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Resumo 
 
 



 

  

A incidência de casos de melanoma tem aumentado significativamente nos últimos 

anos e esse aumento tem sido correlacionado a uma maior exposição da população à radiação 

ultravioleta. O contexto de aumento de incidência e ainda baixa eficácia terapêutica levaram a 

grandes esforços na busca de novos alvos para terapias mais efetivas. Embora classicamente 

relacionados com regulação da pressão arterial sistêmica, os sistemas renina-angiotensina e 

calicreínas-cininas vêm sendo cada vez mais estudados com relação à atuação local, tendo 

importante contribuição em patologias como epilepsias, obesidade e inflamação. Com relação 

ao câncer, alguns trabalhos relatam a diminuição de tamanho da massa tumoral, diminuição 

de angiogênese e redução de casos de metástase após tratamento com inibidores da ECA 

(enzima conversora de angiotensina; cininase II), bloqueadores do receptor AT1 de 

angiotensina e do receptor B2 de cininas. Com relação ao receptor B1 existem poucos 

estudos, e estes estão concentrados principalmente em tumores de próstata e de mama. Desta 

forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a participação do sistema calicreínas-cininas, 

com ênfase no receptor B1, em diferentes etapas da progressão tumoral de melanoma. Para 

isto, utilizamos a linhagem de melanoma murino Tm5, a qual constatamos expressar 

constitutivamente o RNA mensageiro deste receptor, bem como da enzima carboxipeptidase 

M (uma das enzimas responsáveis pela formação dos agonistas deste receptor); e não 

expressar o RNA mensageiro do receptor B2 de cininas e nem dos receptores AT1 e AT2 do 

sistema renina-angiotensina. A funcionalidade do receptor foi avaliada por ensaios de 

sinalização celular, tais como mobilização de cálcio intracelular e fosforilação de ERK1/2. 

Nos ensaios in vivo, constatamos que o receptor B1 é expresso 4,5 vezes mais em estágios 

avançados do que em fases iniciais do tumor; e interessantemente o pré-tratamento de células 

Tm5 com o agonista do receptor B1 antes do implante levou a uma queda de mais de 50% na 

incidência do aparecimento de tumores. No grupo de animais que receberam as células pré-

tratadas com o agonista observamos que 60% destes animais mantiveram-se livres de tumor 

por 150 dias após inoculação das células tumorais, enquanto que 100% dos animais que 

receberam as células não estimuladas morreram até 40 dias após a inoculação. Na busca pelos 

mecanismos que poderiam explicar tais fenômenos, realizamos ensaios in vitro de motilidade 

celular, que mostraram uma diminuição de 50% na habilidade das células tumorais em migrar 

após estímulo com o agonista do receptor B1. Desta forma, nossos dados sugerem que, ao 

contrário do receptor B2, o receptor B1 de cininas possui um papel protetor frete a progressão 

de melanomas.  

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract 



 

The incidence of melanoma has increased significantly in the last years and this 

augment have been correlated to the exposure to ultraviolet radiation. This context of 

increasing in case numbers associated to low therapeutic efficacy enhanced the efforts to the 

development of new targets and more effective therapies. Although classically related to 

blood pressure control and inflammation, the kallikrein-kinin system has also been described 

as an important component in diseases, such as epilepsy, obesity and in many pathologies 

which inflammation plays an important role. Related to cancer, it has been already described 

that ACE (angiotensin-I converting enzyme – kininase II) inhibitors, AT1 and B2 blockers 

decrease tumor growth, angiogenesis and metastasis. Concerning the kinin B1 receptor, there 

are a few studies describing its role in tumorigenesis, however most of them are in hormone-

related tumors like prostate and breast cancer and nothing so far have been described in 

melanoma. Therefore, the aim of this work was to investigate the participation of the 

kallikrein-kinin system, with emphasis in the B1 receptor, in different stages of melanoma 

progression. For this purpose, we used the murine melanoma Tm5 cell line, which we found 

expressing constitutively the mRNA of B1 receptor and also of carboxipeptidase M (one of 

the enzymes involved in the generation of B1 agonists), but not expressing kinin B2 receptor 

neither angiotensin AT1 and AT2 receptors mRNA. Intending to confirm whether B1 receptor 

was functionally expressed, we performed a calcium mobilization assay and also a western 

blotting to look at MAPK pathway phosphorylation and we confirmed the activation of both 

signaling pathways after B1 agonist stimulation. Regarding the melanoma progression in 

vivo, we observed that B1 receptor has its expression increased in 4.5 times in late stages of 

tumor progression compared to the initial stages, and, surprisingly, the treatment of Tm5 cells 

with B1 agonist before the inoculation of these cells in mice occasioned the diminution in 

50% of the incidence of tumor development.  Moreover, 60% of all mices inoculated with B1 

agonist-treated cells stayed tumor-free for 150 days after the inoculation, in contrast to 100% 

of control mice which died until day 40. Looking for a mechanism of the effects of B1 

stimulation against melanoma progression, we performed a cellular motility assay in vitro 

and we could observe a reduction of 50% in cellular migration of B1 agonist stimulated cells. 

Taken together, our data indicate that in contrast of B2 receptor, the activation of kinin B1 

receptor has a protective role against melanoma progression.   
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IL-6 Interleucina 6 
IL-10 Interleucina 10 
IL-13 Interleucina 13 
IP3 Inositol-3-fosfato 
KD Calidina 
KLK Calicreína 
M1  Macrófagos classicamente ativados 
M2 Macrófagos alternativamente ativados 
Ma Melan-a 
MAPK Quinase-ativada-por-mitógeno 
MDSC Células supressoras de origem mielóide 
MgCl2  Cloreto de Magnésio 
MHC Complexo de histocompatibilidade maior 
MMP2 Metaloprotease 2 
MMP9 Metaloprotease 9 
MTT Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium 
NaHCO3 Bicarbonato de sódio 
N-caderina Caderina neural 
NEP Endopeptidase neutra 

NFκκκκB 
Fator nuclear ativador da cadeia leve kappa de células B ativadas 
(Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

NK Natural killers 
N-terminal Amino-terminal 
PAGE Eletroforese em gel de poli-acrilamida 
PAI-I Inibidor do ativador de plasminogênio do tipo I 
PAR Receptor ativado por proteases 
PBS  Salina tamponada com fosfato 
PCR Reação em cadeia da polimerase 
PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas 
PE-Cy5 Ficoeritrina-Cy5 
PI3K Fosfoinositídeo 3-quinase 
PIP3 Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 
PKB Proteína quinase B 
PKC Proteína quinase C 
PLC Fosfolipase C 
PMA Forbol-12-miristato-13-acetato 
PSA Antígeno específico de próstata 
PTEN Proteína fosfatase e homóloga a tensina 
R-715 Antagonista não peptídico do receptor B1 
RNA Ácido ribonucléico 
rpm Rotações por minuto 
RT Transcrição reversa 
SCC Sistema calicreínas-cininas 
SDS Dodecil sulfato de sódio 
SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida – desnaturante 
SFB  Soro Fetal Bovino 



 

SRA Sistema renina angiotensina 
TBS Tris tamponado com salina 
TCR Receptor de células T 
TEM Trasformação epitelial-mesenquimal 
TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilenodiamine 
TGFββββ Fator de crescimento transformador beta 
Th (1,2 e 17) Linfócitos T auxiliares do tipo 1, 2 ou 17 
TLR Receptor tipo Toll 
TMB Tetrametilbenzidine 
TNFαααα Fator de necrose tumoral alfa 
Tris Tris (hidroximetil)aminometano 
TTBS Tris tamponado com salina + Tween 
uPA Plasminogênio-tipo-uroquinase 
uPAR Receptor de plasminogênio-tipo-uroquinase 
UV Ultra-violeta 
VE-caderina Caderina vascular endotelial 
VEGF Fator de crescimento vascular endotelial 
VEGFR Receptor do fator de crescimento vascular endotelial 
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1. Introdução 



 

1.1. Biologia dos tumores 

 

O câncer é, atualmente, uma das maiores causas de morte em humanos, sendo 

responsável por 13% de todas as mortes do ano de 2007 segundo a Organização Mundial de 

Saúde e, acredita-se que este número duplique até 2030. O motivo deste grande aumento na 

incidência ainda não é completamente compreendido, mas acredita-se que esteja relacionado 

com o estilo de vida da população (Colditz et al., 2006), o aumento na expectativa de vida, 

bem como ao desenvolvimento de técnicas que permitem agora um diagnóstico mais preciso, 

o que não acontecia anteriormente. Embora as neoplasias sejam muito mais freqüentes em 

humanos do que em outros animais, elas não são exclusividade da nossa espécie. Existem 

registros de desenvolvimento de tumores em muitos animais, dentre eles primatas (que 

apresentam uma taxa de incidência de 1-2%), mamíferos marinhos como as belugas, 

marsupiais como o demônio da Tasmânia e invetebrados como moluscos (revisado por 

Greaves, 2007). De fato, alguns dos primeiros registros de neoplasias também não são em 

humanos, datam do período jurássico e foram descobertos através do estudo de fósseis de 

alguns dinossauros (Rothschild et al., 1998; Rothschild et al., 1999). Em um trabalho recente 

McAloose & Newton (2009) demonstraram que o atual aumento na incidência de tumores 

não ocorre apenas entre indivíduos da espécie humana, mas também em animais selvagens, 

sugerindo que o impacto da ação antrópica e os problemas ambientais a ela associados 

também contribuem de forma importante para o aumento na incidência de neoplasias. 

 O desenvolvimento tumoral tem como uma das principais características elevada taxa 

de proliferação celular. Esta característica está diretamente relacionada ao ilimitado poder 

replicativo das células neoplásicas, à auto-suficiência na produção de fatores de crescimento 

e à insensibilidade a estímulos que inibem a proliferação e ativam apoptose (Hanahan & 

Weinberg, 2000), sendo todas conseqüências de modificações ocorridas durante a 

transformação malígna. As mudanças ocorridas em uma célula normal que dá origem a uma 

célula neoplásica, frequentemente envolvem a superativação de rotas de crescimento/divisão, 

o aumento na expressão de oncogenes e a deleção/inativação de genes supressores de tumores 

(Aaronson, 1991). Além disto, as neoplasias também têm a habilidade de induzir a formação 

de novos vasos, para que haja aporte de nutrientes e oxigênio a toda a massa tumoral em 

expansão, bem como de invadir outros tecidos, alcançar a corrente sanguínea e fazer 

metástase em outros órgãos (figura 1). 



 

 
 

Figura 1: Esquema representativo dos sete eventos associados à tumorigênese 

(Adaptado de Colotta et al., 2009). 

 

Além disto, alguns trabalhos mostram que o desenvolvimento tumoral inclui, não 

somente múltiplas alterações genéticas e epigenéticas nas células tumorais, mas também 

alterações no tecido ao seu redor. Estas modificações periféricas ao tumor possuem 

importantes conseqüências na indução, seleção e expansão das células neoplásicas (Ronnov-

Jessen et al., 1996; Coussens et al., 2000). O estabelecimento de um microambiente 

inflamatório na região da neoplasia é, atualmente, considerado como uma das características 

associada ao desenvolvimento tumoral (Colotta et al., 2009), pois cria condições que 

possibilitem a sobrevivência e o crescimento das células malígnas, angiogênese, aumento da 

permeabilidade vascular e evasão da resposta imune (Park et al., 2000; Mantovani et al., 

2008; Mantovani, 2009).  
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1.1.1. Câncer: uma abordagem ecológica e evolutiva 

 

Como veremos em maiores detalhes posteriormente, a massa tumoral é composta por 

inúmeros tipos celulares diferentes, bem como por diversas populações de células neoplásicas 

que convivem em um equilíbrio dinâmico, no qual algumas populações expandem e outras 

retraem respondendo as condições que encontram durante a progressão do tumor (Merlo et 

al., 2006). A grande instabilidade genômica característica das células tumorais é uma das 

responsáveis pela co-existência de inúmeras populações diferentes de células neoplásicas e é 

causada tanto por problemas na divisão celular (Bakhoum et la., 2009) quanto por 

modificações epigenéticas anormais (Campos et al., 2007).  

Todas estas modificações fazem com que as divisões celulares não ocorram 

necessariamente de forma semi-conservativa, originando células filhas diferente e, 

consequentemente, aumentando a heterogeneidade entre as células tumorais. Diferentes 

populações convivendo em um equilíbrio dinâmico, lutando para obter alimento, buscando 

espaço para crescer e mostrando-se com um perfil mais ou menos vantajoso dependendo das 

pressões do meio onde se encontram é uma descrição bastante comum em se tratando de 

estudos evolutivos e/ou ecológicos, mas que se adequa perfeitamente ao contexto de um 

tumor.  

Tendo em vista esta similaridade, alguns autores defendem que uma abordagem 

baseada em conceitos de ecologia e evolução permitiria uma melhor compreensão de como a 

progressão dos tumores ocorre e, dessa forma, auxiliaria no desenvolvimento de exames 

diagnósticos, estabelecimento de prognósticos, assim como abordagens terapêuticas mais 

efetivas.  

De fato, Merlo e colaboradores (2006) revisaram a aplicação de conceitos e teorias 

ecológicas e de evolução na progressão tumoral, evidenciando inúmeras “interações 

ecológicas” que podemos observar no âmbito de um tumor. Uma das mais evidentes é, sem 

dúvidas, o parasitismo que é uma relação ecológica desarmônica onde o parasita (tumor) 

retira seus meios de vida do hospedeiro (paciente) prejudicando-o. A literatura especializada 

em câncer utiliza amplamente a palavra hospedeiro para se referir ao paciente com câncer. 

Além disto, observamos nitidamente uma relação de competição entre as diferentes 

populações de células tumorais em um ambiente onde espaço, aporte nutricional e de 

oxigênio são limitados. Ao mesmo tempo, os autores citam certo grau de mutualismo entre as 

diferentes populações de células no intuito de modificar o microambiente ao seu redor, 

estimular a formação de novos vasos bem como escapar da predação exercida por células do 

sistema imunológico do hospedeiro.  



 

Neste contexto, fica claro que evolutivamente falando, aquelas populações que 

conseguirem vencer a competição por nutrientes, escaparem da predação do sistema 

imunológico e tiverem um fenótipo mais favorável a sua progressão terão claramente 

vantagens e entrarão em expansão. Para aquelas populações menos adaptadas a estas 

condições, resta a possibilidade de se manterem no ambiente de forma minoritária (isso se o 

seu fenótipo não for tão comprometedor a ponto de extinguí-las) ou se lançarem na tentativa 

de colonizar outras regiões e tentar explorar novos nichos, em um processo denominado 

metástase (Bernards & Weinberg, 2002; Merlo et al., 2006).  

Por viverem em um equilíbrio dinâmico, o tamanho das populações é proporcional a 

aptidão que os indivíduos (células) possuem de se adaptarem às condições do meio onde se 

encontram e, dessa forma, semelhantemente ao que acontece na natureza, o aparecimento de 

uma nova pressão seletiva pode modificar drasticamente este equilíbrio. No caso de 

neoplasias, um exemplo disto é a exposição do hospedeiro a tratamentos quimioterápicos 

(Kobayashi et al., 2005; Gorre et al., 2001). Muitos dos fármacos utilizados no tratamento de 

pacientes com tumores interferem diretamente no ciclo celular, por exemplo; provocando a 

morte células com alto potencial proliferativo, mas negligenciando algumas populações, 

como as células tronco tumorais, cujo ritmo de proliferação é mais lento (Pardal et al., 2004). 

Neste caso, esta população que seria inicialmente minoritária, consegue permanecer viável e, 

apesar de pequena, é suficiente para a sobrevivência da neoplasia, uma vez que a presença de 

apenas algumas células tumorais viáveis permite que novas mutações ocorram e assim, novas 

populações se formem e se expandam, até que o tumor se re-estabeleça. Existe ainda outra 

teoria que defende que algumas populações celulares, dentre elas as células tronco tumorais, 

possuiriam mutações/modificações que lhes confeririam resitência e este tipo de pressão 

seletiva. Sendo assim, as células tronco tumorais parecem exercer um importante papel na 

resistência das células neoplásicas a tratamentos anti-tumor, não sendo resistentes apenas por 

seu menor ritmo proliferativo, mas também por possuirem alguns trasportadores que lhes 

confere resitência a diferentes tipos de drogas (Donnenberg & Donnenberg, 2005) e por 

conseguirem ativar sistemas de reparo de DNA após exposição a radiações (Bao et al., 2006). 

 

1.1.2. O microambiente tumoral 

 

Embora a heterogeneidade entre as células tumorais seja fundamental no 

desenvolvimento e sobrevivência, o contexto dentro do qual a neoplasia está inserida também 

parece influenciar diretamente na sua progressão. De fato, muitos trabalhos evidenciam a 

importância da interface tumor-hospedeiro onde o hospedeiro participa diretamente na 



 

indução, seleção e expansão das células neoplásicas. A contribuição do hospedeiro inclui a 

ativação tanto de elementos celulares quanto de matriz extra-celular e parece ser fundamental 

também no processo de metástase através da secreção de fatores que estimulam a 

transformação epitelial-mesenquimal (TEM) e a invasão. Especificamente no caso da 

invasão, já foi mostrado que a transição entre um carcinoma normal e um invasivo é 

precedida, ou pelo menos concomitante, a ativação local do estroma do hospedeiro (Tomakidi 

et al., 1999); e que grande parte das enzimas secretadas durante o processo de invasão tem 

origem de células do próprio hospedeiro que parecem trabalhar para o tumor.  

Atualmente acredita-se que o microambiente tumoral possa exercer papel inibitório 

mesmo sobre as células tumorais mais agressivas; entretanto, durante a sua progressão, o 

tumor é capaz de vencer estes sinais inibitórios e passar a explorar este microambiente em 

seu favor (Joyce & Pollard, 2009). Em um trabalho clássico em 1975, Mintz & Illmensee 

demonstraram experimentalmente, pela primeira vez, a importância do microambiente 

tumoral no desenvolvivento tumores. Os autores inseriram células de teratocarcinomas em 

blastocistos e geraram uma prole de quimeras que se desenvolveram normalmente, sem 

interferência ou manifestação da neoplasia, sugerindo que a retirada das células tumorais do 

seu microambiente e introdução em um novo microambiente induz a perda da malignidade. 

Neste mesmo sentido, dois trabalhos da década de 90 mostram que componentes importantes 

da interface tumor-hospedeiro como fibroblastos e o próprio mesênquima do hospedeiro 

modulam diretamente a progressão tumoral (Hayashi et al., 1991; Olumi et al., 1999). 

 

1.1.3. A luta por oxigênio e nutrientes 

 

Com o crescimento de uma grande massa tumoral, é necessário garantir o aporte de 

nutrientes e oxigênio para todas estas células. Por isto, os tumores de forma geral, secretam 

fatores que estimulam a proliferação de células endoteliais e assim a formação de novos 

vasos. A primeira descrição de que os tumores sólidos poderiam estimular neovascularização 

para se nutrir foi feita por Folkman em 1971, mas permaneceu por 10 anos sem muita 

credibilidade. Neste período não se conhecia os mecanismos envolvidos na 

neovascularização, mas Folkman publicou a hipótese de que o crescimento tumoral está 

vinculado ao que se chamava de angiogênese (do grego “aggeîon” = vaso e “genesis” = 

formação/origem). Em outras palavras, um tumor não poderia atingir tamanho superior a 1 ou 

2 mm3 sem um contínuo recrutamento de novos capilares sanguíneos e que isso deveria 

acontecer através da secreção de alguns fatores difusíveis (revisado por Folkman, 2007a). 



