imune favoráveis à sobrevivência e crescimento do tumor43. Assim, as citocinas IL-2, IL-10, 

IL-12A e IL-12B podem ter exercido seu papel pró-inflamatório e o tratamento com 

melatonina reduziu seus níveis proteicos como resposta protetora no câncer de mama.  

No mesmo contexto, a IL-6 possui forte atividade pró-câncerígena devido ao seu 

papel na proliferação de células tumorais, sobrevivência, angiogênese, inflamação e 

metástase38, 44. Não existem trabalhos na literatura que mostram a ação da melatonina sob a 

IL-6 em neoplasias mamárias na espécie canina, no entanto estudo de Garcia-Mauriño et 

al.45 relataram que a melatonina é capaz de aumentar os níveis de IL-6 em células 

mononucleares do sangue periférico, sugerindo que a melatonina esta envolvida na 

regulação das funções imunes, em especial através da interação com monócitos.  

O processo inflamatório contribui em todos os aspectos da carcinogênese24  

promovendo uma resposta fisiológica à proliferação e remodelação tecidual, facilitando assim 

a progressão neoplásica46, 47. As citocinas têm sido associadas ao câncer, uma vez que são 

liberadas pelas células inflamatórias e também produzidas por células tumorais, representando 

uma rede variável de moléculas estrutural e funcionalmente diferentes que podem atuar como 

fatores de crescimento ou inibição tumoral (ABBAS et al., 1994).  

Sabe-se que a melatonina é ainda um importante agente antiinflamatório48.  Luchetti et 

al.15 e Alvarez-Garcia et al.18 sugerem que a melatonina é capaz de aumentar a imunidade 

local.  

Esse estudo mostrou redução das proteínas IL-1α, IL-1β, TNF-RII e aumento de SCF, 

IL-8 e MCP-1 nas células CF-41 após o tratamento com melatonina, enquanto que no co-
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cultivo com CAFs houve aumento de IL-1α e redução de Fas Ligante e TNF-α, todas 

inseridas na via cytokine-cytokine receptor interaction. Sabe-se que a via Jak-STAT têm papel 

central na mediação da resposta inflamatória36 e isso ocorre devido a todas as citocinas 

utilizarem essa via como mecanismo de transdução de sinal35. Dessa forma sugerimos mais 

uma vez que a melatonina é capaz de modular a ação da via Jak-STAT.   

A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória, que desempenha um papel importante na 

angiogênese tumoral49. A família IL-1 é subdividida em IL-1α e IL-1β, onde ambas são 

moléculas altamente pró-inflamatórias49,50. Tem sido sugerido que a IL-1α pode ter dupla 

função, na sua forma secretável, é uma citocina altamente pró-inflamatória aumentando o 

crescimento e invasão tumoral, e por outro lado, quando localizada na membrana ativa os 

mecanismos imunomediadores e conduz à destruição de células tumorais e inibição do 

crescimento do tumor50 o que corrobora com os dados observados nesse estudo.  

O TNF-α pode ser detectado em células malignas e/ou do estroma em diversos 

carcinomas humanos, linfomas e leucemias51. Seu papel na progressão tumoral é iniciado 

através da ligação com receptores específicos TNF-RI e TNF-RII46, 52. TNF-RI, pertence ao 

subgrupo de moléculas da superfamília de TNF-R que contêm um domínio de morte celular, 

enquanto que o TNF-RII não apresenta esse domínio52, no entanto estudos tem mostrado que 

esse receptor desempenha um papel essencial na proliferação celular e sobrevivência53. Além 

disso, Sasaki et al.54 observaram ainda que a melatonina é capaz de reduzir significantemente 

os níveis de TNF-α em tumores mamários humanos, corroborando a nossos achados.  

Esse estudo mostrou ainda alta expressão das proteínas IL-8, SCF e MCP-1 nas células 

CF-41 após tratamento com melatonina.  