 

Atualmente, a formação de novos vasos é vista como oriunda de dois processos: da 

neovasculogênese, que ocorre pela formação de novo de células endoteliais (como na 

embriogênese); ou da angiogênese, que acontece pelo crescimento de novos vasos a partir de 

vasos pré-existente. O processo de angiogênese é o mais comum em tumores sólidos e a 

formação de novos vasos é finamente regulada pelo balanço entre fatores que estimulam ou 

inibem a neovascularização. Dentre os fatores que estimulam, a família de fatores de 

crescimento derivados de plaquetas (PDGF), em especial por causa de uma subfamília, 

conhecida como fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF), desempenha um 

importânte papel. Esta subfamília atualmente é composta por 5 VEGFs chamados de VEGF 

A, B, C, D e E, e possuem diferente afinidade pelos 3 tipos de receptores para VEGF 

conhecidos (VEGFR1, 2 e 3). Enquanto que os VEGFs A e B estão mais relacionados com a 

formação de vasos sanguíneos, VEGF C e D estimulam a formação de vasos linfáticos, sendo 

que a ativação do VEGFR2 pelo ligante VEGF A é descrita como principal responsável pela 

proliferação e pela migração de células endoteliais em tumores. Além disto, a ativação do 

VEGFR2 também estimula a criação do lúmen dos vasos e a formação de fenestras que 

juntamente com a ativação de vias que promovem a liberação de oxido nítrico (um potente 

vasodilatador), aumentam a permeabilidade vascular (Karamysheva, 2008). 

Por maior que seja a organização da massa tumoral e sua tentativa de manter alto o 

rítmo de formação de novos vasos, nem sempre é possível suprir a demanda, como acontece 

em tumores muito agressivos cujo ritmo proliferativo é muito grande. Estes tumores 

frequentemente apresentam zonas de necrose, especialmente nas partes mais centrais, 

causadas por um aporte de oxigênio insuficiente e em alguns casos até mesmo inexistente. No 

entanto, o artigo de Bottaro & Liotta (2003) sugere que o fato de estarem sem ar, não 

significa que estas tumorais estejam sem ação, ou seja, que estas zonas de necrose teriam 

papel em modular positivamente a agressividade dos tumores. De fato, trabalhos clínicos 

mostram que a presença de zonas necróticas em tumores sólidos está associada a um pior 

prognóstico dos pacientes (Hockel & Vaupel, 2001). Neste mesmo sentido, alguns trabalhos 

mostram que a falta de oxigenação promove a expressão de alguns fatores, conhecidos como 

HIFs (fatores induzidos pela hipóxia), na tentativa de sobreviver a este estresse. Os HIFs 

modificam o metabolismo das células, e também estão envolvidos na indução e secreção de 

fatores pró-angiogênicos, uma tentativa de re-estabelecer o aporte sanguíneo naquele tecido 

(Bottaro & Liotta, 2003). Tentando compreender os mecanismos que associam a hipóxia ao 

aumento da agressividade dos tumores, Koong e colaboradores (2000) utilizaram a estratégia 

de micro-arranjos para identificar genes relacionados com o fenótipo de hipóxia dos tumores, 

mas foi somente em 2003 que o primeiro mecanismo correlacionando aumento da 



 

agressividade de tumores pela hipóxia foi elucidado. Pennacchietti e colaboradores (2003) 

mostraram que a hipóxia induz HIFs e estes promovem um aumento na expressão de c-met, 

uma proteína que normalmente está expressa em baixos níveis em regiões com normal aporte 

de nutrientes e oxigênio, e que está envolvida em modular positivamente motilidade celular, 

invasão, produção/secreção de proteases e proliferação celular, todos eventos diretamente 

associados com metástase, como veremos nos próximos itens. 

Estas descobertas auxiliam a elucidar os motivos pelos quais, os inibidores de 

angiogênese, inicialmente tão promissores, apresentaram um inesperado insucesso quando  

foram testados na clínica (Hurwitz et al., 2006; Mayer et al., 2007; Kerbel, 2008). Além disto, 

trabalhos pré-clinicos utilizando terapias contra VEGF (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 

2009), bem como a deleção desse gene em células mielóides (Stockmann et al, 2008) 

inesperadamente promoveram um agravamento da progressão tumoral. Neste mesmo sentido, 

Greenberg e colaboradores, também em 2008, publicaram um trabalho mostrando que o 

VEGF tem função de regulador negativo na maturação dos vasos sanguíneos neoformados, 

colocando oficialmente em xeque o papel deste fator de crescimento na progressão tumoral 

(Vecchiarelli-Federico et al., 2010) 

 

1.1.4. Células do sistema imunológico na tumorigênese: mocinhas ou vilãs? 

 

A presença de células do sistema imunológio (leucócitos) em tecidos neoplásicos foi 

observada em 1863 por Rudolf Virchow, estabelecendo, pela primeira vez, uma conecção 

entre inflamação e câncer (para revisão ver Balkwill & Mantovani, 2001). Atualmente já se 

conhece inúmeros tipos celulares de origem mielóide residentes nos tumores e existem 

muitos grupos investigando o papel que cada um deles desempenha durante a tumorigênese.  

Quando se fala sobre imunologia dos tumores alguns termos, como: vigilância 

imunológica (immunosurveillance), imunoedição e escape imunológico são bastante 

utilizados. Na realidade compreender os mecanismos pelos quais o sistema imunológico 

combate (em muitos casos impedindo e em outros retardando) a progressão tumoral traz a 

tona outro desafio do sistema imune: ser capaz de reconhecer entre o próprio e o próprio 

transformado e não apenas entre o próprio e não próprio (Dunn et al., 2006). 

A idéia de que o sistema imunológico protege o hospedeiro do desenvolvimento de 

tumores primários existe há mais de 100 anos, quando Ehrich propôs pela primeira vez a 

utilização de imunoterapia para o tratamento de neoplasias. Praticamente cinco décadas 

depois, Burnet e Thomas (1957) estabeleceram o conceito de imuno-vigilância, que descreve 

o sistema imunológico como tendo ação protetora anti-tumores. O avanço nas ferramentas 



 

experimentais e a possibilidade de se obter animais que possuam defeito em células da 

imunidade inata e/ou adaptativa permitiram comprovar experimentalmente que interferências 

deste tipo promovem um aumento no desenvolvimento de alguns tipos de tumores primários 

(como sarcomas), tanto espontâneos quanto induzidos por carcinógenos em modelos animais 

(Ostrand-Rosenberg, 2008). 

No entanto, as novas abordagens experimentais possibilitaram também outras 

descobertas inesperadas, que trouxeram à tona um novo papel do sistema imune e agora não 

mais de proteção do hospedeiro. Muitos trabalhos começaram a descrever situações em que 

as células do sistema imunológico residentes no tumor pareciam trabalhar em prol da 

progressão deste tumor e não mais protegendo o hospedeiro (Joyce & Pollard, 2009). A 

descoberta desta função antagônica a tradicionalmente esperada, originou a terminologia 

imuno-edição, que engloba os dois papéis do sistema imunológico na tumorigenese (Dunn et 

al., 2006).  

A imuno-edição está dividida em três fases: a eliminação, o equilíbrio e o escape. A 

fase de eliminação é exatamente a até então chamada imuno-vigilância, na qual o sistema 

imune combate as células tumorais e protege o hospedeiro utilizando tanto resposta imune 

inata quanto adaptativa. Quando a fase de eliminação é bem sucedida, ou seja, a eliminação 

das células tumorais é completa, não existe progressão para as demais fases. Quando isto não 

acontece, o tumor passa para um próximo estágio, que consiste da formação de um equilíbrio 

dinâmico entre o sistema imunológico e os clones que sobreviveram ao seu ataque. Este 

equilíbrio é mediado pela resposta imune adaptativa do hospedeiro e controla a progressão do 

tumor, mantendo a neoplasia oculta (Koebel et al. 2007). Durante este período, a pressão 

seletiva exercida pelo sistema imunológico acaba esculpindo uma nova massa tumoral, agora 

composta por clones menos imunogênicos. Esta é, de forma geral, a fase mais longa da 

imuno-edição, podendo durar muitos anos em humanos, e ela somente acaba quando 

finalmente o tumor consegue se desvencilhar do controle do sistema imune e crescer 

utilizando próprio sistema imunológico a seu favor (Dunn et al., 2004). A fase de escape 

acontece quando os clones menos imunogênicos que sobreviveram à fase de eliminação e que 

eram controlados pelo sistema imunológico do hospedeiro foram de tal forma 

esculpidos/modificados que conseguem driblar tanto o braço inato quanto adaptativo da 

resposta imune do hospedeiro, e crescer. É nesta fase que normalmente diagnosticamos a 

maioria das neoplasias (Dunn et al., 2004).  

Um caso clínico foi relatado por MacKie e colaboradores (2003) descrevendo que 

dois pacientes que haviam recebido o rim de um mesmo doador, faleceram 1-2 anos após o 

transplante com melanoma disseminado. O doador dos órgãos teve melanoma 16 anos antes 



 

do momento da doação, mas foi considerado livre-de-tumor. No entanto, o que 

provavelmente aconteceu foi que este indivíduo não eliminou completamente a neoplasia, 

mas sim estabeleceu um equilíbrio no qual o seu sistema imunológico conseguia conter o 

crescimento e progressão deste tumor. Contudo, este equilíbrio não foi mantido no paciente 

receptor, muito possivelmente por causa dos medicamentos imunosupressores administrados 

em casos de transplantes e, assim, o tumor progrediu para a fase de escape.  

Muitos trabalhos têm focado nos mecanismos pelos quais os tumores conseguem 

evadir a resposta imune, embora, muito permanece não elucidado. Sabe-se que em algumas 

situações os tumores impedem direta ou indiretamente a resposta imune anti-tumoral tanto 

via humoral (secreção de algumas citocinas imunosupressoras como TGFβ e IL-10) quanto 

via celular (com células que desempenham atividade supressora, como é o caso de algumas 

células T).  

Além disto, os mecanismos de escape podem envolver modificações ao nível do 

tumor, como a perda da expressão de antígenos, diminuição na expressão de MHC de classe 

I, bem como desregulação  do processamento, apresentação antigênica ou do reconhecimento 

do antígeno pelo linfócito T CD8+ (Nagaraj et al., 2007), insensibilidade ao IFNγ, além de 

mecanismos para escapar da destruição pelo sistema imunológico, como defeito nos 

receptores de morte, expressão de sinais anti-apoptóticos ou mesmo super-ativação de 

algumas vias que conferem resistência a apoptose (Catlett-Falcone et al., 1999; Rajasagi et 

al., 2009). 

Da mesma forma, acredita-se que para que o escape ocorra é necessário uma grande 

modificação do ambiente pelo tumor, o que inclui a formação de um microambiente rico em 

fatores de crescimentos, citocinas, quimiocinas e proteases. A presença destes elementos está 

muito relacionada, ou pelo menos é bastante comum, em condições inflamatórias. De fato, o 

processo inflamatório é visto atualmente como um cofator no desenvolvimento tumoral, 

sendo de aproximadamente 15% os tumores causados por agentes infecciosos que provocam 

processos inflamatórios (Parkin et al., 1999; Allavena et al., 2008). Além de fator de risco, a 

inflamação também é utilizada no prognóstico e diagnóstico de muitos tumores (Smith & 

Missailidis, 2004). 

Embora alguns leucócitos realmente exerçam atividade antitumoral, como por 

exemplo, linfócitos T CD8+ (citotóxicos) e células NK, outras células parecem contribuir 

diretamente para a progressão tumoral, como por exemplo mastócitos, linfócitos B e células 

supressoras de origem mielóide (MDSC) (de Visser et al., 2005 e Mantovani et al., 2008). 

Além disto, os linfócitos T CD4+ parecem assumir duas funções antagônicas, dependendo do 

fenótipo da resposta envolvida. Atualmente acredita-se que em uma resposta Th1, os 



 

linfócitos T CD4+ participam da eliminação do tumor, enquanto que em respostas Th2, Th17 

ou mesmo em respostas mediadas por células T regulatórias (que também são linfócitos T 

CD4+) parecem exercer um papel pró-tumoral (Ostrand-Rosenberg, 2008). Neste mesmo 

sentido, o trabalho de DeNardo e colaboradores (2009) demonstrou que linfócitos T CD4+ 

são fundamentais para a formação de metástase pulmonar de carcinoma mamário e que este 

efeito é mediado através do aumento das propriedades pró-tumorais de macrófagos, 

sugerindo uma importante participação de células do sistema imunológico não somente no 

estabelecimento do tumor primário, mas também na progressão do tumor.  

O papel dos macrófagos na tumorigênese também vem sendo muito estudado e o que 

se acredita é que, de forma semelhante aos linfócitos T CD4+, o perfil da resposta imune e da 

ativação destas células é que determina se eles terão um papel pró ou anti-tumoral. Uma das 

teorias atualmente aceitas é que os macrófagos podem ser ativados de duas formas: clássica 

(M1) ou alternativa (M2). Esta nomenclatura se relaciona diretamente às células T auxiliares 

que regulam a ativação destes macrófagos. Os macrófagos classicamente ativados são 

regulados por citocinas de resposta Th1, como IFNgamma, TNFalpha, GM-CSF, que 

induzem o aumento da resposta citotóxica destes macrófagos. Por outro lado, os macrófagpos 

alternativamente ativados, são aqueles expostos à citocinas de padrão de resposta Th2, como 

IL-4, IL-13 ou IL-10 e que passam a atuar de forma imunosupressora, pro-angiogênica e 

favorecendo o remodelamento tecidual. Estes macrófagos alterantivamente ativados são 

comumente encontrados em tumores sólidos (Mantovani et al., 2009 e Leek et al., 2000). 

A presença de infiltrado inflamatório na massa tumoral não define um prognóstico 

específico, embora algumas correlações já foram estabelecidas como no caso de tumores 

colo-retais e de cabeça e pescoço, onde a presença de células T CD8+ e células dendríticas 

maduras estão relacionadas com um bom prognóstico. O contrário acontece na grande 

maioria dos tumores (80%) com relação à presença de macrófagos, que está relacionada 

diretamente com aumento da agressividade do tumor e metástase, óbviamente conferindo um 

pior prognóstico (Joyce & Pollard, 2009). 

 

1.1.5. Desbravando novos nichos: o processo de metástase 

 

O processo de metástase é o espalhamento das células neoplásicas do tumor primário, 

qua passam a colonizar outros órgãos do hospedeiro e, por isso, é responsável por grande 

parte das mortes causadas por tumores (Fidler, 2002). A alta mortalidade de pacientes com 

tumores metastáticos (cerca de 90%) está diretamente relacionada à resistência das células 

tumorais metastáticas às terapias antitumorais convencionais, sendo que isso parece ser uma 



 

conseqüência direta da grande heterogeneidade de fenótipos das células neoplásicas nestes 

tumores (Gupta & Massagué, 2007). 

A busca pelo entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de metástase tem 

mais de 100 anos e, embora muito ainda permaneça por ser elucidado, começamos a 

compreender alguns dos eventos que estão envolvidos no processo de metástase. Uma das 

teorias mais aceitas sobre o processo de metástase foi criada em 1889 por Paget e se chama 

“semente e solo” (em inglês: seed and soil). Nela, Paget hipotetiza que para a metástase 

acontecer, depende tanto das células tumorais (semente), quanto do microambiente existente 

no órgão secundário que estas células vão tentar colonizar (solo). No entanto, quarenta anos 

depois a teoria de Paget foi desafiada por Ewing, que defendia que a metástase era 

determinada pelos vasos que drenavam o tumor primário e este conceito perdurou por muitos 

anos, até que Fidler demonstrou que apesar das células tumorais chegarem aos vasos de todos 

os órgãos, existem alguns onde ocorrem metástase e outros não (Fidler & Kripke, 1977; Hart 

& Fidler, 1980; Fidler, 2002). Esta descoberta trouxe à tona novamente a teoria de semente e 

solo de Paget.  

Atualmente, sabemos que é necessário para que as células tumorais estabeleçam 

metástase que ao menos algumas populações pioneiras consigam migrar, invadir a matriz 

extracelular e cair na circulação (seja ela sanguínea ou linfática). Uma vez na circulação, 

estas células tumorais precisam evadir a resposta imune do hospedeiro e se manter circulantes 

até a chegada ao órgão alvo. Quando chegam ao órgão alvo, elas precisam reconhecê-lo, 

serem margeadas e, de forma semelhante ao que acontece com os leucócitos, aderirem a 

parede do vaso, fazerem o rolamento até pararem, e passarem através das células do endotélio 

para chegar ao seu destino final (figura 2). Embora a chegada ao órgão alvo pareça em um 

primeiro momento o final de uma longa jornada, ela é apenas o começo, pois estas células 

pioneiras precisam efetivamente colonizar aquele novo nicho, modificando o seu 

microambiente para que possam proliferar e se desenvolver e, desta forma, se estabelecerem 

efetivamente como uma colônia secundária. 

 

 

 



 

 
Figura 2: Esquema representativo dos processos envolvidos no processo de metástase 

(adaptado de Fidler 2002) 

 

A velocidade, o sucesso e o número de metástases estabelecidas dependem de 

inúmeros fatores e por isso é tão variável entre os diferentes tipos de neoplasias e mesmo 

entre diferentes pacientes com o mesmo tipo de tumor. O grau de heterogeneidade das 

populações na massa tumoral primária, o tipo celular do qual este tumor teve origem, 

propriedades intrínsicas do tumor (neste caso bastante relacionado à capacidade desta 

neoplasia em transformar o microambiente onde se encontra e utilizá-lo a seu favor), o tipo 

de tecido onde se estabeleceu a colônia primária e a forma como a circulação ocorre são 

fatores que participam não apenas na determinação de qual órgão será colonizado, mas 

também têm efeito determinante sobre a severidade e o curso de tempo em que a metástase 

vai ocorrer (Nguyen et al., 2009). 
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1.1.5.1. Migração e invasão 

 

O processo de metástase começa quando algumas células do tumor primário que 

tenham adquido capacidade de migração e invasão consigam alcançar um vaso sanguíneo ou 

linfático e caiam na circulação. Os processos de migração celular e invasão ocorrem 

fisiologicamente, como em casos de cicatrização, de crescimento de neuritos e de 

neovascularização. Em todos estes exemplos, o movimento das células é direcionado por um 

gradiente de fatores tróficos que, assim que o problema for resolvido, é retirado do local, 

dando fim à migração/invasão. A principal diferença da migração/invasão fisiológica para o 

que acontece em neoplasias é que no último caso os estímulos tróficos nunca são retirados e, 

desta forma, a migração/invasão das células tumorais persiste (Liotta & Kohn, 2001). 

A transição de um carcinoma normal (primário) para um carcinoma invasivo é 

precedida pela ativação local do estroma do hospedeiro, passando a secretar fatores que 

auxiliam tanto na motilidade (fatores tróficos) e na invasão (proteases que degradam matrix 

extra-celular), quanto na transformação destas células neoplásicas em células de maior 

motilidade, através da secreção de citocinas como, por exemplo, o TGFβ (Giampieri et al., 

2009). A presença de TGFβ induz uma das mudanças consideradas essenciais para a 

progressão tumoral ao qual denominamos Transformação Epitelial-Mesenquimal (TEM). A 

TEM é um processo que ocorre fisiologicamente e um exemplo disto é a formação do sistema 

nervoso a partir de células da crista neural durante a embriogênese. No entanto, as neoplasias 

parecem utilizar esta transformação para adquirirem uma condição de maior agressividade, 

onde as células tumorais que possuíam um fenótipo epitelióide, ou seja, células que 

expressavam moléculas de superfície que lhes permitiam estabelecer junções com outras 

células ou mesmo com a matriz extra-celular, que tinham morfologia cubóide e que eram 

polarizadas como são as células epiteliais, passam a assumir uma morfologia mais 

semelhante a uma célula mesenquimal (como um fibroblasto) e, assim, acabam tanto 

perdendo a polarização, quanto deixando de expressar algumas proteínas como a E-caderina, 

importantes para o estabelecimento de junções de adesão (Chen & Obrink, 1991; Chen et al., 

1997). A conseqüência direta desta TEM é que células que até então pouco migravam se 

transformam em células que não estão mais ligadas/aderidas a outras células ou a matriz e, 

por isso, têm uma motilidade muito maior (Gavert & Bem-Ze’ev, 2008).  

As vias de sinalização intracelular que regulam motilidade celular são muitas, mas 

dentre elas duas pequenas proteínas G, denominadas Rho e Rac vêm ganhando atenção. Além 

de modularem a polimerização e despolimerização de microfilamentos de actina (regulando 

assim diretamente o movimento celular) (Hall, 1998; Ridley et al., 1992), estas proteínas 



 

também participam no estabelecimento de junções célula-célula dependentes de caderinas 

(Braga et al., 1997). De fato, o trabalho de Sanz-Moreno e colaboradores (2008) mostrou que 

a ativação de ambas as proteínas promove migração, mas de formas distintas.  

Atualmente são descritas duas estratégias de migração/invasão: a mesenquimal e a 

amebóide. Na primeira, a célula tumoral apresenta uma morfologia mais alongada 

(mesenquimal) e o movimento é bastante dependente da secreção de proteases extracelulares 

para auxiliar na degradação da matriz. Na segunda, as células apresentam uma morfologia 

mais arredondada (como uma ameba) e por isso são menores e mais ágeis, exigindo assim 

menor dependência de degradação de matriz extra-celular para moverem-se, o que as torna 

mais independente da secreção de proteases. Contudo, células com estratégia amebóide 

necessitam de altos níveis de ativação da via de Rho para conseguirem manter os altos níveis 

de contractilidade dos filamentos de actina e miosina que promovem a movimentação destas 

células (Sahai & Marshall, 2003). Por outro lado, a ativação da via da Rac está diretamente 

relacionada com a movimentação do tipo mesenquimal, pois está associada a uma menor 

contractilidade dos filamentos de citoesqueleto (Sanz-Moreno et al., 2008). A escolha por um 

tipo de movimento ou outro é bastante dinâmica, podendo ser adaptado conforme a 

necessidade da célula tumoral. Sanz-Moreno e colaboradores (2008) sugerem que o 

mecanismo de interconversibilidade é mediado pela ativação e inativação da via da Rac. 

 

1.1.5.2. Entrada no vaso e a passagem pela circulação 

 

O próximo passo fundamental no processo de mestástase é a entrada das células 

tumorais na circulação. Este processo é de certa forma, facilitado não apenas pelo fenótipo de 

maior motilidade das células tumorais, mas também pelo próprio microambiente de um tumor 

sólido que é rico em vasos recém formados. Como é de se esperar, um vaso recém formado é 

normalmente de pequeno calibre e em muitos casos ainda não está completamente 

estruturado, ou seja, as junções entre as células endoteliais ainda não estão tão estruturadas 

como em um vaso já bem estabelecido, assim como outros tipos celulares que auxiliam na 

estruturação do vaso ainda não estão presentes (pericitos e células da musculatura lisa). Todo 

este contexto torna os neovasos mais permeáveis, o que facilita a entrada das células tumorais 

na circulação (Karamysheva, 2008).  

Além disto, Gavard & Gutkind (2006) mostraram que o próprio VEGF (que 

normalmente está aumentado em neoplasias, para estimular angiogênese) induz a endocitose 

de uma das moléculas fundamentais na manutenção das junções entre as células endoteliais, a 

VE-caderina, contribuindo diretamente para o aumento da permeabilidade vascular. Outra 



 

possibilidade é a entrada das células tumorais pela via linfática, que é um caminho também 

facilitado, considerando que as células endoteliais que compõem os vasos linfáticos não 

fazem junções de oclusão (o que os torna mais permeáveis) (Rui-Cheng, 2008). Este é, 

provavelmente, um dos motivos pelo qual tantos tumores provocam metástase nos linfonodos 

drenantes da região do tumor primário antes de efetivamente colonizarem outros órgãos 

(Gupta & Massagué, 2006). 

Neste mesmo sentido, acredita-se que existam mecanismos facilitadores deixados 

pelas células pioneiras para as demais células do tumor conseguirem atingir a corrente 

sanguínea. Estes mecanismos não foram ainda elucidados, mas acredita-se que envolvam: a 

presença de quimiocinas e citocinas que formariam um gradiente ao longo do trajeto a ser 

percorrido; ausência de necessidade de degradar a matriz extra-celular; assim como a 

facilitação da passagem das outras células tumorais pela barreira de células endoteliais.  

A chegada das células tumorais na circulação é um ponto crucial para o processo de 

metástase, no entanto, apenas 0,01% das células que efetivamente entram na corrente 

sanguínea conseguem estabelecer metástase (Joyce & Pollard, 2009). Neste mesmo trabalho, 

os autores citam que até 10.000 células tumorais podem entrar na circulação por dia, o que 

nos faz questionar: o que acontece com estas células? Porque a grande maioria não consegue 

chegar ao seu destino final? 

Na verdade, a entrada na corrente sanguínea representa mais um grande desafio que 

contribui para a baixa eficiência do processo de metástase (Weiss, 1990; Sugarbaker, 1993). 

Uma vez na circulação, muitas das células tumorais morrem pelo próprio estresse mecânico 

exercido pelo fluxo sanguíneo, outras são reconhecidas e atacadas por células do sistema 

imunológico. Desta maneira, poucas são aquelas que conseguem efetivamente atingir a 

próxima etapa: a adesão no endotélio do órgão alvo. 

 

1.1.5.3. A decisão pelo órgão alvo 

 

O que leva uma célula tumoral a estabelecer metástase preferencialmente em um 

órgão e não em outro? Esta pergunta ainda não tem uma resposta definitiva e nem conclusiva, 

no entanto, acredita-se que dependa do contexto tanto das células tumorais quanto dos 

possíveis órgãos alvos. A referência a possíveis orgãos alvos é feita, pois apesar da teoria 

“semente e solo”, a localização do tumor primário, a rede vascular (ou seja, o sentido da 

circulação) e a localização dos possíveis sítios secundários (neste caso, a ordem pelo qual a 

circulação atinge os diferentes órgãos passíveis de serem colonizados pelas células tumorais) 

modulam diretamente a probabilidade de metástase. Em outras palavras, dentre os órgãos que 



 

se comportem como “um solo fértil”, aqueles que estiverem mais próximos ao tumor 

primário ou que serão primeiro irrigados com o sangue onde se encontram as células 

tumorais, terão maior probabilidade de serem “semeado”. 

Alguns dos mecanismos moleculares descritos utilizados na parada das células 

tumorais no órgão secundário envolvem interações de adesão mediadas por receptores de 

superfície, semelhantemente ao processo de parada de leucócitos no endotélio (Semple & 

Freedman, 2010). De fato, acredita-se que a parada das células endoteliais e sua passagem 

pela barreira endotelial para entrar no órgão alvo utilize mecanismos bastante similares aos 

utilizados pelas células do sistema imunológico para chegarem aos locais de dano ou 

infecção. Neste caso, incluiria o margeamento das células tumorais, ou seja, a saída delas do 

fluxo sanguíneo para a margem do vaso; o rolamento e finalmente a adesão ao endotélio 

(Abbas & Lichtman, 2005).  

Contudo, algumas questões ainda não são bem compreendidas, como por exemplo a 

escolha do endotélio. Ainda traçando um paralelo com o sistema imunológico, a adesão de 

leucócitos é antecedida por algum evento capaz de ativar o endotélio na região onde a 

presença dos leucócitos se faz necessária e, assim, moléculas de adesão passam a ser 

expressas em grande densidade, possibilitando o rolamento e adesão destas células. No caso 

da metástase, até onde se sabe, não existe nenhum evento prévio que ative o endotélio para a 

adesão das células tumorais, embora alguns trabalhos citem a importância de mediadores 

inflamatórios neste processo, como por exemplo, as células de câncer de mama que parecem 

precisar de CXCR4 para colonizar tecidos ricos em CXCL12, como os pulmões (Orimo et al., 

2005). 

Estratégias de análise de larga escala, como microarranjos, vêm sendo utilizados para 

tentar identificar a expressão diferencial de genes entre populações de células tumorais que 

colonizam preferencialmente um órgão ou outro. O trabalho pioneiro utilizando esta 

estratégia foi desenvolvido por Minn e colaboradores (2005) e se baseou na realização de 

inúmeros ciclos de seleção de células tumorais in vivo, para obtenção de clones que tivessem 

grande tropismo por colonizar pulmões. Estes clones tiveram seu transcriptoma decifrado e 

comparado com o de células não selecionadas para colonizar pulmões e assim alguns genes 

candidatos foram identificados e testados para esta função, elucidando mecanismos 

importantes para a metástase pulmonar de carcinoma mamário. 

 



 

1.1.5.4.  Migração trans-endotelial 

 

Uma vez aderida ao endotélio do órgão alvo, a célula tumoral precisa passar pelo 

endotélio para chegar efetivamente ao órgão. Este processo é chamado de migração trans-

endotelial ou extravasamento. Esta é mais uma etapa fundamental no processo de metástase, 

mas cujos mecanismos ainda são pouco compreendidos.  

Uma hipótese bastante aceita é que neste ponto também deve existir um mecanismo 

facilitador para que várias células, e não apenas alguns clones isolados, entrem no novo sítio 

e, assim, aumente a probabilidade de sucesso na colonização. Neste contexto, acredita-se que 

após a adesão da(s) primeira(s) célula(s) tumoral(ais), esta(s) permaneça(m) ancorada(s) ao 

endotélio, induzindo a ativação destas células endoteliais e, consequentemente, fazendo com 

que novas moléculas de adesão sejam expressas. Assim sendo, o rolamento e adesão de 

outras células tumorais neste endotélio ativado passa a ser mais provável. Além disto, as 

células tumorais aderidas ao endotélio parecem ter capacidade replicativa (Al-Mehdi et al., 

2000), aumentando a sua densidade e assim facilitando a modificação do endotélio. Aqui vale 

a pena salientar que a aderência de um número maior de células tumorais pode facilitar a 

entrada das células neoplásicas por gerar algum tipo de lesão no vaso (Gupta & Massagué, 

2006), ou mesmo pela modulação da sua permeabilidade através da secreção de fatores como 

VEGF (Weis & Cheresh, 2005; Gavard & Gutkind, 2006) 

   

1.1.5.5. Colonização do novo nicho – modificações no microambiente 

 

Uma vez dentro do sítio secundário, o processo todo reinicia. Tudo que foi descrito 

nos itens anteriores é válido. Estas células precisam: se diferenciar, dando origem a diferentes 

populações de células tumorais; modificar o microambiente ao seu redor; evadir resposta 

imune; estimular a formação de vasos para então se estabelecer e progredir. Este processo 

pode ser longo e, assim, muitos tumores permanecem dormentes ou latentes por longos 

períodos antes de efetivamente progredirem no sítio secundário (Naumov et al., 2002). 

 



 

1.2. Melanoma 

 

O melanoma maligno é um dos tipos de tumores mais agressivos e, desta forma, é o 

principal responsável pelas mortes causadas por tumores de pele, muito embora seja também 

um dos menos frequentes. A incidência de melanomas tem aumentado significativamente nos 

últimos anos e, normalmente, manifesta-se de forma cutânea (90% dos casos), embora 

existam casos de aparecimento de lesões primárias em mucosa, uvea/ocular e leptomeningeal 

(Fecher et al., 2007). Por estar diretamente associado à maior exposição à radiação 

ultravioleta, o aumento na incidência de melanoma ocorre de forma semelhante em ambos os 

sexos e em países ricos ou pobres. O prognóstico de pacientes com melanoma está 

diretamente relacionado com o estágio em que se encontra a doença quando o diagnóstico é 

feito, uma vez que pacientes em estágios iniciais podem retirar cirurgicamente a lesão 

maligna e por isso possuem alta probabilidade de cura completa (Ryu et al., 2007). 

Exatamente o contrário ocorre em casos de diagnóstico tardio, onde quase 100% dos casos 

são letais e apenas 54% dos pacientes onde foram identificados nódulos nos lifonodos 

drenantes e 6% dos pacientes que possuíam melanoma disseminado chegam a sobreviver por 

mais de 5 anos; sendo que a expectativa de vida média neste último caso é de apenas 7,5 

meses (Barth et al., 1995; Balch et al., 2001 e Kasper et al., 2007). 

Existem diferentes tipos de câncer de pele, mas são considerados melanomas apenas 

aqueles que se originam de melanócitos, que são as células responsáveis pela produção de 

melanina (o pigmento escuro) presentes na camada mais superficial da pele, a epiderme 

(figura 3). A homeostasia de uma pele normal é mantida através da interação entre 

melanócitos e seu microambiente, que inclui queratinócitos, fibroblastos, células endoteliais e 

do sistema imune, bem como com a matrix extra-celular. No caso dos melanócitos, sabemos 

que eles interagem com fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune apenas 

através da secreção de fatores solúveis e que se encontram aderidos à queratinócitos. Esta 

proximidade física entre estes dois tipos celulares permite aos queratinócitos exercerem 

controle sobre o fenótipo e crescimento dos melanócitos. (Bogenrieder & Herlyn, 2002).  

 

 



 

 
 

Figura 3: Esquema representativo das fases de crescimento do melanoma humano. 

Do lado esquerdo vemos um tecido normal, contendo: tecido subcutâneo, derme e mais 

superficialmente a epiderme, onde se encontram os melanócitos e nevus normais. Do lado 

direito observamos o tecido com tumor, onde podemos ver claramente as fases da progressão 

tumoral: primeiro a transição de um nevus normal para displásico, depois a fase de 

crescimento radial, em seguida a fase de invasão da derme e sub-cutâneo com o crescimento 

vertical e por fim a fase metastática que é quando as células de melanoma atingem os vasos 

sanguíneos e/ou linfáticos (adaptado de www.microvet.arizona.edu/courses/VSC519/Secure/ 

CaseMelanoma/CaseMelanoma.htm). 

 

 

A adesão entre queratinócitos e melanócitos acontece através do contato entre 

moléculas de superfície da família das caderinas, expressas em ambas as células, neste caso 

especificamente, a E-caderina. As caderinas são glicoproteínas de membrana que realizam 

contato célula-célula através de sua ligação direta a outra caderina e que possuem uma única 

região transmembranar, uma grande região extracelular, responsável pela interação com 

outras caderinas, e uma pequena porção carboxi-terminal intracelular, que ancora a proteína 

ao citoesqueleto de actina; de fato, o ancoramento de caderinas aos filamentos de actina não 

ocorre diretamente, sendo mediado por algumas proteínas citoplasmáticas, dentre elas a β-

�
�

�Melanócitos 
Nevus normal 

Epiderme 

Derme 

Tecido 
Subcutâneo 

Crescimento radial 

Crescimento 
vertical 

Metástase 

Tecido Normal Tecido com Tumor 

Nevus displásico 

Vaso linfático 

Vaso 
sanguíneo 

Folículo 
capilar 



 

catenina, particularmente importante no ancoramento da E-caderina (Meigs et al., 2002). A 

E-caderina está diretamente relacionada a tumores, uma vez que a perda de sua expressão é 

fundamental para a transformação epitelial-mesenquimal, onde as células tumorais perdem 

polaridade e adesão e passam a ter um fenótipo mais agressivo (Polyak & Weingberg, 2009). 

No caso dos melanócitos não é diferente, a diminuição ou perda completa de expressão de E-

caderina está diretamente associada à perda do controle feito pelos queratinócitos e tem como 

conseqüência a formação de um nevus (Hsu et al., 1996), que é um aglomerado de 

melanócitos ainda considerado benigno, mas que pode progredir para um nevus displásico, 

considerado melanoma de grau I ou mesmo para um melanoma de grau II que é quando a 

lesão primária começa a apresentar crescimento radial (figura 3) (Bogenrieder & Herlyn, 

2002). 

Além da diminuição da expressão de E-caderina, a transformação maligna que ocorre 

de um melanócito para melanoma está também associada ao aumento da expressão de N-

caderina, outro membro da família das caderinas, mas que, ao contrário da E-caderina, está 

associada a aumento da motilidade e invasão de alguns tumores, dentre eles, células de câncer 

de mama (Nieman et al., 1999). Desta forma, o melanoma passa a ser capaz de migrar e 

invadir camadas mais profundas da pele, o que é chamado de fase de crescimento vertical – 

melanoma de grau III - até que consiga então atingir vasos linfáticos e/ou sanguíneos 

estabelecendo o grau mais avançado da doença, o melanoma de grau IV – metastático (figura 

3) (Bogenrieder & Herlyn, 2002). A importância da expressão de E-caderina para que os 

melanócitos se mantenham sob controle dos queratinócitos foi confirmada por Hsu e 

colaboradores (2000), ao demonstrarem que a indução da expressão de E-caderina em células 

de melanoma re-estabelece o controle de crescimento mediado por queratinócitos e induz a 

diminuição da expressão de moléculas de adesão relacionadas com invasão. 

Acredita-se que o maior número de modificações genéticas na progressão tumoral de 

melanomas esteja associado à mudança de um padrão de crescimento radial, para que as 

células possam adquirir um fenótipo mais agressivo e que lhes permita maior mobilidade e 

habilidade de invadir e assim crescer verticalmente. As mudanças que ocorrem na 

transformação de um melanoma de grau II (radial) para um tumor de grau III (vertical) são 

muitas. As células de melanoma de grau III já são capazes de fazer metástase e são bem 

menos dependentes de fatores de crescimento exógenos (normalmente fornecidos pelo micro-

ambiente tumoral). Além disto, elas apresentam grande instabilidade genômica, crescimento 

independente de ancoragem e, uma vez em cultura, não necessitam adição de fatores de 

crescimento para sua sobrevivência (Kath et al., 1991). 



 

Segundo Kasper e colaboradores (2007) a forma de se tratar casos de melanoma de 

grau III ou IV na clínica ainda é alvo de muita discussão, não existindo um protocolo padrão 

bem estabelecido. Desta forma, pacientes são tratados de forma diferente em diferentes 

instituições de saúde, mas estão entre as estratégias utilizadas: a quimioterapia, adjuvantes do 

sistema imune, vacinas específicas para tumores, algumas citocinas, anticorpos monoclonais 

e alguns imunoestimuladores específicos. Infelizmente nenhum destes tratamentos é efetivo 

para a cura de pacientes com melanoma disseminado, eles apenas buscam melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes e tentar prolongar um pouco a sua sobrevida, mas na maioria 

dos casos, são efetivos apenas no começo do tratamento (Eigentler et al., 2003). Embora não 

faça parte dos protocolos mais utilizados, a radioterapia também pode ser utilizada no 

combate ao melanoma, especialmente aqueles no estágio IV da doença, como sugerem 

Stevens & McKay (2006). 