Waugh et al.55 e Yuan et al.56. classificam a IL-8 como um importante fator regulador 

no microambiente tumoral, podendo contribuir para a progressão tumoral por meio da 

regulação da angiogênese, além da regulação da transcrição de genes envolvidos na 

proliferação celular e sobrevivência tumoral57. Além disso, Gelaleti et al.57, mostrou que a alta 

expressão de IL-8 está relacionada ao pior prognóstico de cadelas com neoplasia mamária. Da 

mesma forma, a proteína MCP-1, cuja expressão foi elevada em nosso estudo está envolvida 

nos processos de infiltração, angiogênese e menor sobrevida em pacientes com câncer de 

mama58. 

Por outro lado, corroborando aos nossos resultados, estudo de Zuccari et al.59 

mostraram que a IL-8 pode ser utilizada como fator de bom prognóstico no câncer de mama, 

uma vez que sua alta expressão foi relacionada com fatores envolvidos na redução da 
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progressão tumoral. Dessa forma sugerimos que a melatonina atue no controle da malignidade 

e invasividade no câncer de mama.   

O SCF é um fator de crescimento expresso por fibroblastos e células endoteliais, que 

promove a proliferação, migração, sobrevivência e diferenciação de células progenitoras 

hematopoiéticas, melanócitos e células germinais60. Além disso, diversos estudos têm 

mostrado que altos níveis de SCF estão diretamente relacionados a um maior fator de risco em 

diversos tipos de câncer61. Não há trabalhos na literatura que relacione a ação de SCF após o 

tratamento com melatonina no câncer de mama canino, no entanto, sugerimos mais uma vez a 

função imuno moduladora da melatonina no câncer de mama.  

Verificamos ainda que o tratamento com melatonina foi capaz de reduzir a expressão 

de proteínas presentes na via do câncer. Houve redução de BCL-2 e BAD na linhagem 

mamária tumoral CF-41 e as proteínas citocromo C, MMP-1 e MMP-9 apresentaram menor 

expressão, enquanto que a caspase-8 teve sua expressão elevada no co-cultivo com CAFs, o 

que sugere a ação da melatonina como agente pró-apoptótico no câncer de mama. 

A apoptose pode ocorrer por estímulos externos e pela interação de receptores e 

ligantes da família do fator de necrose tumoral (TNF, Fas e TRAIL), sendo que sua ativação 

induz o recrutamento da caspase-8 que ativa a caspase-3, representante dos mecanismos 

intrínsecos e extrínsecos da apoptose 62.  

A ligação de Fas ligante (FasL) ao seu receptor induz a apoptose de células NK e 

linfócitos T63, além da ativação das caspases64. A redução da expressão dessa proteína no co-

cultivo após o tratamento com melatonina confirma a transformação maligna das células 

quando em contato com os fatores liberados pelos CAFs, atuantes no microambiente tumoral.  

 O citocromo C tem um papel crucial no processo apoptótico. Quando estimulado, é 

liberado no citosol onde se liga a Apaf-1 e à pró-caspase 9 para a formação do apoptossomo65. 

Acredita-se que o principal mecanismo de ação da família BCL-2 é a regulação da liberação 

de citocromo C através da alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial pela 

fosforilação de BAD66. Nesse contexto, não foi possível observar expressão de BAD no co-

cultivo com CAFs, sugerindo que não houve liberação de citocromo C.  

Sabe-se ainda que o controle de eventos apoptóticos ocorrem através de membros da 

família BCL-2. As proteínas pertencentes a esta família, regulam a permeabilidade da 

membrana mitocondrial e podem atuar como pró-apoptóticas (BAD) ou anti-apoptóticas 

(BCL-2)66. Em contraste, foi verificado em nosso estudo redução da expressão de BCL-2 e 

BAD nas células CF-41 após o tratamento com melatonina. Esses resultados podem ser 

justificados uma vez que no processo neoplásico é possível ocorrer defeitos na expressão dos 
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membros da família BCL-2, resultando na perda da função supressora de tumor de genes pró-

apoptóticos67. 

A menor expressão das melatoproteinases-1 e 9 após o tratamento com melatonina 

observados em nosso estudo corrobora com a ação da melatonina como um agente anti-

proliferativo no câncer de mama. A MMP-1 e MMP-9 estão envolvidas no desenvolvimento 

tumoral68, 69 e são capazes de degradar a matriz extracelular, permitindo a migração, invasão e 

metastatização70. Diversos estudos têm confirmado a presença de MMP-1 e MMP-9 em 

tumores malignos e de pior prognóstico no câncer69, 71. Corroborando a nosso dados, Mao et 

al.17  mostraram também que a melatonina reduz a expressão de MMP-9 em linhagem de 

câncer de mama humano RE positiva.  

Nesse contexto, esse estudo mostrou a atuação de marcadores ainda não estudados na 

espécie canina com enfoque em neoplasias mamárias, sendo esse estudo pioneiro na área. 

 

CONCLUSÃO 

A melatonina é capaz de reduzir a proliferação celular das células CF-41, dos CAFs 

bem como na interação entre essas células. O tratamento com 1 mM de melatonina em células 

tumorais mamárias e co-cultivo com CAFs reduz a expressão de proteínas atuantes nos 

processos de angiogênese e inflamação e modula o processo apoptótico, o que confirma a 

influência dos CAFs no microambiente tumoral. 

 

Lista de Abreviações  

BCA bicinchoninic acid 
CAF Fibroblasto Associado ao Câncer 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
ELISA Ensaio imunoenzimático 
EMT Transição Epitelial-Mesenquimal 
hTRA Alta temperatura requerida A 
IL-10 Interleucina-10 
IL-12p40 Interleucina-12p40 
IL-12p70 Interleucina-12p70 
IL-13 Interleucina-13 
IL-15 Interleucina-15 
IL-1α Interleucina-1 alfa 
IL-1β Interleucina 1 beta 
IL-2 Interleucina-2 
IL-6 Interleucina-6  
IL-7  Interleucina-7 
IL-8  Interleucina-8 
ILs Interleucinas 
Jak-STAT janus kinase/signal transducers and activators of transcription 
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MCP-1  Proteína quimioatraente de monócitos-1 
MCP-2  Proteína quimioatraente de monócitos-2 
MCP-3 Proteína quimioatraente de monócitos-3 
MCP-4 Proteína quimioatraente de monócitos-4 
MDC Quimiocina derivada de macrófagos 
MMP-1 Metaloproteinase-1 
MMP-9 Metaloproteinase-9 
MMPs Metaloproteinases 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NK Células natural killers 
PBS Solução tampão fosfato salino 
PECAM-1 Molécula de adesão celular endotelial de plaquetas 
SCF Fator de células tronco 
SFB Soro fetal bovino 
SMAC Segundo ativador derivado de mitocôndrias de caspases 
STAT Signal transducers and activators of transcription 
TIMP-1 Proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 1  
TIMP-2 Proteína inibidora de metaloproteinase tecidual 2  
TNF-RI Fator de necrose tumoral receptor-I 
TNF-RII Fator de necrose tumoral receptor-II 
TNF-α Fator de necrose tumoral alfa 
TRAIL Ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF 
α-SMA α actina do músculo liso 
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IV. CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusões: 

 

� A concentração de 1 mM de melatonina reduz a viabilidade celular das linhagens 

tumorais mamárias MDA-MB-231 e CF-41, dos CAFs e no co-cultivo das células 

tumorais com CAFs;     

� O tratamento com melatonina reduz a expressão de proteínas atuantes nos processos 

de angiogênese e inflamação e modula o processo apoptótico nas linhagens MDA-

MB-231 e CF-41 e no co-cultivo com CAFs; 

� A influência dos CAFs no microambiente tumoral é confirmada pela liberação de 

fatores presentes nas vias de sinalização cytokine-cytokine receptor interaction, Jak-

STAT e na via do câncer atuantes nos processos tumorigênicos e de maior resistência 

celular ao tratamento com melatonina.  