A falta de protocolos terapêuticos efetivos leva a uma contínua busca por novos alvos 

para intervenções farmacológicas e para tanto é necessário compreender detalhadamente a 

biologia dos melanomas. Neste sentido, buscamos quais são as alterações genéticas mais 

freqüentes e quais as moléculas necessárias para a progressão de melanomas, uma vez que 

estas informações poderiam servir não somente como alvos terapêuticos, mas também como 

marcadores para diagnóstico, prognóstico e acompanhamento da doença. 

Mutações nos genes que codificam as proteínas CDKN2A, PTEN, P53, RAS e MYC 

foram relacionadas com a progressão de melanoma. No entanto, estas mutações ainda não 

foram correlacionadas especificamente a subtipos ou fases específicas dos melanomas e nem 

validados para serem utilizados com marcadores para prognóstico (Fecher et al., 2007). 

Contudo, Dai e colaboradores (2005) demonstraram em um estudo clínico envolvendo 292 

pacientes que a expressão do oncogene Akt/PKB; envolvido na progressão do ciclo celular, 

crescimento celular e inibição da apoptose; tem sua expressão aumentada com a progressão 

do melanoma para fases mais agressivas e de invasão e que, por isso, o aumento da sua 

expressão está inversamente relacionado a sobrevida dos pacientes. 

Embora a ativação de MAPK seja característica de melanomas, a RAS, um oncogene 

freqüentemente mutado em tumores e que promove fosforilação/ativação da via das MAPKs 

encontra-se mutado em apenas 15% dos melanomas cutâneos, sugerindo que possivelmente 

existem outras vias de sinalização alteradas que podem ser mais importantes para a super-

ativação das MAPK. Uma das proteínas candidatas é a BRAF (homólogo B1 do oncogene 

viral do sarcoma V-raf murino), uma proteína quinase que também fosforila/ativa a via das 

MAPKs e que encontra-se mutada em 66% dos melanomas malignos. 100% das mutações em 

BRAF acontecem no seu domínio quinase e cerca de 80% são frutos de apenas uma única 



 

substituição que confere 10,7 vezes maior atividade quinase do que comparada com a 

selvagem (Davies et al., 2002). Pollock e colaboradores (2003) demonstraram que mutações 

em BRAF são bastante freqüentes em Nevi benignos e, desta forma, sugere que a ativação da 

via de MAPK é importante para o desenvolvimento de melanoma, no entanto, sozinha não é 

suficiente para a transformação maligna.  

Também já foram descritas, em melanoma, mutações em genes que codificam 

proteínas do ciclo celular diretamente, tais como a p16INK4a que é fundamental no ponto de 

checagem da fase G1 para a fase S, pois em caso de necessidade, liga-se ao complexo ciclina 

D/CDK4 inibindo-o e assim impedindo a progressão do ciclo celular. No entanto, mutações 

em p16INK4a parecem ser uma causa de susceptibilidade genética a melanomas em famílias, 

uma vez que em casos de famílias com alta incidência da doença, cerca de 10-40% 

apresentam mutações nesta proteína e estas mutações são bastante raras em casos esporádicos 

(Eliason et al., 2006). Marini e colaboradores (2006) mostraram que em 75% dos casos de 

melanoma p16INK4a é silenciado por hipermetilação da região promotora. 

Outro alvo de freqüentes mutações em tumores é o gene que codifica a proteína p53, 

um supressor de tumor, mas que parece ser um componente importante apenas de melanomas 

associados a danos causados no DNA, seja por agentes mutagênicos ou por grande exposição 

à radiação UV, pois fora destes casos, p53 é raramente encontrado mutado em melanomas 

(entre 0 e 25%) (Lubbe et al., 1994).  

Novos alvos continuam sendo investigados e neste sentido, estudos de larga escala, 

como análise de microarranjos, podem contribuir muito. Bittner e colaboradores (2000), 

utilizando amostras de paciente e Ryu e colaboradores (2007) utilizando linhagens celulares 

de melanomas humanos em diferentes estágios, realizaram uma análise transcriptômica e 

identificaram alguns genes modulados diferencialmente que conseguem determinar tumores 

mais agressivos. No trabalho de 2007, os autores ainda dividiram estes genes em 3 classes: 1) 

genes que sofriam modulação positiva cuja função está relacionada a ativação do ciclo 

celular, replicação do DNA e mecanismo de reparo, 2) genes cuja expressão foi perdida e 

tinham função de adesão celular ou na diferenciação de melanócitos e 3) genes modulados 

positivamente e com função de resistência a apoptose; abrindo um leque bastante grande de 

novos alvos a serem estudados. Lembrando que novos alvos significam a possibilidade de 

desenvolvimento de novos fármacos ou estratégias terapêuticas. 

 



 

 

1.3. O sistema calicreínas-cininas 

 

1.3.1. Um breve histórico do sistema 

 

A história do sistema calicreínas-cininas começa em 1909, quando Abelous & Bardier 

relatam uma queda transiente da pressão sanguínea de humanos que receberam injeção 

intravenosa de frações de urina humana (revisado por Prado et al., 2002). Alguns anos mais 

tarde, em 1930, Werle & Frey descrevem uma enzima pancreática a qual chamaram de 

calicreína (do grego: kallikreas, que quer dizer pâncreas). Em 1937, Werle descreve pela 

primeira vez um dos peptídeos ativos do sistema ao qual chamou de DK e que atualmente é 

conhecido como calidina (KD), ao perceber que quando trabalhava com calicreínas e soro 

sanguíneo formava-se uma nova substância de menor peso molecular e que possuía ações 

semelhantes a da calicreína. No final da década de 40, Rocha-e-Silva e colaboradores 

descrevem aqui na Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/Universidade de São Paulo, 

utilizando veneno de serpentes, a bradicinina (BK) (Rocha-e-Silva et al., 1949).  

A seqüência de aminoácidos do nonapeptídeo BK somente foi elucidada na década de 

60 e foi descrita concomitantemente por dois grupos (Boissonnas et al., 1960; Elliott et al. 

1960; Elliott et al., 1961). Um ano mais tarde, Werle e colaboradores (1961) descreveram a 

sequência de aminoácidos da KD (Figura 4). 

 

 
 

Figura 4: Sequência de aminoácidos dos peptídeos ativos do SCC. Preto – resíduos de 

aminoácido comuns a todos os peptídeos; Cinza – resíduo de lisina presente na KD e 

desArg10-KD; Branco – resíduo de arginina ausente nos peptídeos desArg9-BK e desArg10-

KD; BK – bradicinina; KD – calidina. 

 

A identificação dos receptores do sistema somente aconteceu na década de 70, quando 

Regoli e colaboradores descreveram a existência de dois receptores - B1 e B2 – e começaram 

Lys Arg Gly Phe Ser Pro Phe  Pro Pro Arg 

BK 

KD 

desArg9-BK 

desArg10-KD 

-              -             -              -             -              -             -              -             -  



 

as suas caracterizações moleculares, demonstrando diferentes perfis famacológicos e de 

expressão (Regoli et al., 1977; Regoli et al., 1978; Drouin et al., 1979; para revisão ver 

Regoli & Barabé, 1980 e Leeb-Lundberg et al., 2005). Embora descobertos apenas no final 

dos anos 70, no começo da década de 90 os receptores B1 e B2 já haviam sido clonados 

(McEachern et al., 1991; Menke et al., 1994) e poucos anos depois animais com os receptores 

deletados já estavam disponíveis para estudos (Borkowski et al., 1995; Pesquero et al., 2000).  

 

 

 
Figura 5: Representação esquemática do sistema calicreínas-cininas, evidenciando os 

componentes deste sistema bem como funções clássicas mediadas pelos seus receptores, no 

qual o cininogênio é clivado por calicreínas formando BK ou KD, que podem tanto ativar o 

receptor B2 e neste caso mediar respostas de inflamação e vasodilatação, quanto serem 

clivadas pela ECA (que gera peptídeos inativos) ou por carboxipeptidases, formando a 

desArg9-BK ou desArg10-KD, que ativam o receptor B1 e assim medeiam dor e inflamação. 

BK – bradicinina, KD – calidina, ECA – enzima conversora de angiotensina-I. 

 

Em termos gerais, sabemos que o sistema calicreínas-cininas atua de forma sistêmica 

modulando a pressão arterial (Duka et al., 2006), bem como participando de respostas 

inflamatórias e de dor (Calixto et al, 2004). Contudo, a expressão local de componentes 
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destes sistemas é descrita na literatura em muitos tecidos e órgãos, demonstrando que podem 

estar envolvidos em outras funções que não as classicamente conhecidas (para revisão ver 

Costa-Neto et al., 2008). Na figura 5, observamos uma representação esquemática e geral do 

sistema calicreínas-cininas. Cada uma das partes deste esquema será detalhadamente 

abordada nos próximos itens. 

 

1.3.2. Formação da bradicinina e da calidina 

 

Os peptídeos BK e KD são originados a partir de um precursor comum, o cininogênio, 

- proteína circulante que possui estes peptídeos na sua seqüência de aminoácidos, e que é 

produzido de forma sistêmica pelo fígado. São conhecidos dois cininogênios, o de alto peso 

molecular (88-120 kDa) e o de baixo peso molecular (50-68 kDa). Acredita-se que o primeiro 

seja restrito ao plasma sanguíneo por causa do seu tamanho e que o segundo, de menor 

tamanho, consiga extravasar e por isso esteja presente tanto no plasma sanguíneo quanto nos 

tecidos. Ambos são oriundos de um mesmo gene de 11 exons que sofre processamento 

alternativo, localizado no cromossomo 3 humano (3q27) (Takagaki et al., 1985). Os 

cininogênios são glicoproteínas formadas por múltiplos domínios que possuem uma cadeia 

pesada na porção C-terminal e uma cadeia leve na região N-terminal. Entre a cadeia pesada 

(que compreende os domínios de 1 a 3) e a cadeia leve (formada pelos domínios 5 e 6) está o 

domínio 4, que é a BK (Nawa et al., 1983). 

Para ser biologicamente ativa, a BK e/ou KD precisam ser clivadas do cininogênio e 

isso é feito por enzimas específicas denominadas calicreínas. As calicreínas são serino-

endopeptidases que clivam especificamente o cininogênio (tanto de alto como de baixo peso 

molecular) e estão divididas em dois tipos: a plasmática e as teciduais (anteriormente 

conhecidas como glandulares). 

A calicreína plasmática é sintetizada no fígado, a partir de um único gene localizado 

no cromossomo humano 4 (4q35), na forma de uma pré-enzima inativa, a pré-calicreína. A 

ativação desta calicreína ocorre no plasma e é regulada por inúmeros fatores, dentre eles: o 

fator de Hageman (fator XII de coagulação), endotoxina, proteases microbianas, entre outros. 

Uma vez ativa, a calicreína plasmática cliva o cininogênio de alto peso molecular - presente 

no plasma sanguíneo – liberando o nonapeptídeo BK. Tanto a calicreína plasmática ativa, 

quanto o fator de coagulação XIIa, que é capaz de ativá-la, são finamente regulados e, na 

maioria das vezes, rapidamente inativados pelo inibidor C1 do sistema complemento (de 

Agostini et al., 1984; Davis, 2004). 



 

As calicreínas teciduais são uma família de enzimas (KLK) que semelhantemente a 

calicreína plasmática agem como serino-endopeptidases, no entanto, são expressas em 

diferentes níveis, em uma grande variedade de tecidos. As diferentes KLK são oriundas de 

diferentes genes, sendo a maioria deles localizados no braço longo do cromossomo 19 e uma 

vez expressas na forma de uma pró-enzima, possuem um peptídeo sinal que as conduzem ao 

retículo endoplasmático e finalmente à secreção. Sua ativação acontece nos tecidos pela 

clivagem do pró-segmento que promove uma mudança conformacional re-estabelecendo o 

sítio catalítico. Ao contrário da calicreína plasmática, as teciduais formam principalmente KD 

e, embora sejam capazes de clivar cininogênio de alto e baixo peso molecular, as calicreínas 

teciduais utilizam principalmente o de baixo peso molecular como substrato por sua maior 

disponibilidade nos tecidos. Além disto, estas enzimas estão relacionadas com outras funções 

que não apenas a clivagem de cininogênio, podendo também clivar/ativar os receptores 

ativados por proteases (PARs), outras calicreínas, alguns fatores de crescimento como fator 

de necrose tumoral β (TGFβ) e indiretamente os fatores de crescimento semelhante à insulina 

(IGFs) (pela clivagem de proteínas ligadoras de IGF – IGFBP - que inibem estes IGFs), 

degradar matriz extracelular pela clivagem direta de seus componentes (laminina, gelatina, 

fibrinogênio bem como diferentes tipos de colágenos e fibronectinas) ou pelo aumento na 

atividade de proteases como metaloproteases (MMPs) e/ou ativação do zimogênio do 

plasminogênio-tipo-uroquinase (uPA) e inativação do inibidor do ativador de plasminogênio I 

(PAI-I) – principal inibidor de uPA – e que no aumento da proteólise mediada por uPA e 

ligação de uPA ao seu receptor uPAR, que converte plasminogênio em plasmina (para 

revisão ver Pampalakis & Sotiropoulou, 2007 e Lundwall & Brattsand, 2008). 

 

1.3.3. Formação da desArg9-BK e desArg10-KD por cininases do tipo I 

 

A BK e a KD formadas podem exercer seus efeitos diretamente através do receptor 

B2 ou podem servir de substrato para as cininases do tipo I que retiram o resíduo de Arg da 

porção carboxi-terminal destes peptídeos, dando origem à desArg9-BK e desArg10-KD, 

respectivamente, que são ligantes preferenciais do receptor B1. São consideradas cininases do 

tipo I as carboxipeptidases M (CPM) e N (CPN) e recentemente a B (CPB) e a D (CPD), 

sendo todas metalo-carboxi-peptidases dependentes de zinco (Vendrell et al., 2000). 

A primeira carboxipeptidase descrita por ter atividade de cininase do tipo I foi a CPN 

por Erdos & Sloane (1962). Neste período ainda não se conhecia o receptor B1 e por isso ela 

foi descrita como uma enzima plasmática capaz de degradar a BK. A CPN é sintetizada 

apenas pelo fígado e imediatamente secretada na circulação sanguínea, onde sua 



 

concentração é alta, em torno de 30 µg/ ml (10-7 M). Ela cliva apenas resíduos de Arg ou Lys 

carboxi-terminais de peptídeos ou proteínas, no entanto, quando se trata de degradação de 

BK, sua atividade é de menor importância fisiológica do que a ECA (enzima conversora de 

angiotensina I/cininase II). Contudo, a CPN em pacientes que tomam medicamentos que 

inibem a ECA, torna-se peça fundamental para o controle dos níveis de BK circulantes, uma 

vez que altas concentrações circulantes deste peptídeo podem ser danosas (para revisão ver 

Skidgel &Erdos, 2007). 

A CPM foi descoberta como uma proteína que está presa a membrana por uma âncora 

de GPI (glicosilfosfatidilinositol) e que tem atividade de carboxi-peptidase, retirando 

específicamente resíduos de Arg e Lys carboxi-terminais. Atualmente esta enzima tem sua 

seqüência de cDNA (Tan et al., 1989) e estrutura genômica (Li et al., 2002) conhecidas, bem 

como sua estrutura tridimencional elucidada por cristalografia de raio-X (Reverter et al., 

2004). Zhang e colaboradores (2008a) demonstraram a existência de uma relação direta da 

CPM com a ativação de vias de sinalização celular do receptor B1. Os autores demonstraram 

que a CPM interage fisicamente com o receptor B1 e que esta interação acontece em regiões 

ricas em caveolina e colesterol conhecidas como balsas lipídicas (lipid rafts) e é fundamental 

para a sinalização via receptor B1, ou seja, indicando que a CPM em direta associação ao 

receptor B1 seria uma forma de priorizar a sinalização via este receptor em detrimento ao 

receptor B2. 

Nos últimos anos foram descritas como tendo atividade de cininase I outras duas 

enzimas: a CPD, que assim como a CPM, também é uma proteína de membrana e que foi 

caracterizada por Timblin e colaboradores (2002) e a CPB, identificada por sua atividade 

formadora de desArg9-BK no perfusato do leito arterial mesentérico de ratos (Oliveira et al., 

2007). 

 

1.3.4. Degradação da bradicinina e calidina por cininases do tipo II 

 

 De forma lógica, a segunda classe de enzimas descobertas capazes de clivar BK foi 

chamada de cininases do tipo II.  Ao contrário das cininases do tipo I que retiram apenas um 

resíduo de aminoácido, as cininases do tipo II são peptidilpeptídeo hidrolases e removem o 

dipeptídeo Phe8-Arg9 da porção carboxi-terminal da BK. No começo da década de 70 se 

mostrou que esta cininase do tipo II de membrana encontrada era idêntica à enzima 

conversora de angiotensina-I (ECA) descoberta por Skeggs em 1956 (Skeggs et al., 1956), 

sugerindo de forma bastante inovadora para a época que uma mesma enzima poderia 

desempenhar duas funções distintas (Yang et al., 1970 e Yang et al., 1971). 



 

Em 1984, Skidgel e colaboradores demonstraram que uma outra endopeptidase 

conhecida por NEP (endopeptidase neutra) era capaz de clivar de forma semelhante os 

mesmos substratos utilizados pela ECA. A NEP foi descoberta nos rins por Kerr & Kenny 

(1974) e no cérebro por Malfroy e colaboradores (1978) e possui atividade de cininase tipo II, 

mas não de ECA, pois cliva a angintensina I em um hepta e um tripeptídeo além de clivar 

também o próprio octapeptídeo angiotensina II. 

Tanto a NEP quanto a ECA são metalopeptidases de membrana que utilizam o íon 

Zn2+ como cofator, no entanto, a NEP é uma enzima de membrana do tipo II presa na 

membrana plasmática por um peptídeo sinal não clivado na região amino-terminal, possui um 

único sítio catalítico e consegue clivar peptídeos maiores do que consegue a ECA. Por sua 

vez a ECA é uma enzima de membrana do tipo I e por isso está presa à membrana por uma 

âncora na sua extremidade carboxi-terminal e possui dois sítios catalíticos independentes 

localizados em domínios extracelulares diferentes da proteína (para revisão ver Skidgel & 

Erdos, 2004). 

 

1.3.5. Os receptores do SCC 

 

Conforme descrito anteriormente, os componentes ativos do SCC são gerados a partir 

da clivagem do cininogênio pelas enzimas calicreínas, gerando os peptídeos BK e KD e esses 

peptídeos se ligam com alta afinidade ao receptor B2. Além disto, a BK e a KD podem servir 

de substrato para as cininases do tipo I formando os peptídeos desArg9-BK e desArg10-KD, 

respectivamente, e estes peptídeos são ligantes preferenciais do receptor B1 (Figura 5).  