 

Os resultados demonstram que a melatonina apresenta importante ação oncostática, anti-

proliferativa, imunomoduladora e pró-apoptótica no microambiente tumoral mamário, o que 

confirma seu potencial valor terapêutico no câncer de mama. 
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VI. ANEXOS 

ANEXO 1: Parecer da Comissão de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de São José 

do Rio Preto.  
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ANEXO 2: Termo de Concentimento Livre e Esclarecido, assinado pelas pacientes 

selecionadas para o estudo.  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(Conselho Nacional de Saúde, resolução 196/96) 

 
Título da Pesquisa: “INTERAÇÃO TUMORIGÊNICA DE FIBROBLASTOS EM CO-
CULTURA COM LINHAGENS TUMORAIS MAMÁRIAS E A RESPOSTA 
TERAPÊUTICA COM O USO DA MELATONINA” 
 

Pesquisadores Responsáveis: Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari 
– Docente do Departamento de Biologia Molecular e coordenadora do LIMC / Prof. Dr. 
Dalisio de Santi Neto – Patologista/ Prof. Newton Antônio Bordin Junior – Oncologista 
clínico/ Prof. José Luiz Esteves Francisco – Mastologista.  

� Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do 
câncer de mama, os pesquisadores da FAMERP de São José do Rio Preto (SP) estão 
desenvolvendo uma pesquisa científica que poderá melhorar o nosso conhecimento 
sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades de tratamento e de melhora 
na qualidade de vida; 

� O estudo tem como objetivo verificar eficácia do tratamento com melatonina no 
microambiente tumoral com interesse nas células conhecidas como fibroblastos, 
através da expressão de fatores relacionados ao processo de formação de novos vasos 
sanguíneos (angiogênese), morte celular (apoptose) e inflamação, que atuam 
diretamente no desenvolvimento do tumor. Os resultados obtidos permitirão 
caracterizar a interferência do microambiente tumoral no crescimento do tumor 
utilizando a melatonina como agente terapêutico. 

� Para isso, após a cirurgia para retirada do tumor será cortado deste material, um 
pedacinho que será enviado ao laboratório para cultura celular e posterior extração 
proteica. Não haverá mudança na técnica cirúrgica para esta coleta. 

� Se eu concordar que um pedacinho do tumor retirado seja utilizado para a pesquisa 
não terei quaisquer benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados 
decorrentes dela. 

� Se eu não concordar ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento, 
minha decisão não influenciará, de nenhum modo, o meu tratamento nem a evolução 
da minha doença. 

 
Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a 

utilização para estudo de um fragmento da lesão tumoral (pedacinho de aproximadamente 1 
cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirúrgico, já estipulado no tratamento, 
consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo sem que tenha sido submetida a 
qualquer tipo de pressão: 
 
Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questão. 
Nome do(a) participante: 
Representante legal: 
RG do prontuário médico: 
Data:......../......../............./ Assinatura:................................................... 
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Declaração de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e benefícios 
deste estudo. Coloquei-me a disposição para perguntas e respondi a todas. Obtive o 
consentimento de maneira livre e me coloquei à disposição para esclarecimento de qualquer 
dúvida sobre o estudo pelos endereços abaixo indicados. 

 
Nome do(a) pesquisador: 
Data:......../......../............./ Assinatura:................................................... 
Inscrição no Conselho Regional: .......................................................... 
 