Os receptores B1 e B2 são parte da subfamília de receptores semelhantes à rodopsina 

que possuem sete alças transmembranares (7TM) e são acoplados à proteína G (GPCR) na 

região intracelular, mas diferem bastante entre si quanto ao padrão de expressão e à forma de 

sinalização. Enquanto o receptor B1 tem expressão muito baixa ou ausente na maioria dos 

tecidos, sendo induzido rapidamente em situações de lesão ou inflamação e não sofrendo 

fosforilação quando ativado (pois não tem resíduos de serina e treonina na cauda carboxi-

terminal) nem internalização/desensibilização; o receptor B2 é constitutivamente expresso e 

uma vez ativado é fosforilado e conseqüentemente internalizado/desensibilizado (Faussner et 

al., 1998; Blaukat et al., 1999). Existem relatos de que o receptor B2 poderia também ser 

ativado diretamente pela ação de calicreínas e algumas outras proteases, classificando-os 

potencialmente em um grupo de receptores-ativados por serino-proteases (Hecquet et al., 

2000 e Biyashev et al., 2006). 



 

Uma vez ativados, estes receptores desencadeiam vias de sinalização celular muitas 

vezes similares. No entanto, já foi mostrado que o padrão de ativação das vias nem sempre é 

o mesmo. Em termos gerais, parece que esta variação do padrão de sinalização de um 

receptor para o outro está diretamente relacionado com a duração desta sinalização, sendo 

normalmente a ativação mediada pelo receptor B2 transiente e a mediada por B1 mais 

prolongada (Mathis et al., 1996 e Dixon et al., 2002).  

O receptor B1, assim como o B2 sinalizam via proteína Gαq e conseqüentemente 

ativam fosfolipase C, que cliva fosfaditilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) da membrana em 

diacilglicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (IP3), que em última instância elevam os níveis de 

cálcio intracelular. Embora a via de sinalização seja a mesma, Mathis e colaboradores (1996) 

observaram que quando estimulavam células em cultura de musculatura lisa da artéria 

mesentérica superior de coelhos com BK havia um aumento rápido e transiente da 

concentração de cálcio intracelular, enquanto que quando estimulavam com o ligante do 

receptor B1, desArg9-BK, havia uma resposta bifásica e sustentada. Além disto, ambos 

receptores também podem sinalizar via proteína Gαi, o que promove uma regulação negativa 

da adenilato ciclase e estimula a via das MAPKs. A ativação de MAPKs promove a 

translocação do fator de transcrição AP1 para o núcleo (Naraba et al., 1998), bem como está 

relacionada a ativação do também fator de transcrição NFκB e aumento na expressão de 

COX2 quando induzida pelo receptor B2 (Chen et al., 2004). A ativação do receptor B2 não 

regula a formação de eicosanóides apenas pela modulação da expressão de COX2, mas 

também ativa diretamente a primeira enzima da cascata de formação destes mediadores 

lipídicos, a fosfolipase A2 (Burch et al., 1987). Além disto outros relatos também mostram 

que a ativação de NFκB pelo receptor B2 envolve a via da PI3K como descreveu Pan e 

colaboradores em 1999 e pode induzir a expressão de citocinas como IL1β (Pan et al., 1996). 

O receptor B1, por sua vez, também ativa o fator de transcrição NFκB levando a sua 

translocação para núcleo, mas em células da musculatura lisa de humanos este processo 

parece envolver a ativação de PKC (Moreau et al., 2006). Além disto, por ser indutível, o 

receptor B1 pode entrar em um processo de retro-alimentação positiva, uma vez que sua 

ativação leva a translocação de NFκB para o núcleo e o gene que codifica para o receptor B1 

tem regiões de ligação para NFκB na sua região promotora, conseqüentemente a ativação do 

NFκB induz a sua própria expressão (Schanstra et al., 1998). Esta retro-alimentação positiva 

não acontece somente via NFκB, mas também por outras vias de sinalização, como 

PLC/PKC, PI3K/AKT e MAPKs, desde que induzam a translocação para o núcleo de um dos 

três fatores de transcrição que se ligam a região promotora do gene do receptor B1: CREB, 

AP1 e NFκB (figura 6). Se observarmos que o receptor B2 também induz translocação de 



 

NFκB e AP1 para o núcleo, vemos que a ativação do receptor B2 também contribui 

diretamente para a indução da expressão do receptor B1. Neste contexto observamos que em  

 
 

Figura 6: Representação dos mecanismos envolvidos na regulação da expressão do 

receptor B1. Ativação de receptores de citocinas, receptores do tipo Toll ou mesmo dos 

próprios receptores B2 e B1 do SCC conseguem ativar muitas vias de sinalização, incluindo 

PKC, PI3K e MAPK que regulam a ativação e translocação para o núcleo dos fatores de 

transcrição CREB, AP-1 e NFκB que se ligam a região promotora do gene do receptor B1 

induzindo sua expressão. AP-1, proteína ativadora 1; AKT/PKB, proteína quinase B; CREB, 

elemento ligador responsivo a AMPcíclico; ERK, quinase regulada por sinais extra-celulares; 

JNK, quinase c-jun NH2-terminal; MAPKKK, proteína quinase da quinase quinase ativada 

por mitógenos ; MAPKK, proteína quinase da quinase regulada por mitógenos; NFκB, fator 

nuclear κB; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinase; PLC, fosfolipase C; PKC, proteína quinase C; 

TLR, receptor do tipo Toll (Adaptado de Calixto et al., 2004). 
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um grande número de situações o receptor B2 medeia a resposta inicial, mas logo sofre 

desensibilização e é substituído pelo receptor B1 que é quem faz uma resposta tardia, mas 

mais duradoura. 

Uma vez ativado o receptor B1 participa da resposta inflamatória através da indução 

da expressão de citocinas, liberação de óxido nítrico e ativação de vias que levam a produção 

de mediadores inflamatórios lipídicos como prostaglandinas, bem como sensibilização e 

ativação de receptores de dor (Davis et al., 1996 , Dray & Perkins, 1993, McLean et al., 

2000aeb). Além disto, já foi mostrado que o receptor B1, calicreínas e cininogênio são 

encontrados na superfície de neutrófilos sinoviais e circulantes, representando uma forma de 

manter a sinalização por cininas no local da inflamação, além de formar um gradiente 

quimioatrativo de cininas que recruta mais leucócitos para o local da inflamação (Bockmann 

& Paegelow, 2000, Bhoola et al., 2001), induzir a quimiotaxia de neutrófilos humanos 

(Ehrenfeld et al., 2006) e também rolamento, adesão e migração de leucócitos (McLean et al., 

2000aeb). Da mesma forma, Pesquero e colaboradores (2000) demonstraram que animais 

sem o receptor B1 possuem hipoalgesia e resposta inflamatória alterada, evidenciando a 

importancia deste receptor no processo inflamatório (para revisão ver Bhoola et al., 2001, 

Couture et al., 2001 e Calixto et al., 2004). 

 

1.4. O sistema calicreínas-cininas e o câncer 

 

A relação entre o SCC e câncer ainda é pouco descrita na literatura, mas foi 

recentemente revista pelo nosso grupo (Costa-Neto et al., 2008 – Anexo). As primeiras 

conexões entre o sistema e câncer de próstata datam da década de 80, quando uma calicreína 

então denominada antígeno-específico de próstata (PSA) começou a ser utilizada na clínica 

como marcador biológico para este tipo de tumor, facilitando o diagnóstico em estágios mais 

precoces da doença. Atualmente, outras calicreínas vêm sendo utilizadas como marcadores 

biológicos (Paliouras et al., 2007), muitas ainda relacionadas a tumores de próstata (Veveris-

Lowe et al., 2005; Stephan et al., 2006; Gao et al., 2007; Lilja et al., 2007), mas também 

existem alguns estudos com tumores de ovário (Borgoño et al., 2006; Prezas et al., 2006a; 

Shan et al., 2007), mama (Yu et al., 1998; Yousef et al., 2000a; Yousef et al., 2000b; Dhar et 

al., 2001), pulmão (Chee et al., 2008) e tumores intracraniais (Prezas et al., 2006b). Alguns 

mecanismos pelos quais as calicreínas poderiam agir na tumorigênese começam a ser 

elucidados e acredita-se que elas possam mediar a proteólise da matriz extracelular e, 



 

conseqüentemente, influenciar os processos de crescimento tumoral, angiogênese, invasão e 

metástase (Borgoño & Diamandis, 2004). Além disto, Veveris-Lowe e colaboradores (2005) 

mostraram a relação do PSA e da calicreína 4 com a diminuição de E-caderina e a TEM; e 

Gao e colaboradores (2007) descreveram a participação da calicreína 4 como mediador da 

interação entre células tumorais e osteoblastos em tumores de próstata metastáticos. 

A modulação na expressão de calicreínas em diferentes tipos de tumores e a direta 

relação do sistema calicreínas-cininas com inflamação, componente fundamental da 

progressão tumoral (Schwartsburd, 2003; de Marzo et al., 2007; Allavena et al., 2008 e 

Collota et al., 2009), sugerem que este sistema possa também ter participação na 

tumorigênese. De fato, alguns trabalhos descrevem a presença dos receptores B1 e B2 de 

cininas em diferentes tipos de tumores e linhagens tumorais imortalizadas (Hermann et al., 

1999; Wu et al., 2002 e Chee et al., 2008), bem como um aumento na expressão desses 

receptores em células do infiltrado inflamatório de carcinoma de esôfago (Dlamini & Bhoola, 

2005). 

Existem poucos trabalhos publicados sobre o papel dos receptores do SCC na 

tumorigênese e a grande maioria deles são estudos com o receptor B2, que parece exercer um 

importante papel pró-tumoral, uma vez que aumenta a migração de células de tumor de 

bexiga (Baba & Yamaguchi, 2001). Neste mesmo sentido, trabalhos utilizando animais 

deficientes na produção do cininogênio, e que por isso não produzem BK endógena, (Ikeda et 

al., 2004), ou tratados com o antagonista de B2 (Hoe-140) (Ishihara et al., 2001), ou mesmo 

que receberam antagonista para o receptor B2 como adjuvante na quimioterapia (Stewart et 

al., 2005) apresentaram significativa redução do número de vasos e do tamanho do tumor. 

Corroborando estes dados, em um estudo in vitro também utilizando antagonista do receptor 

B2, Chan e colaboradores (2002) mostraram inibição do crescimento de células de tumor de 

pulmão e, as doses utilizadas não tinham efeito sobre células pulmonares normais. Além 

disto, Greco e colaboradores (2004) mostraram que a BK, via receptor B2, ativa vias 

mitogênicas em tumores de mama e um ano mais tarde mostraram que efetivamente o 

estímulo com BK induz proliferação em cultura primária de tumores de mama humanos 

(Greco et al., 2005). 

Com relação ao papel das cininas na próstata, onde primeiro se descobriu a relação 

entre SCC e câncer, sabe-se que o estímulo do tecido normal com BK induz proliferação via 

ativação de ERK 1/2 (Srinivasan et al., 2004), no entanto, quando trata-se de células 

neoplásicas, a conversa cruzada entre os receptores B1 e B2 parece ser fundamental para a 

sua proliferação (Barki-Harrington et al., 2003). Além disto, Taub e colaboradores (2003) 

mostraram que enquanto o receptor B2 é expresso constitutivamente em tecidos neoplásicos e 



 

normais, o receptor B1 é expresso somente em lesões malignas e que uma vez estimulado, o 

receptor B1 induz crescimento celular, migração e invasão de células PC3, que são de 

tumores de próstata independente de andrógeno. Corroborando os achados de Taub e 

colaboradores em 2003, Molina e colaboradores (2009) também mostraram que a ativação do 

receptor B1 contribui para o desenvolvimento tumoral em células de câncer de mama 

dependentes de estrógeno, uma vez que estimulam a proliferação destas células via ativação 

da via de sinalização celular que culmina na fosforilação de ERK 1/2. 

Apesar do aparente efeito pró-tumoral do receptor B2, existem alguns estudos já em 

fase clínica utilizando agonistas sintéticos de B2 como adjuvantes na quimioterapia. Estes 

estudos se baseiam nas propriedades vasodilatadoras do receptor B2 e no aumento da 

expressão deste receptor em células endoteliais dos vasos que irrigam os tumores, assim 

sendo a co-administração de um quimio-terápico e do agonista do receptor B2 auxiliariam na 

chegada preferencial da droga anti-neoplásica nas regiões tumorais (pela maior vaso-

dilatação) do que em tecidos normais (onde há menor expressão do receptor B2) (Liu et al., 

2008; Li-Juan et al., 2009 e Wang et al., 2009). Muitos destes estudos são feitos em tumores 

cerebrais onde a barreira-hemato-encefálica impõe uma importante dificuldade para os 

tratamentos quimio-terápicos e muitos tumores não são sensíveis à radioterapia (Matsukado 

et al., 1998; Easton et al., 2002 ; Prados et al., 2003 ; Packer et al., 2005; Warren et al., 2006). 

Com respeito a melanomas, não existe até o momento nenhum estudo mostrando se o 

desenvolvimento desta patologia conta com a participação de componentes do SCC, embora 

alguns estudos utilizem modelos de melanoma murino para investigar se o SCC exerce 

influência sobre a secreção e expressão de endotelina-1 (Andoh et al., 2009) e para estudar o 

papel dos receptores B1 e B2 na dor causada pelo câncer (Fujita et al., 2009). 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. Objetivos 



 

2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar a participação do sistema calicreínas-cininas 

no processo de desenvolvimento e progressão tumoral utilizando modelo de melanoma 

murino. 

 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Caracterizar o modelo celular de estudo quanto ao padrão de expressão de 

componentes do SCC relevantes no estudo; 

• Padronizar o modelo de melanoma in vivo no laboratório; 

• Investigar a expressão do receptor B1 em diferentes estágios da progressão tumoral; 

• Averiguar se a estimulação do receptor B1 altera a agressividade e propriedades 

tumorigênicas das células de melanoma; 

• Avaliar possíveis mecanismos moleculares que auxiliem a compreender de que forma 

a ativação de B1 altera a agressividade das células de melanoma; 

• Investigar se a estimulação do receptor B1 influencia na habilidade das células de 

melanoma em fazer metástase, bem como investigar se a estimulação do receptor B1 

se faz importante em alguns pontos cruciais para o estabelecimento da metástase, tais 

como: migração celular e invasão. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Materiais e Métodos 
 
 



 

3.1. Materiais 

 

O agonista do receptor B1, a DABK, foi comprado da Sigma e o antagonista do 

receptor B1, a DLBK foi sintetizado utilizando a estratégia FMOC (Chan & White, 2003), 

purificada em HPLC utilizando uma coluna C-18 e uma pequena alíquota sofreu hidrólise 

ácida (Liu & Boykins, 1989) para que tivesse seu conteúdo de aminoácidos avaliado em 

analisador de aminoácidos automático (Spackman et al., 1958). Posteriormente o peptídeo foi 

validado em modelo experimental de contração de aorta de coelho (Regoli et al., 1977). A 

síntese do peptídeo, a purificação e análise da sequência de aminoácidos foram feitas em 

colaboração com o laboratório do Prof. Dr. Eduardo Brandt de Oliveira (Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto – USP) com o auxílio do mestre Felipe Roberti Teixeira. A 

validação do antagonista foi realizada em colaboração com o laboratório da Prof. Dr. Maria 

Cristina de Oliveira Salgado (Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP). 

Todos os experimentos realizados utilizando animais foram previamente aprovados 

pelo comitê de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São 

Paulo (protocolo CEUA 025-2007). 

 

3.2. Métodos 

 

3.2.1. Cultura de células 

 

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizadas as linhagens B16/F10, Melan-

A (Ma) e Tm5, sendo as últimas duas gentilmente cedidas pela Prof. Dr. Miriam Jasiulionis 

da UNIFESP. As características e forma de cultivo das mesmas estão descritas nos itens 

abaixo: 

 

3.2.1.1. Linhagem Melan-a 

 

A linhagem não tumorigênica de melanócito murino Melan-a (American type culture 

colection - ATCC) foi cultivada em incubadora com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C em 

meio RPMI 1640 (Gibco), suplementado com: 1,5 g/l de NaHCO3, 4.5 g/l de glicose, 2.38 g/l 

de HEPES, SFB 5%, 10 µg/mL de gentamicina e 200 nM de forbol 12-miristato 13-acetato 

(PMA). Quando confluentes, as células eram lavadas com PBS e descoladas da garrafa com 

uma solução de PBS/EDTA de 10 mM. A suspensão celular era centrifugada a 400 g e o 

precipitado ressuspendido em meio de cultura.  Dez porcento das células eram então 



 

recolocadas em cultura para manutenção da linhagem e o restante utilizado em experimentos 

ou descartado. Cada vez que as células eram descoladas, consideramos uma passagem. Para 

os experimentos, foram utilizadas células entre as passagens 15 e 40. 

 

3.2.1.2. Linhagem Tm5 

 

Esta linhagem foi desenvolvida pela Prof. Miriam Jasiulionis a partir da linhagem 

Melan-a, através de ciclos sequenciais de cultivo em condições que inviabilizam a adesão das 

células (placas recobertas por lâmina de agarose 1%). Desta forma foi possível selecionar 

clones viáveis, resistentes a “anoikis” (que sobrevivem à morte celular induzida pela falta de 

adesão) e com caracteristicas tumorigênicas (Oba-Shinjo et al., 2006). A linhagem Tm5 foi 

mantida nas mesmas condições que a Melan-a, mas sem adição de PMA no meio de cultura. 

 

3.2.1.3. Linhagem B16/F10 

 

A linhagem de melanoma murino B16/F10 (ATCC) foi cultivada da mesma forma 

descrita no item 3.2.1.1., mas no meio de cultura HAM/F10 (Gibco) suplementado com: 1,2 

g/l de bicarbonato de sódio, SFB 10% e 10 µg/mL de gentamicina. 

 

3.2.3. Análise da expressão de RNA mensageiro por PCR 

 

3.2.3.1. Extração de RNA por Trizol  

 

A extração do RNA total foi realizada seguindo o protocolo do reagente Trizol 

(Invitrogen), que consiste em adicionar 1 ml de Trizol por amostra e homogenizar bem para 

que o reagente consiga atingir toda a sua superfície. Este protocolo foi utilizado para extrair 

RNA de dois tipos de amostras, o primeiro de células em cultura, onde o meio de cultura foi 

completamente removido e o Trizol foi adicionado diretamente sobre a placa de cultura. O 

segundo de amostras de tecidos (tumores retirados dos animais). Os tumores foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido após excisão e previamente a adição do 

Trizol, foi realizado um passo de pulverização destes tecidos para permitir que o Trizol atinja 

homogeneamente toda a amostra, aumentando a eficiência da extração. Esta etapa de 

pulverização foi a retirada do tecido do nitrogênio líquido e imediatamente, com auxílio de 

um martelo protegido com papel alumínio tratado com RNAse away (Invitrogen), pulverizá-



 

lo por pressão. Com auxílio de uma espátula, alguns fragmentos do tecido pulverizado foram 

transferidos para tubos de 1,5 ml onde foi adicionado 1 ml do reagente Trizol.   

Seguindo o protocolo do fabricante, foram adicionados 200 µL de clorofórmio por 

tubo, seguido de vigorosa agitação. As amostras foram então submetidas à centrifugação de 

12.000 g por 15 min (4°C) e a fase aquosa (onde está o RNA total) foi isolada em novos 

tubos. A esta fase aquosa foram adicionados 500 µL de isopropanol para precipitação do 

RNA. Os tubos foram incubados 10 min a temperatura ambiente e foi feita uma nova 

centrifugação a 12.000 g por 10 min (4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

lavado com uma solução de etanol 75%. Uma nova centrifugação foi realizada, mas agora a 

7.500 g por 5 min (4°C), e o precipitado, foi deixado à temperatura ambiente até que 

estivesse completamente seco, para então ser ressuspenso em água mili-Q tratada com 

Dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC) autoclavada e incubado 10 min a 55°C. Todas as amostras 

de RNA foram mantidas à -80°C. 