Profa. Dra. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari – Docente do Departamento de 
Biologia Molecular e coordenadora do LIMC 
Prof. Newton Antônio Bordin Junior – Departamento de Ginecologia e Obstetrícia 
Larissa Bazela Maschio – Pós-graduanda em genética no Laboratório de Investigação 
Molecular no Câncer - LIMC 
Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416 
FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto São José do Rio Preto, SP - CEP 15090-
000 
Fone: (17) 3201-5885 
e-mails: debora.zuccari@famerp.br; newton_bordin@terra.com.br, 
larissa_maschio@hotmail.com 
 
Em caso de dúvidas contatar a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Medicina de São José do Rio Preto, telefone: (0xx17) 3201-5700, ramal 5813. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3: Parecer da Comissão de Ética na Experimentação Animal da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto. 
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ANEXO 4: Termo de Concentimento Livre e Esclarecido, assinado pelos proprietários dos 

animais selecionados para o estudo.  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(De acordo com os princípios éticos estabelecidos na Lei nº 11.794/2008 e na resolução nº 

714/2002) 

 

Pesquisadores Responsáveis: Profa. Dra. Debora Ap. P. C. Zuccari – Coordenadora Giovanna 

Rossi Varallo – Doutorado / Larissa Bazela Maschio – Mestrado. 

 

 Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no câncer de mama em 

cadelas, os pesquisadores estão desenvolvendo uma pesquisa científica a fim de obter maior 

conhecimento a respeito da biologia tumoral e do prognóstico de cada subtipo fenotípico, para 

assim oferecer novas possibilidades de tratamentos e melhora na qualidade de vida dos 

animais.  

 Nesse âmbito, os pesquisadores estão desenvolvendo os projetos de pesquisa 

intitulados “Classificação fenotípica prognóstica das neoplasias mamárias em cadelas por 

marcadores imunohistoquímicos” e “Interação tumorigênica de fibroblastos em co-cultura 

com linhagens tumorais mamárias e a resposta terapêutica com o uso da melatonina” sob 

orientação da professora Drª. Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari. O objetivo 

principal dos estudos é determinar cinco grupos distintos de tumores de mama em cadelas 

baseados nas características fenotípicas de cada neoplasia e, assim, predizer com mais 

propriedade o prognóstico da doença e verificar a ação inibitória da melatonina no 

microambiente tumoral com foco nos fibroblastos, verificando a expressão de fatores 

relacionados à angiogênese, apoptose e no perfil diferencial de citocinas, que atuam 

diretamente no desenvolvimento tumoral. Podendo isso ser utilizado em futuras terapias na 

rotina dos tratamentos de neoplasias mamárias. 

Para tanto, é preciso que as amostras neoplásicas possuam alta qualidade, visto que serão 

submetidas às análises laboratoriais sensíveis. Portanto, o método de colheita é de suma 

importância para o êxito das futuras avaliações. 

 Assim, será coletada uma amostra sanguínea do animal (3 a 5 mL) e três pedaços do 

tumor, bem como da região adjacente, no momento da cirurgia. Não haverá mudança na 

técnica cirúrgica e nem na conduta do veterinário para as coletas. 
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 Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a 

utilização para estudo de amostra sanguínea e fragmento tumoral a ser retirado durante o 

procedimento cirúrgico, já estipulado no tratamento, consinto em participar livre e 

espontaneamente deste estudo e manter contato com o grupo para informações adicionais, 

posterior a cirurgia. Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questão, e 

comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de mudança de endereço ou 

telefone. 

 

Nome do(a) proprietário(a): 

Nome do animal: 

Idade do animal: 

Data em que o tumor foi observado pelo(a) proprietário(a): 

Data em que o animal foi levado para consulta: 

Data do diagnóstico do tumor pelo profissional: 

Início do tratamento: 

Terapia utilizada: 

 

Endereço residencial: nº 

Bairro: 

Telefone:Celular:  

 

Data:......../......../..............          

Assinatura: ................................................................. 

 

Declaração de Responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e benefícios deste 

estudo. Coloquei-me a disposição para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento 

de maneira livre e me coloquei à disposição para esclarecimento de qualquer dúvida sobre o 

estudo pelos endereços abaixo indicados. 

 

Nome da pesquisadora: Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari 

 

Data:......../......../..............          

Assinatura: .................................................................. 

Inscrição no Conselho Regional: 8134 - SP 
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Laboratório de Investigação Molecular do Câncer – LIMC. 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP 

Av. Brigadeiro Faria Lima, nº5416 

15090-000 - São José do Rio Preto, SP  

Fone: (17) 3201-5885 

e-mail: debora.zuccari@famerp.br 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



124 
 

ANEXO 5: Modelo da ficha clínica do animal.    