   

3.2.3.2. Tratamento das amostras com DNAse 

 

As amostras de RNA total a serem utilizadas para síntese de DNA complementar 

(cDNA) foram submetidas ao tratamento com DNAse para degradar qualquer possível 

contaminação com DNA genômico. 

Para a realização da reação de degradação de DNA foram colocados em um tubo de 

centrífuga de 1,5 mL: 1 µL de solução contendo 1 µg de RNA total, 1 µL de tampão DNAse I 

(10x), 1 µL da enzima DNAase I Amplification Grade 0,1 U/µL (Invitrogen) e água milli-Q 

/DEPC (0,1%) para o volume final de 10 µL. A reação foi incubada por 15 min à temperatura 

ambiente. Após incubação, cada amostra recebeu 1 µL de EDTA (25 mM) e subseqüente 

incubação por 10 min a 65°C para inativar a enzima.  

Antes de utilizar estas amostras para a síntese de cDNA, um controle da eficácia de 

degradação do DNA genônico foi feito, através da realização de um reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizando primers específicos para um gene de controle endógeno 

(ciclofilina B, tabela 1). Neste caso, somente haverá amplificação dos fragmentos se a etapa 

de degradação do DNA genômico não foi bem sucedida. Como controle da reação de PCR, 

um cDNA previamente testado foi utilizado. Todas as amostras que não apresentaram 

amplificação foram consideradas aptas à realização da transcrição reversa e aquelas que 

apresentaram amplificação foram descartadas e novo tratamento com DNAse foi realizado 

para estas amostras. 

 



 

Tabela 1: Sequência dos oligonucleotídeos, tamanho do fragmento amplificado (pb) e 

temperatura de anelamento (Tm) dos primers utilizados nas reações de PCR semi-

quantitativo para os genes analisados. CPM – carboxipeptidase M.  

Gene 

Fragmento 

(pb) 

Tm 

(°°°°C) Direto (5'-3') Reverso  (5'-3') 

Ciclofilina B 300 55 AAA GAC TTC ATG ATC CAG GG TGA CAT CCT TCA GTG GCT TG 

B1 291 55 CAC GAA GCT TGG CAC TTT GT GTC TGT GAG CTC CTT CCA GAA 

B2 341 56 GCA CTG TGG CCG AGA TCT A GCT GTA TTC CCT CAT GGT CCT 

AT1 191 55 AAC AAC TGC CTG AAC CCT CT TCA GAA CAA GAC GCA GGC T 

AT2 341 55 TCT GTC TCA AAG AAG GAA TCC C CCA ACA CAA CAG CAG CTG C 

CPM 141 55 AAA CAT TTG TCC TCT CTG CGA TGT AGG CCA GGT GTT GGA AA 

 

 

 3.2.3.3. Transcrição reversa 

 

A transcrição reversa foi realizada utilizando a enzima Improm II (Promega) segundo 

o protocolo do fabricante, que consiste em adicionar ao mesmo tubo onde foi feita a reação 

de degradação do DNA genômico, 1 µL de Oligo-dT (0,5 µg/µL ), incubá-las por 5 min a 

70°C para que o Oligo-dT pareie com a cauda poli-A dos RNAs mensageiros e desta forma 

sirva como primer para a enzima transcriptase reversa. Cada tubo recebeu 4 µL de tampão 

(5X), 2,4 µL de MgCl2 (25 mM), 1 µL da mistura de dNTP em água DEPC (10 mM) e 1 µL 

de enzima (1 U/µL). A reação foi incubada por 5 min a temperatura ambiente e depois por 60 

min a 42°C, que é a temperatura ótima de funcionamento da enzima, permitindo que ela 

sintetizasse a fita de DNA complementar ao molde do RNA. Depois de transcorrida a 

incubação a 42°C, os tubos contendo os cDNA foram colocados a 70°C para inativação da 

enzima e guardados a -20°C. 

 

3.2.3.4. Desenho e padronização dos primers específicos para PCR 

 

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), sempre optando por sequências de até 20 pb para que 

amplificassem uma região de até 500 pb para PCR semi-quantitativo e de até 350 pb para 

PCR quantitativo. Depois de obtidas as sequências, os primers foram alinhados contra todo o 

genoma murino para testar a sua especificidade. Aquelas sequências que se mostraram 

específicas apenas para o gene de interesse e que estivessem localizadas em exons diferentes 



 

foram escolhidas. Todos os primers foram sintetizados pela Prodimol e mantidos a -20°C em 

soluções de 100 µM até o momento da utilização. 

Antes de começar as análises, os primers passaram por um processo de validação e 

otimização das condições a serem utilizadas. Para o PCR semi-quantitativo, uma reação 

inicial a 55°C com 40 ciclos foi realizada e aqueles pares primers cujas reações de 

amplificação resultaram em apenas uma banda do tamanho esperado passaram para a segunda 

etapa de definição do número de ciclos a serem utilizado. Os que foram reprovados nesta 

etapa pela presença de bandas de amplificação inesepecíficas foram novamente testados com 

temperaturas de anelamento superiores (entre 58-60°C). Os primers que foram reprovados 

por ausência de amplificação foram descartados e novas sequências desenhadas. Na segunda 

etapa de padronização, o número de ciclos a serem utilizados foi selecionado para que se 

obtivesse produtos de PCR na sua fase exponencial de amplificação e, desta forma fosse 

possível observar diferenças de expressão entre as amostras. Para isto, uma reação de PCR 

em um volume final de 50 µl foi feita e a reação foi parada nos ciclos 28, 30, 32, 35, 38 e 40 

para a retirada de uma alíquota de 7 µl do produto de PCR em cada um dos ciclos. Os 

produtos de PCR da mesma reação nas diferentes ciclagens foram aplicados lado a lado em 

um mesmo gel de agarose 1% para que a intensidade das bandas pudesse ser comparada 

diretamente e assim nos permitisse escolher o número de ciclos necessários para que 

trabalhássemos na fase exponencial da reação. 

Para as análises de PCR quantitativo, a primeira reação de PCR foi feita 

acrescentando concentrações conhecidas de uma mesma amostra, normalmente as diluições 

de 1/5, 1/50 e 1/500 foram utilizadas. O CT (cycle threshould) obtido em cada uma das 

diluições foi plotado em uma regressão linear que permitisse observar a existência de 

correlação entre a quantidade de amostra colocada e o CT obtido. Em outras palavras, para 

determinar se éramos capazes de identificar que quando reduzíamos a quantidade de amostra 

à metade, o CT aumentaria em 1. Foram aceitas apenas regressões com r ≥ 0,98. Além disto, 

a eficiência de reação destes primers foi avaliada a partir da equação da reta (y = ax + b) 

obtida do mesmo gráfico de regressão linear, mais especificamente a partir do valor de a 

(coeficiente de x) que indica a inclinação desta reta. Foram aceitos primers que obtiveram 

valores de a entre -3,32 e -4, que representam entre 100 e 78% de eficiência de reação, 

segundo o manual da Applied Biosystems. Esta etapa de validação dos primers que permite 

selecionar sequências de nucleotídeos que sejam capazes de gerar reações de amplificação em 

uma faixa semelhante de eficiência é pré-requisito para analisar os dados de PCR em tempo 

real pelo método de ∆∆CT (Livak & Schmittgen, 2001). 

 



 

3.2.3.5. PCR semi-quantitativo 

 

Foi utilizado o protocolo da enzima Platinum Taq polimerase (Invitrogen) em um 

volume total de 25 µL. Cada reação recebeu: 2,5 µL de tampão para PCR (10X), 0,75 µL de 

MgCl2 (50 mM), 0,5 µL de dNTP (10 µM), 0,5 µL do oligonucleotídeo senso e 0,5 µL do 

anti-senso e 0,25 µL da enzima Platinum Taq Polimerase (5 U/µL). Uma vez pronta a reação, 

os tubos foram colocados no termociclador, onde foram submetidos por 2 min a 94°C, o que 

permite a desnaturação das fitas de DNA. Depois de separadas as fitas, o termociclador 

submete as amostras a ciclos subsequentes de amplificação. Estes ciclos consistem em 3 

etapas de 1 min, a primeira a 94°C para a separação das fitas, a segunda de 55°C (ou mais, 

conforme estabelecido na etapa de padronização), para que os primers pareiem com a região 

da fita ao qual possuam complementaridade, e a terceira de 72°C que é a temperatura ótima 

de funcionamento da polimerase, que vai estender a fita de DNA. O número de ciclos 

realizados depende do gene de interesse e foi padronizado conforme descrito no item anterior. 

As temperaturas de anelamento e o tamanho dos fragmentos amplificados utilizados para 

cada um dos genes de interesse estão mostrados na tabela 1. 

 

3.2.3.6. PCR em tempo real 

 

Para as análises de PCR em tempo real, foram utilizados: os primers descritos na 

tabela 2, o reagente Platinum SYBR Green qPCR Supermix UDG com ROX (Invitrogen) e o 

equipamento ABI Prism 7000 sequence detection system (Applied Biosystems). Para as 

reações cujos primers apresentavam eficiência de reação dentro da faixa aceita no software da 

Applied Biosystems, as análises relativas ao controle endógeno (ciclofilina B) foram feitas 

pelo método do 2(-∆∆C(T)) (Livak & Schmittgen, 2001). Para os oligonucleotídeos cuja 

eficiência de reação não fosse aceita, mas que apresentassem uma regressão satisfatória e que 

atendessem a premissa de (a do gene alvo)/ (a do controle endógeno) < 0,1, onde a é o 

coeficiente de X na equação: y =  aX + b; foram aplicadas correções matemáticas ao método 

de Livak & Schmittgen (2001) feitas por Zhu e colaboradores (2003). 



 

Tabela 2: Sequência dos oligonucleotídeos, tamanho do fragmento amplificado (pb) e 

temperatura de anelamento (Tm) dos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real 

para os genes analisados. VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial; TGFβ - Fator de 

crescimento transformador beta; IFNγ - Interferon gamma.  

 

Gene 

Fragmento 

(pb) 

Tm 

(°°°°C) Direto (5'-3') Reverso  (5'-3') 

Ciclofilina B 300 55 AAA GAC TTC ATG ATC CAG GG TGA CAT CCT TCA GTG GCT TG 

B1 72 55 CCA GGG TTT GTC ATC ACT GTC TG GCA AAA GGA AGA AGG ACA GGA CTA A 

E-caderina 117 56 GCC AAT CCT GAT GAA ATT GGA A CAG AAC CAC TGC CCT CGT AAT C 

VEGF 77 55 ACT GGA CCC TGG CTT TAC TG TCT GCT CTC CTT CTG TCG TG 

TGFββββ 94 55 GCA ACA TGT GGA ACT CTA CCA G CAG CCA CTC AGG CGT ATC A 

IFNγγγγ 179 55 CAG CAA CAG AAG GCG AAA AAG G AAT CTC TTC CCC ACC CCG AAT CA 

 

 

3.2.4. Ensaio de mobilização de cálcio intracelular 

 

O íon cálcio é um importante mensageiro e por isso os seus níveis intracelulares são 

fortemente regulados. A sinalização através do cálcio acontece através da elevação rápida e 

localizada da concentração deste íon em compartimentos citoplasmáticos da célula e 

conseqüente ligação e modulação da atividade de muitas proteínas. A sonda fluorescente 

Fluo3/AM é um quelante do íon cálcio que possui um fluoróforo. Uma vez excitado com 

laser de argônio a 488 nm, emite fluorescência no comprimento de onda de 526 nm, mas isso 

só ocorre quando o quelante está ligado ao íon Ca+2. 

A sonda Fluo3 sozinha não consegue passar a membrana das células, por isso é feita a 

ligação de um grupo penta-acetoxi-metil (AM), que é pequeno e lipossolúvel e por isso 

permite a passagem da sonda pela membrana plasmática das células (Kao et al., 1989). Uma 

vez dentro das células os grupos acetoxi-metil são clivados por esterases endógenas, 

liberando assim a forma ligante de cálcio. 

O ensaio é realizado em microscópio confocal, que permite a captação da 

fluorescência emitida pela sonda e identificação e quantificação da variação da emissão de 

fluorescência pela sonda na célula e assim é possível obter um monitoramento contínuo das 

alterações no nível de cálcio citoplasmático.  

Para a realização dos experimentos, 3x105 células foram semeadas em lamínulas de 

vidro de 42 mm de diâmetro, previamente tratadas com poli-L-lisina e permaneceram em 

incubadora com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 24-48h. Transcorrido o período para 



 

adesão, as células foram carregadas com Fluo-3/AM (1 µM) durante 30 min, a 37°C. 

Posteriormente, as lamínulas foram montadas em uma câmara onde adicionamos 1 ml de 

solução tampão (NaCl 135 mM, KCl 5 mM, HEPES 10 mM, MgCl2 1 mM, glicose 2 mM, 

CaCl2 2 mM, pH 7.2). As células foram focalizadas no microscópio confocal com aumento 

de 63X e a fluorescência emitida foi monitorada. 

 Depois de detectada fluorescência constante, adicionamos DABK e/ou DLBK em 

uma concentração final de 1 e 10 µM, respectivamente. A variação da fluorescência foi 

observada e assim, o aumento da intensidade de fluorescência indicou aumento na 

concentração citoplasmática de Ca+2. 

 

3.2.5. Western Blotting 

 

Para a realização dos ensaios de western blotting, 3x105 células Tm5 foram semeadas 

em placas de 6 poços em meio RPMI, onde permaneceram por 24 h para adesão. 

Transcorrido este período, o meio foi trocado e adicionou-se meio RPMI suplementado com 

SFB 0,5% por 24 h. No momento do experimento, as células receberam meio sem SFB para o 

estímulo. O ensaio foi realizado a 37°C e a concentração final de DABK foi de 1 µM. 

Depois da incubação com o agonista do receptor B1, as placas foram imediatamente 

colocadas em gelo, o meio de cultura foi retirado e 100 µL de solução contendo a proporção 

de 5:1 de tampão de lise e tampão de amostra gelado foi acrescentado. O tampão de lise 

utilizado foi feito com Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 

SDS 0.1% (v/v), Nonidet P-40 1% (v/v) e o tampão de amostra continha 100 mM Tris, pH 

6,8; SDS 4% (v/v); azul de bromofenol 0,2% (p/v); glicerol 20% (v/v) e 200 mM DTT. O 

lisado celular foi recuperado, fervido por 10 min e centrifugado por 15 min, a 4°C a 20.000 g. 

30 µL da solução de proteínas totais foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12% em condições desnaturantes (SDS-PAGE).  

As proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) 

e esta foi bloqueada por 1 h com uma solução de TTBS (0,05 M Tris-HCl, pH7,4; 0,5 M 

NaCl e Tween 20 0,1%) contendo albumina bovina 0,1% (p/v) (BSA). Depois de bloqueadas, 

as membranas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos contra 

ERK total – tERK (Santa Cruz) ou ERK fosforilada - pERK (Santa Cruz), ambos diluídos 

1:1000, e por mais 1 h a temperatura ambiente com os anticorpos secundários conjugados a 

peroxidase anti-coelho (para ERKt) e anti-camundongo (para pERK), ambos diluidos 1:2500. 

As bandas foram reveladas utilizando o kit ECL (Santa Cruz), e o programa ImageJ 

(http://rsb.info.nhi.gov/ij/) foi utilizado para a quantificação densitométrica das bandas. Os 



 

valores densitométricos correspondentes às bandas da pERK foram normalizados pela tERK 

e plotados utilizando-se o programa Graph-Pad Prism 4 (Graph-Pad Prism). 

 

3.2.6. Ensaio de viabilidade celular – MTT 

 

Utilizamos o ensaio de MTT (Sigma) como medida de viabilidade celular. O MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) é um sal que na sua forma 

oxidada possui coloração amarelada. Quando colocado em contato com células que possuam 

mitocôndrias competentes, este sal é reduzido e passa a ter uma coloração violeta. A 

intensidade da coloração violeta permite inferir a proporção de mitocôndrias competentes das 

células e este valor, por sua vez, é proporcional ao número de células viáveis (Figura 7). 

 

 
Figura 7: Esquema do funcionamento da técnica de MTT para detectar viabilidade 

celular. 

 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado apenas com a linhagem tumoral Tm5 e o 

protocolo consistiu em semear em placa de 48 poços, 5x103 células por poço em um volume 

de 500 µL de meio. Estas placas foram mantidas em incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de 

CO2 por 24 h para que as células aderissem na superfície da placa. Transcorrido este período, 

o meio foi trocado e os diferentes tratamentos foram administrados. As células foram 

incubadas por 24 ou 48 h e depois receberam 50 µL de uma solução de 5 mg/mL de MTT em 

PBS 1X por poço. O MTT permaneceu em contato com as células por 3 h na incubadora e 

depois o meio foi removido de forma cuidadosa para que as células não se soltassem. Foram 

adicionados 200 µL de isopropanol e então as placas foram incubadas a temperatura ambiente 

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 

Amarelo Violeta 

Isopropanol 

 
Espectrofotômetro 

(570 nm) 

 

Redutases 
Mitocondriais 



 

e sob leve agitação por 15 min ou até que a coloração fosse completamente 

solubilizada/homogenizada, para posterior leitura em espectrofotômetro a 570 nm. 

 

3.2.7. Modelo de melanoma in vivo 

 

Camundongos C57/BL6 pesando aproximadamente 25 g receberam injeção 

subcutânea na região dorsal próxima a cabeça de 2 x 105 células de melanoma das linhagens 

Tm5 e B16/F10 em 100 µl de PBS (figura 8). Os animais foram monitorados diariamente até 

o dia do sacrifício para a medida do peso e detecção do primeiro nódulo palpável. A partir da 

detecção deste primeiro nódulo, o tumor foi mensurado diariamente com o auxilio de um 

paquímetro e o volume da massa tumoral foi calculado de acordo com a formula V=(D x 

d2)/2; onde V é o volume do tumor, D é o diâmetro maior do tumor e d o diâmetro menor do 

tumor (Jasiulionis et al., 2006). Animais cujo tumor atingisse tamanho igual ou superior a 

3000 mm3 sofreram eutanásia.  

A eutanásia foi feita com os animais anesteziados (quetamina 100 mg/kg e xilazina 10 

mg/kg) por decaptação e imediatamente após a morte dos animais as amostras de tumor 

foram retiradas e congeladas à -80°C para análises moleculares ou fixadas em formol 37% 

tamponado para análises histopatológicas. 

 

 

 

Figura 8: Representação esquemática da indução de melanoma em camundongos 

C57/BL6 a partir da injeção subcutânea de células tumorais no dorso destes animais. 
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3.2.8. Delineamento experimental de pré-estímulo das células tumorais in vitro e 

subseqüente inóculo das células in vivo 

 

Conforme observamos na figura 9, as células tumorais foram semeadas em placas de 

cultura de 100 mm2 e deixadas por 24-48h até que atingissem uma confluência de 80%, 

quando eram então lavadas uma vez com PBS e estimuladas com DABK 1 µM em meio sem 

soro por 24 h. Transcorrido o período de 24 h em contato com o agonista do receptor B1, 

tanto as células controle (sem estímulo) quanto as células “re-programadas” após ativação do 

receptor B1 foram lavadas com PBS, descoladas da placa com PBS/EDTA e as soluções de 

inóculo foram preparadas contendo 2x105 células em 100 µl. Os animais foram inoculados e 

monitorados diariamente com pesagem e avaliação dos tumores por 20 – 30 dias, quando 

sofreram eutanásia e as amostras tumorais foram coletadas. Quando necessário, amostras de 

sangue foram coletadas através de punção cardíaca com os animais anestesiados. 

 

 

 
 

Figura 9: Representação esquemática do desenho experimental de pré-estímulo das 

células Tm5. DABK – desArg9-bradicinina; SBF – soro fetal bovino. 

    

3.2.9. Histologia 

 

As análises histopatológicas foram feitas em colaboração com o laboratório da Prof. 

Dra. Simone Gusmão Ramos do Departamento de Patologia da FMRP-USP, a partir de 

amostras de tumor que foram coletadas preservando todo o microambiente ao seu redor. 

Imediatamente após a coleta, as amostras foram fixadas em formol tamponado por 24-48 h 
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antes de dar início ao processamento histológico. As amostras foram em um primeiro 

momento desidratadas seguindo a seguinte bateria de incubações: 

 

1. Álcool 80% por 30min; 

2. Álcool 95% por 30min; 

3. Álcool 100% por 30min; 

4. Álcool 100% por 40min; 

5. Álcool 100% por 40min; 

6. Álcool 100% por 30min; 

7. Xilol I por 30min; 

8. Xilol II por 30min; 

9. Xilol III por 20min. 

Após a terceira passagem em xilol, as amostras foram deixadas em repouso para a 

eliminação do xilol restante e logo passaram por vários passos para a inclusão em  parafina: 

1. Parafina I: 20min; 

2. Parafina II: 20min; 

3. Parafina III: 20min. 

 

Os blocos de parafina foram deixados em repouso a -20°C por 24 h, para assegurar 

sua solidificação. Transcorrido este período, os mesmos foram cortados em micrótomo de 

Minot e os cortes foram fixados em laminas de vidro. 

Para coloração dos cortes foi utilizado o protocolo de Hematoxilina-Eosina (HE) 

desidratadas seguindo outra bateria de incubações: 

1. Xilol I por 15min; 

2. Xilol II por 15min; 

3. Xilol III por 10min; 

4. Álcool 100% somente uma lavagem; 

5. Álcool 95% somente uma lavagem; 

6. Álcool 80% somente uma lavagem;  

7. Água corrente somente uma lavagem; 

8. Hematoxilina filtrada por 3-5min; 

9. Álcool ácido de 1-3 lavagens; 

10. Solução de Scott por 3min; 

11. Álcool 80% 3 lavagens; 

12. Álcool 95% somente uma lavagem; 



 

13. Eosina por 30 - 60 segundos; 

14. Álcool 80% somente uma lavagem; 

15. Álcool 85% somente uma lavagem; 

16. Álcool 100% I somente uma lavagem; 

17. Álcool 100% II somente uma lavagem; 

18. Álcool 100% III somente uma lavagem; 

19. Álcool/xilol somente uma lavagem; 

20. Xilol I somente uma lavagem; 

21. Xilol II somente uma lavagem; 

22. Xilol III somente uma lavagem; 

23. Montagem das lâminas acrescentando-se Bálsamo do Canadá para fixação das 

lamínulas. 

Depois de secas, as lâminas foram avaliadas pela patologista para identificação dos 

diferentes tecidos e componentes celulares do microambiente tumoral. Para as análises 

quantitativas de células em mitose e vasos, 10 campos diferentes de grande aumento 

(A=10x40) de cada amostra foram avaliados e uma média entre os valores obtidos entre os 

campos foi feita. Nos casos onde o tamanho do tumor era muito reduzido e não haviam 10 

campos diferentes disponíveis para contagem, foram contados tantos campos quanto 

possíveis e a média foi feita entre o número de campos disponíveis. Para as análises 

quantitativas do infiltrado inflamatório peri-tumoral, foram escolhidos e contados 10 campos 

diferentes da região peri-tumoral também em grande aumento (A= 10x40), baseado na 

morfologia de cada um dos tipos celulares, o número de macrófagos, neutrófilos e linfócitos 

de cada um dos campos. As células em divisão e os vasos também foram quantificados de 

forma semelhante, mas foram selecionados 10 campos de grande aumento localizados na 

massa tumoral. O dado de infiltrado inflamatório total foi obtido pela plotagem conjunta dos 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos por campo de grande aumento (A=10x40). 

 

3.2.10. Ensaio de colonização pulmonar por injeção de células tumorais na veia 

caudal de camundogos 

 

O ensaio de metástase pulmonar foi realizado em colaboração com o Prof. Dr. 

Fernando Luiz de Lucca. Para realização do ensaio pulmonar a partir da injeção de células 

tumorais pela veia caudal foi utilizado um desenho experimental bastante semelhante ao 

mostrado na figura 9, no qual foram semeadas células da linhagem Tm5 em placas de 100 

mm2. As células permaneceram em cultura por 24-48 h até que atingissem confluência de 



 

80%. Ao atingirem a confluência correta, as células foram lavadas uma vez com PBS e 

receberam estímulo com DABK 1 µM em meio sem SFB no grupo tratado ou meio sem SFB 

no grupo controle. As células permaneceram com o estímulo por 24 h, quando foram então 

lavadas uma vez com PBS e descoladas com PBS/EDTA para preparação do inóculo. Cerca 

de 105 células Tm5 (em 100 µl de PBS) foram inoculadas na veia caudal de camundongos 

C57/BL6 de aproximadamente 25 g. Os animais foram pesados diariamente e sofreram 

eutanásia 10 dias após a injeção. Os pulmões foram retirados e analisados com auxílio de 

uma lupa para detecção e contagem do número de colônias de coloração marrom, típicas de 

metástase pulmonar.  

 

3.2.11. Ensaio de migração celular 

 

Para o ensaio de migração celular, foram semeadas 3x105 células da linhagem 

B16/F10 por poço em placa de 12 poços. As células permaneceram em cultura por 48 h até 

formarem uma monocamada 100% confluente. As células foram privadas de soro por 24 h e 

então, utilizando uma ponteira de 10 µl, foi feita uma lesão na monocamada em forma de 

cruz (      ). Após fazer a lesão, os poços foram lavados de 2-3 vezes com PBS, para completa 

remoção das células que se soltaram, receberam novamente meio de cultura sem soro e foram 

fotografados em microscópio invertido de contraste de fase (este foi considerado o tempo 

zero). Foram retiradas 5 fotos por poço de acordo com o esquema mostrado na figura 10. 

Depois de fotografadas, as células voltaram para incubadora à 37°C e atmosfera de 5% CO2 

por 24 h, quando foram novamente fotografadas nos mesmos campos. 

Todas as fotos foram quantificadas para se estabelecer a porcentagem de fechamento 

(cicatrização) da lesão e para saber o número de “free migrating cells”, ou seja, aquelas 

células que perdem a adesão e migram sozinhas para a zona da lesão, independentemente da 

chamada de frente de migração, que são as células da borda da lesão que começam a migrar 

conjuntamente para re-estabelecer a monocamada (Meigs et al., 2002). 

 

 

 
 
 

 
 
Figura 10: Esquema das fotos retiradas sempre nos mesmos campos nos tempos: 0 e 

24h após a lesão, para quantificação da migração celular. 

 

Cruz           Linha a Esquerda    Linha a Direita  Linha Acima          Linha Abaixo 



 

3.2.12. Ensaio de ELISA para detecção de citocinas 

 

Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100 µL da solução de anticorpo 

monoclonal diluído em PBS na concentração final indicada pelo fabricante para cada uma das 

citocinas avaliadas. Após incubação por 14-16 h a 4ºC as placas foram lavadas 3 vezes com 

PBS/TWEEN 0,05% (pH 7,2), bloqueadas com tampão de bloqueio (PBS/BSA 1%) e 

incubadas por 1-2 h a temperatura ambiente. Após novo ciclo de lavagens, foram depositados 

100 µL de cada uma das amostras seguido de uma incubação de 16-24 h a 4ºC. As placas 

foram lavadas novamente e foi adicionado o anticorpo secundário na concentração 

recomendada pelo fabricante para cada citocina, seguido de 2 h de incubação a temperatura 

ambiente. O conjugado avidina - biotina-peroxidase diluído 200 vezes foi adicionado após o 

ciclo de lavagem e foi incubado por 30 min a temperatura ambiente. As placas foram 

reveladas pela adição do substrato TMB (Tetrametilbenzidine) após procedimento de 

lavagem. A reação foi finalizada pela adição de 50 µl de ácido sulfúrico 2 N por poço. A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa (Molecular Devices VersaMax microplate 

reader) em 450 e 570 nm. A determinação das concentrações das citocinas foi feita por 

interpolação dos resultados de absorbância obtidos nas amostras em relação aos da curva 

padrão. Todos os reagentes utilizados foram comprados da R&D Systems e utilizados de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.2.13. Ensaio de zimografia para avaliar a atividade das gelatinases MMP2 e 9 

 

O sobrenadante de uma cultura que partiu de 105 células Tm5 por poço, estimulada 

com DABK 1 µM e/ou DLBK 10 µM por 24 h foi coletado, centrifugado a 400 g por 10 min 

para retirar células e fragmentos celulares e o sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C. 

A amostras foram utilizadas menos de 7 dias após a coleta. 

 No primeiro dia da zimografia, a solução de gelatina de 1mg/ml em água milli-Q 

autoclavada foi preparada e levemente aquecida para que fosse obtida uma solução líquida e 

homogênea. Quando a gelatina ficou pronta, foi mantida aquecida e até a preparação do gel 

de poliacrilamida 10%, que consistiu em acrescentar: 



 

 

• 2,9 ml   água milli-Q 

• 3,75 ml Tris-HCl 1M pH 8,8 

• 3,32 ml  Acrilamida/Bisacrilamida 30% 

• 50 µl   SDS 20% (v/v) 

• 30 µl  APS 10% (v/v) 

• 100 µl   gelatina 1 mg/ml – líquida e homogênea 

• 10 µl  TEMED 

 

Depois de preparada a solução, essa foi colocada no suporte de montagem do gel 

(BioRad) e deixada à temperatura ambiente para que polimerizasse por 2-3 h. Depois de 

polimerizado o gel de separação, iniciou-se a preparação do gel de entrada de 4%, 

adicionando-se: 

 

• 3,1 ml   água milli-Q 

• 1,25 ml  Tris-HCl 1M pH 6,8 

• 650 µl  Acrilamida/Bisacrilamida 30% 

• 25 µl  SDS 20% (v/v) 

• 20 µl  APS 10% (v/v) 

• 15 µl   TEMED 

 

O gel de entrada foi colocado sobre o de separação e foi deixado também à 

temperatura ambiente por 1 h para que polimerizasse. Depois de pronto, o gel foi colocado na 

cuba de eletroforese contendo o tampão de corrida. A cuba, contendo o gel e o tampão de 

corrida, foi colocada em um isopor com gelo e foi dado início à preparação das amostras, 

fazendo 2 soluções a partir de cada amostra: a primeira contendo 20µl da própria amostra 

mais 4 µl do tampão de amostra sem a presença de nenhum agente redutor (125 mM de Tris-

HCl pH 6,8; SDS 6% (v/v); glicerol 20% (v/v), azul de bromofenol 0,1% (v/v) e água milli-Q 

suficiente para completar 50 ml; a segunda igual a primeira, mas contendo também 2 µl de 

uma solução de EDTA 50 mM. 

Depois de prontas, as amostras foram aplicadas no gel, de forma que todas as 

amostras sem EDTA fiquem em um gel juntas e as com EDTA em outro. É fundamental que 

ambos os géis sejam manipulados ao mesmo tempo e com os mesmos reagentes. A migração 



 

foi feita a 70 V por 3 h sempre com a cuba de eletroforese envolta por gelo para evitar 

qualquer possível degradação inespecífica da gelatina ao longo da migração. 

Quando a migração chegou ao fim, os géis foram lavados rapidamente em água 

destilada e iniciou-se a etapa de renaturação, com a incubação dos géis em solução de Triton 

X100 2,5% (v/v) por 1,5 h; sendo que a solução de Triton foi trocada a cada 30 min, para que 

o SDS, que é um detergente iônico, fosse completamente substituído pelo Triton que é 

também um detergente, mas não iônico e por isso permite a renaturação das proteínas (esta 

etapa de renaturação somente é possível porque as pontes dissulfeto das proteínas foram 

preservadas durante a preparação das amostras e, assim, auxiliam o redobramento correto das 

proteínas). 

Depois de renaturadas as proteínas, o gel foi transferido para uma solução contendo 

Tris HCl 0,06 M pH 8,0 e CaCl2 0,2 M a 37°C por 18-20 h. Esta etapa inclui todas as 

condições de pH, temperatura e co-fatores necessários a atividade das gelatinases e, portanto, 

é o momento em que deve ocorrer a degradação específica da gelatina pelas metaloproteases 

2 e/ou 9. Para confirmar se a atividade encontrada é mesmo específica, o gel onde as 

amostras foram preparadas já na presença de EDTA foi incubado com a mesma solução de 

atividade, mas acrescentamos a ela 2 mM de EDTA. O EDTA é um quelante de íons 

bivalentes e por isto quela o cálcio do tampão de atividade e, sem ele, as metaloproteases não 

tem atividade, ou seja, qualquer degradação encontrada no gel incubado com EDTA é 

insepecífica e não deve ser considerada como atividade de gelatinase. 

Transcorrido o período de incubação, o gel foi corado com azul de Commassie (0,5 g 

de azul de Commassie R250; 100 ml metanol e 100 ml água destilada) sob leve agitação por 

30 min e em seguida foi descorado com a solução descorante preparada com 500 ml de 

metanol, 100 ml de ácido acético e 400 ml de água destilada. Os géis foram mantidos em 

solução descorante até que as bandas claras (da degradação da gelatina) pudessem ser 

vizualizadas e então as imagens do gel foram capturadas utilizando um aparelho de scanner. 

 

3.2.14. Análise da expressão de CD44 por citometria de fluxo  

 

Células da linhagem Tm5, estimuladas ou não com DABK 1 µM por 48 h foram 

lavadas 1 vez com PBS e descoladas da placa com PBS/EDTA 10 mM. A suspensão de 

célula foi centrifugada a 400 g por 10 min e imediatamente fixada com paraformaldeído 4% 

por 10 min. Depois da fixação, outras duas lavagens com PBS foram feitas e as amostras 

foram conservadas à 4°C até o momento da marcação utilizando anticorpos específicos pra 

CD44. 



 

Para a marcação, a suspensão de células foi centrifugada a 400 g por 10 min, e o 

precipitado ressuspenso em 100 µl de solução contendo 1:1 (v:v) de meio RPMI e soro para 

bloquear os sítios onde os anticorpos poderiam ligar-se às células pela sua porção Fc. As 

células foram deixadas em contato com a solução de bloqueio por 30 min a 4°C e, então, 

adicionou-se o anticorpo específico para CD44 conjugado ao fluoróforo PE-Cy5 (BD - 

Bioscience) na diluição de 1:100 feita na própria solução de bloqueio e incubou-se por mais 

30 min a 4°C, mas agora protegido da luz. Em um dos tubos foi adicionado o isotipo controle 

do PE-Cy5 na mesma diluição de 1:100 ao invés do anticorpo contra CD44. Transcorrido o 

período de incubação, os tubos foram centrifugados mais uma vez a 400 g por 10 min, 

lavados 1x com PBS/SFB 10% e as células marcadas ressuspendidas em 200 µl de 

PBS/formol 1% para realizar a aquisição de 5000 – 10000 eventos por amostra no aparelho 

de FACSCanto. Após a aquisição, os dados foram analisados utilizando o programa FlowJo 

(Tree Star Inc, EUA). 



 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Resultados 
 



 

4. Resultados 

 

4.1. Caracterização da linhagem Tm5 quanto à expressão de componentes dos 

sistemas calicreínas-cininas e renina-angiotensina 

 

Na primeira etapa deste trabalho, as linhagens Tm5 (melanoma) e Melan-a 

(melanócito) foram caracterizadas quanto à expressão dos receptores clássicos, tanto do 

sistema renina-angiotensina – AT1 e AT2 - quanto do sistema calicreínas-cininas – B1 e B2 –, 

tendo como objetivo observar a possível existência de alguma modulação na expressão destes 

receptores entre células normais e tumorais. Nesta análise, observou-se que apenas o receptor 

B1 dos quatro receptores avaliados é expresso nas linhagens e que células tumorais 

apresentam um discreto aumento na expressão do RNA mensageiro deste receptor quando 

comparado às normais (figura 11A-D). 

A presença apenas do receptor B1 nestas células, levantou a questão a respeito da 

expressão de enzimas responsáveis pela síntese do agonista do receptor B1, e se esta 

expressão seria modulada diferentemente entre células normais e tumorais. Para isto, foi 

realizado RT-PCR para a enzima carboxipeptidase M, uma das enzimas responsáveis por 

retirar a arginina C-terminal da BK e KD, originando os ligantes preferenciais do receptor 

B1: desArg9-BK e desArg10-KD, respectivamente. Conforme se observa na figura 11E, existe 

a expressão de CPM tanto em Ma quanto em Tm5, mas a enzima é mais expressa na 

linhagem tumoral. 

 



 

 

 

 

 
 

Figura 11: Análise da expressão do RNA mensageiro por RT-PCR dos receptores do 

sistema renina-angiotensina AT1 (A) e AT2 (B), dos receptores do sistema calicreínas-cininas 

B1 (C) e B2 (D) e da enzima Carboxipeptidase M (CPM), responsável pela formação do 

agonista do receptor B1 (E) nas linhagens celulares Melan-a e Tm5. Como controle endógeno 

da qualidade das amostras foi utilizado a ciclofilina B (F). Ma – Melan-a; C- - controle 

negativo; C+ - amostras de cDNA de coração; M – Marcador de peso molecular (1kb plus - 

GIBCO); CPM – carbobipeptidase M. 
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4.2. Análise da presença e funcionalidade do receptor B1 na linhagem de melanoma 

Tm5 

 

Uma vez detectada a expressão do RNA mensageiro do receptor B1, o próximo passo 

foi verificar se esse receptor era expresso a nível protéico e de forma funcional na membrana 

das células tumorais. Para isto, foram avaliadas duas vias de sinalização celular classicamente 

mobilizadas após ativação de GPCRs: mobilização de cálcio intracelular (figura 12) e 

ativação da via das quinases-ativadas por mitógenos (MAPK) (figura 13). 

 

 
 

Figura 12: Avaliação da mobilização de cálcio intracelular em células da linhagem 

Tm5 através da sonda FLUO3/AM após estímulo com o agonista do receptor B1 (DABK – 1 

µM) e/ou antagonista (DLBK – 10 µM). No painel superior vemos uma imagem 

representativa da intensidade de fluorescência após o(s) estímulo(s) e no painel inferior a 

quantificação das intensidades de fluorescência dos diferentes experimentos. n=7 DABK e 

DLBK. n=5 DABK+DLBK. DABK – desArg9-bradicinina; DLBK – desArg9[Leu8]-

bradicinina. 

 

Conforme se observa na figura 12, o estímulo de células da linhagem Tm5 com o 

agonista específico do receptor B1 – DABK – promoveu um aumento rápido e transitório da 

concentração de cálcio intracelular. O mesmo não acontece quando as células recebem o 

antagonista DLBK e nem quando as células foram pré-tratadas com o antagonista e depois 

estimuladas com o agonista, sugerindo que o receptor B1 é expresso de forma funcional 

nestas células.  