 
FICHA CLÍNICA Nº  

 
Nome da paciente:  
Raça:                                               Idade:                               Peso:  
Registro LIMC: 
Veterinário Colaborador: 
Proprietário:                                                                             Telefone: 
 
História Clínica: 
 

1. (   ) Recidiva  (   ) Metástase  
2. (   ) Nulípara  (   ) Multípara 

 
Tempo de evolução:           1 mês (   )         até 6 meses (   )             mais de 6 meses (   ) 
 
Número de nódulos:          Único (   )         Múltiplos (   ) 
 
Envolvimento de linfonodos regionais (macroscopia): ________________ 
 
N0: sem envolvimento evidente 
N1: envolvimento unilateral                      N1a: móveis                     N1b: fixos 
N2: envolvimento bilateral                        N2a: móveis                     N2b: fixos 
Quanto à confirmação histológica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+) 
 
Metástase à distância: onde?________________ 
 
M0: sem metástases evidentes 
M1: metástases à distância incluindo linfonodos não regionais 
Mx: impossível avaliar existência de metástases 
 
Características do tumor: 
 
Ulceração:                   sim (   )                não (   ) 
Vascularização:           moderada (   )     abundante (   ) 
  
OUTRAS INFORMAÇÕES RELEVANTES: 
 
Instituído tratamento prévio: ( ) sim  ( ) não      
Qual: ( ) cirúrgico – tipo de mastectomia:  
          ( ) quimioterápico – protocolo:                                        nº ciclos/sessões: 
          ( ) outro – qual: 
 
Presença de outros nódulos pelo corpo: ( ) sim  ( ) não          Onde:  
 
Possui diagnóstico histopatológico:       ( ) sim  ( ) não          Laudo:    
 
Histórico familiar acerca de neoplasias:  ( ) não sabe informar 
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                                                                ( ) ausente 
                                                                ( ) presente   Quem:                  Tumor: 
Relação Hormonal: 
 
Castrada: ( ) sim  ( ) não     Quando: 
 
Administração de anticoncepcionais: ( ) sim  ( ) não     Qual: 
 
Ciclo estral: ( ) não sabe informar  ( ) regular  ( ) irregular   ( ) não observa 
 
Se regular � frequência:                                  duração: 
 
Nº de gestações: 
 
Falsa gravidez: ( ) sim  ( ) não     
 
Se sim � frequência:                secreção: ( ) sim  ( ) não     tipo: 
 
Dieta / Escore Corporal    
 
Alimentação: ( ) ração   ( ) comida caseira  ( )ambas 
Escore corporal: ( ) caquético ( ) magro ( ) normal  ( ) sobrepeso  ( ) obeso 
 
PROCEDIMENTO CIRÚRGICO: 
 
Técnica Cirúrgica Empregada na Remoção da Neoplasia 
 
Mastectomia regional ( ) 
Mastectomia unilateral ( ) 
Nodulectomia ( ) 
 
De qual cadeia foi removido o tumor? 
 
( ) cadeia direita  ( ) cadeia esquerda 
 
Data da colheita: 
 
Mapeamento e Caracterizações das Lesões (mensurações e descrições dos tumores) 
 

Cadeia Mamária Direita Cadeia Mamária Esquerda 
M1: M1: 
M2: M2: 
M3: M3: 
M4: M4: 
M5: M5: 

 
M1: torácica cranial;  
M2: torácica caudal;  
M3: abdominal cranial;  
M4: abdominal caudal;  
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M5: inguinal 
 
Dimensões do maior tumor (T): _____x_____x_____ (cm) 
 
T0: ausência do tumor primário evidente ou ausência de recidiva 
T1: < 3 cm 
T2: entre 3 e 5 cm 
T3: > 5 cm 
 
Pós- graduando responsável: 
 
 
 