 



 

 

 
 

Figura 13: Avaliação temporal da fosforilação/ativação da a quinase-ativada-por-

mitógeno ERK após estímulo com o agonista do receptor B1 – DABK (1 µM). Painel 

superior: imagens representativas do western blotting de ERK fosforilada (pERK) e ERK 

total (ERKt). No painel inferior, quantificação de western blotting de cinco experimentos 

independentes. Análise estatística: ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls.∗ p<0,05. 

n=5. DABK – desArg9-bradicinina; ERK - quinase regulada por sinal extracelular. 

 

Corroborando os dados da figura 12, observou-se na figura 13 que o agonista 

específico do receptor B1 – DABK – foi capaz de aumentar em duas vezes a 

fosforilação/ativação de ERK e esta ativação foi sustentada por até 60 min, retornando aos 

níveis do controle somente após 180 min. 

Juntos, os dados mostrados nas figuras 12 e 13 dão evidências funcionais da presença 

do receptor B1 na linhagem Tm5 e, com isso, suporte para utilizar a linhagem de melanoma 

Tm5 como um modelo de estudo da participação do receptor B1 na progressão desta 

patologia. Além disto, é importante salientar que conforme mostrado na figura 11, esta 

linhagem celular não expressa os receptores B2, AT1 nem AT2 e, desta forma, trata-se de um 

sistema limpo para se estudar o papel do receptor B1. 
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4.3. Avaliação do papel exercido pelo receptor B1 na migração celular 

 

Uma das características diretamente associadas à malignidade e a habilidade dos 

tumores em colonizarem órgãos secundários (metástase) é a motilidade celular. Por isto, para 

avaliar a influência da ativação do receptor B1 sobre a migração das células tumorais, o 

ensaio de cicatrização foi realizado. Conforme se observa na figura 14A e B, após 24 h de 

migração as células do grupo controle fecham em média 50% do espaço aberto com a pipeta, 

enquanto que o grupo tratado com DABK fecha em média apenas 25%. Quando as células 

foram tratadas com DLBK, observa-se que existe uma maior migração dessas células para a 

região livre (em média 65%) quando comparado ao grupo controle. Quando as células foram 

pré-tratadas com DLBK e depois estimuladas com DABK, se observa uma reversão parcial 

do efeito observado com o estímulo somente com DABK, apresentando em média 40% de 

fechamento. 

Além dos dados de fechamento da área da lesão, observava-se no grupo controle a 

existência de um número grande de células que se desprendiam das demais e migravam de 

forma livre para a região central da fissura e isso acontecia com menor freqüência nas células 

tratadas com DABK. Frente a esta observação e com suporte no trabalho de Meigs e 

colaboradores (2002), o número de células em migração livre em cada um dos campos 

fotografados foi quantificado e o que se observou foi uma diminuição de 50% no número 

destas células no centro da fissura no grupo tratado com DABK após 24 h de migração 

(figura 14C).  

Embora o ensaio de migração celular tenha sido realizado em meio sem SFB, o que 

diminui o ritmo proliferativo das células, um ensaio de viabilidade celular foi realizado para 

verificar se o número de células viáveis era o mesmo após os tratamentos com DABK e 

DLBK e assim descartar um possível efeito tóxico ou mesmo proliferativo dos tratamentos. 

Conforme se observa na figura 14D, o número de células viáveis mantém-se o mesmo 24 e 

48 h após o estímulo. 

Depois de confirmado o efeito inibitório sobre a migração celular da linhagem Tm5 

(figura 14), o mesmo ensaio foi realizado em outra linhagem de melanoma murino – B16/F10 

- para verificar se este efeito sobre a migração seria restrito a linhagem Tm5. Observou-se 

que o tratamento com DABK também diminuiu, em média, 50% da migração das células da 

linhagem B16/F10 após 24 h (figura 15A e B). 

 
 



 

 
Figura 14: Efeito da ativação do receptor B1 na migração celular da linhagem Tm5. 

A) Imagens representativas das células no tempo 0h e após 24 h de migração sob diferentes 

tratamentos (A=10x10). B) Quantificação da porcentagem de fechamento das imagens de 

quatro experimentos independentes realizados em triplicata. C) Quantificação do número de 

células em migração livre por campo de quatro experimentos independentes realizados em 

triplicata. D) Análise da viabilidade celular após tratamento com DABK (1 µM) e DLBK (10 
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µM) - dados referentes a três experimentos independentes realizados em triplicata. Análise 

estatística: ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls (B e D) e teste t (C). DABK – 

desArg9-bradicinina; DLBK – desArg9[Leu8]-bradicinina; A – aumento. 

 

Além disto, o cálculo do número de células B16/F10 em migração livre neste ensaio 

mostrou uma queda ainda mais acentuada do que na linhagem Tm5, chegando a 80% menos 

células na região central da fissura no grupo tratado com DABK (figura 15C), enquanto que 

nas células Tm5 esta redução é de aproximadamente 50% (figura 14C). 

 

 

 
 

Figura 15: Efeito da ativação do receptor B1 na migração celular da linhagem 

B16/F10. A) Imagens representativas das células no tempo 0h e após 24 h de migração o 

estimulo ou não com DABK (1 µM) (A=10x10). B) Quantificação da porcentagem de 

fechamento das imagens de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. C) 

Quantificação do número de células em migração livre por campo de quatro experimentos 

independentes realizados em triplicata. Análise estatística utilizada: teste t. Consideramos 

estatisticamente significativo p<0,05. DABK – desArg9-bradicinina; A – aumento. 



 

4.4. Avaliação da expressão de CD44 após estímulo com o agonista do receptor 

B1 em células da linhagem Tm5 

 

No intuito de elucidar um possível mecanismo para o efeito inibitório da DABK sobre 

a migração celular, avaliou-se a capacidade da DABK de modular a expressão e 

disponibilidade na membrana da molécula de adesão CD44. Para isto, realizamos análise em 

citometria de fluxo, utilizando anticorpos específicos para CD44. Conforme se observa na 

figura 16A e B, o estímulo das células da linhagem Tm5 com DABK não modula a 

quantidade de CD44. 

 

 

 
 

 

Figura 16: Análise da expressão de CD44 em células da linhagem Tm5 48 h após 

estímulo com DABK. A) Histograma representativo das células CD44 positivas estimuladas 

ou não com DABK (1 µM) por 24 h. B) Quantificação do experimento realizado em 

triplicata. Análise estatística: teste t. DABK – desArg9-bradicinina.  
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4.5.  Avaliação da atividade das gelatinases MMP 2 e 9 secretadas pelas células Tm5 

estimuladas com o agonista do receptor B1 

 

A partir do significativo efeito inibitório da DABK sobre a migração das células de 

melanoma, levantou-se a possibilidade de que a ativação do receptor B1 poderia ter efeito 

sobre outra etapa também importante na progressão tumoral: a invasão. Sabendo que a 

secreção de metaloproteases é parte fundamental para a invasão de muitos tipos de tumores, 

foram feitas análises, através da técnica de zimografia, para averiguar se o tratamento das 

células Tm5 com DABK modula a atividade de gelatinases, no caso MMP2 e MMP9.  

 

 
 

 

Figura 17: Análise da atividade das metaloproteases dos tipos 2 e 9 por zimografia 

após tratamento das células Tm5 com DABK (1 µM) e/ou DLBK (10 µM) por 24 h. Imagem 

representativa de quatro experimentos independentes. MMP9 – 92 kDa; DABK – desArg9-

bradicinina; DLBK – desArg9[Leu8]-bradicinina. 

 

Conforme observa-se na figura 17, o estímulo com DABK (1 µM) por 24 h não 

modula a atividade da MMP9. Da mesma forma, o tratamento com DLBK (10 µM) ou o co-

tratamento DABK e DLBK também não apresentam efeito sobra à atividade da MMP9. 

Quanto a MMP2, não houve degradação do substrato em 72 kDa, indicando que a MMP2 não 

possui atividade ou não está presente em quantidade suficiente para que possamos detectar 

sua atividade através desta metodologia.  

 



 

4.6. Padronização do modelo in vivo 

 

Paralelamente aos ensaios in vitro, iniciou-se o estabelecimento da metodologia de 

indução tumoral em camundongos no laboratório com a injeção subcutânea de células 

tumorais no dorso de camundongos C57/BL6 de aproximadamente 25 g. Inicialmente os 

tumores foram avaliados nos tempos de 7, 10, 14 e 21 dias, no entanto, observou-se que os 

animais que deveriam ser sacrificados com 21 dias freqüentemente precisavam sofrer 

eutanásia antes do final do experimento, pois os tumores atingiam os limites pré-

estabelecidos no protocolo experimental e aprovados pelo Comitê de Ética. Também 

observou-se que quase não havia diferença entre os tumores de 7 e 10 dias. Além disto, 

analisando a curva de crescimento tumoral (figura 18), percebeu-se a existência de duas fases 

no desenvolvimento destes tumores: uma inicial - de latência - e outra exponencial - de 

crescimento. Desta forma, foram coletadas amostras de tumores da fase de latência (de 8-11 

dias) e da fase exponencial (de 14-18 dias). 

 

 
 

Figura 18: Curva de progressão tumoral dos camundongos C57/BL6 que receberam 

injeção subcutânea de células de melanoma da linhagem Tm5. A direita vemos fotos 

representativas dos tumores nos diferentes estágios: de latência (inferior) e exponencial 

(superior). n=7. 
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4.7. Avaliação da expressão do receptor B1 ao longo da progressão tumoral 

 

O próximo passo foi avaliar a expressão do receptor B1 ao final das duas fases da 

progressão tumoral que foram identificados na figura 18: de latência e exponencial. Nesta 

análise quantitativa, a estratégia de PCR em tempo real foi aplicada, utilizando amostras de 

tumor do final de ambas as fases. Na figura 19 observa-se a expressão relativa do receptor 

B1/Ciclofilina B calculada através do método de ∆∆CT das médias dos CT de cada grupo 

(Livak & Schmittgen, 2001). Conforme se pode observar, o receptor B1 tem sua expressão 

aumentada em 4,5 vezes na fase exponencial, quando comparada à fase de latência. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Expressão relativa do receptor B1 nas fases latente (inicial) e exponencial 

(final) da progressão tumoral avaliados por PCR em tempo real. Os valores foram calculados 

pelo do método de ∆∆CT das médias dos CT de cada grupo. 
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4.8. Efeito do tratamento das células tumorais da linhagem Tm5 com o agonista do 

receptor B1 sobre: a incidência de tumores quando inoculadas em camundongos, sobre 

o tamanho desses tumores e sobre a sobrevida dos animais 

 

4.8.1. Avaliação da viabilidade celular após estímulo com o agonista do receptor 

B1 

 

Antes de injetar células tratadas ou não com DABK nos animais, a viabilidade destas 

células em cultura foi avaliada logo após o estímulo com o agonista do receptor B1 por 24 h e 

também a cada 3 dias após o estímulo, durante todo o período de um experimento in vivo. 

Como se observa na figura 20, o número de células viáveis se manteve o mesmo no controle 

e no tratado durante todo o período do experimento. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 20: Avaliação da viabilidade celular dos grupos controles após estímulo ou 

não com DABK. Células da linhagem Tm5 foram estimuladas com DABK (1 µM) ou não no 

tempo zero e mantidas em cultura por até 18 dias. A cada passagem (3-4 dias) 10% das 

células eram semeadas novamente para manutenção da cultura e outros 6 poços, também com 

10% do total das células semeados para análise da viabilidade celular. Os dados mostrados 

são referentes a dois experimentos independentes e as análises de viabilidade (MTT) foram 

feitas em 6 replicatas. DABK – desArg9-bradicinina. 
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4.8.2. Avaliação da incidência de tumores, do tamanho desses tumores e da 

sobrevida dos animais que foram inoculados com células de melanoma Tm5 pré-

tratadas por 24h com o agonista do receptor B1 

 

Confirmado que a viabilidade celular não se altera após o estímulo com DABK, os 

animais foram divididos em dois grupos. O primeiro recebeu células não estimuladas, que 

apenas sofreram privação de SFB por 24 h. O segundo grupo recebeu as células que foram 

estimuladas com DABK (1 µM) em meio sem SFB por 24 h. Conforme se observa na figura 

21, a incidência de tumores foi significativamente menor no grupo de animais que recebeu as 

células previamente tratadas com DABK. Na figura 22 vê-se a curva de progressão tumoral 

de todos os animais que receberam as células (tratadas ou não) (A) e a média do tamanho dos 

tumores de todos estes indivíduos (B). Na figura 23 pode-se observar o peso de alguns destes 

tumores ao final do experimento, enquanto que na figura 24 vê-se uma curva de 

sobrevivência. Os animais que permaneceram vivos 150 dias após o inóculo com as células 

tumorais são todos do grupo que recebeu as células tratadas com DABK e estes animais 

permaneceram vivos até o momento da redação desta tese (180 dias) e livres de tumores 

palpáveis. Desta forma, as figuras 21-24 sugerem fortemente que as células expostas ao 

agonista do receptor B1 perdem agressividade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Análise da incidência de animais com tumores palpáveis após injeção de 

células estimuladas ou não com DABK (1 µM). Os dados são referentes a 21 animais por 

grupo, divididos em três experimentos independentes. Análise estatística: teste t. * p<0,05. 

DABK – desArg9-bradicinina. 
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Figura 22: Análise da progressão tumoral dos animais injetados com células 

estimuladas ou não com DABK (1 µM). Os dados são referentes a 16 animais por grupo 

divididos em dois experimentos independentes. A) Tamanho do tumor de cada animal 

estudado. B) Curva de progressão tumoral média dos grupos controle e DABK.  DABK – 

desArg9-bradicinina.  
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Figura 23: Avaliação do peso dos tumores dos animais injetados com células Tm5 

estimuladas ou não com DABK (1 µM). No dia do sacrifício, amostras de tumor foram 

retiradas dos animais, dissecadas para retirada dos tecidos adjacentes ao tumor e a massa 

tumoral foi pesada. Como esta análise não preserva o microambiente tumoral e o resultado é 

bastante homogêneo, utilizamos 3 animais do grupo controle e 4 animais que receberam 

células pré-tratadas com DABK (1 µM). DABK – desArg9-bradicinina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Curva de sobrevivência dos animais após receberem inóculo de células da 

linhagem Tm5 expostas a DABK (1 µM) por 24 h ou não (controle). Os animais sofreram 

eutanásia quando o tumor atingia volume superior a 3000 mm3. Os animais do grupo que 

recebeu células tratadas com DABK que permaneceram vivos até 150 dias após o inóculo, 

n=5. DABK – desArg9-bradicinina. 
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4.8.3. Análise histológica das amostras de tumor dos animais injetados com 

células controle ou tratadas com o agonista do receptor B1 

 

Para melhor caracterizar o fenômeno de diminuição da agressividade dos tumores que 

foram tratados com DABK, análises histológicas destas amostras foram realizadas utilizando 

a coloração HE. Conforme se pode observar na figura 25, os tumores do grupo controle, além 

de terem um tamanho muito superior aos do grupo que recebeu as células tratadas com 

DABK, também causam uma maior modificação no microambiente onde se encontram, 

apresentando maior reação estromal (figura 25A), maior infiltrado inflamatório peri-tumoral 

(figura 25A) e apresentando áreas de invasão sobre outros tecidos, neste caso, tecido 

muscular (figura 25B). Quanto aos tumores previamente tratados com DABK, se pode 

observar que apresentam sempre menor tamanho e presença de bordas bem definidas (figura 

25A e B), causam pouca ou nenhuma reação estromal (figura 25A), apresentam pouco 

infiltrado inflamatório peri-tumoral (figura 25A), além de não invadirem outros tecidos 

(figura 25B). 

Com os mesmos cortes, a agressividade destes tumores foi avaliada pela quantificação 

do número de células em mitose e vasos por campo de grande aumento, como se pode ver na 

figura 26. Para cada indivíduo foram quantificados 10 campos no aumento 10x40 sempre que 

o tamanho do tumor permitisse. Nos casos onde os tumores eram muito pequenos, foram 

quantificados tantos campos distintos quantos possíveis e a média foi feita sobre o número de 

campos avaliados. Nesta análise observou-se que os tumores formados a partir das células 

tumorais que foram estimuladas in vitro com DABK são menos agressivos, apresentando um 

número menor de células em mitose (figura 26A e B) e um menor número de vasos quando 

comparado com os tumores do grupo controle (figura 26A e C). 

Da mesma forma, o infiltrado inflamatório presente na região peri-tumoral (figura 27) 

dos dois grupos foi caracterizado e o que observou-se foi uma menor quantidade de células 

inflamatórias infiltradas na região peri-tumoral nos tumores formados a partir de células 

estimuladas com DABK do que nos tumores do grupo controle (figura 27A e B). Quando se 

avaliou estas células cuidadosamente e quantificou-se o número de macrófagos (figura 27C), 

de neutrófilos (figura 27D) e de linfócitos (figura 27E) percebeu-se uma nítida redução de 

cada uma destas células infiltradas na região peri-tumoral dos tumores formados a partir de 

células estimuladas com DABK comparado aos tumores do grupo controle. 

 



 

 
 

Figura 25: Análise histológica dos tumores obtidos de animais que foram inoculados 

com células Tm5 controle ou tratadas com DABK (1 µM) por 24 h. A) Microambiente 

tumoral dos grupos controle e DABK. No grupo controle se observa grande reação estromal e 

infiltrado inflamatório (região que compreende o traçado preto), bem como borda do tumor 

pouco definida (região abaixo do traço), enquanto que no grupo que recebeu células tratadas 

com DABK se observa muito pouca reação estromal, pouco inflitrado inflamatório (região do 

pequeno traçado preto) e o tumor apresenta bordas bem definidas (região abaixo do traço) 

(A=4x10). B) Invasão da massa tumoral sobre tecido muscular. No grupo controle as setas 

indicam zonas de invasão e conseqüentemente de regiões do tumor que não apresentam borda 

definida. No grupo DABK a seta indica a borda bem definida do tumor e não se observa 

células tumorais no tecido muscular (A=10x10). DABK – desArg9-bradicinina; A - aumento. 
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Figura 26: Análise quantitativa do número de vasos e células em mitose dos tumores 

dos animais que receberam células controle ou estimuladas com DABK (1 µM) por 24 h. A) 

Imagens representativas dos tumores (A=10x40). B) Quantificação do número de células em 

mitose em 10 campos diferentes de cada indivíduo em A=10x40. C) Quantificação do 

número de vasos em 10 campos diferentes de cada indivíduo em A=10x40. n=5. * vasos,  

� células em mitose. Análise estatística: teste t. * p<0,05. DABK – desArg9-bradicinina; A – 

aumento. 
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Figura 27: Análise quantitativa do número de células inflamatórias: macrófagos, 

neutrófilos e linfócitos na região peri-tumoral dos animais que receberam células controle ou 

estimuladas com DABK (1 µM) por 24 h. A) Imagens representativas do infiltrado 

inflamatório peri-tumoral (A=10x40). Quantificação do número de células do infiltrado 

inflamatório total (B) de macrófagos (C), neutrófilos (D) e linfócitos (E) em 10 campos 

diferentes de cada indivíduo (A=40x10). n=4. * Macrófagos, � Neutrófilos,                    

 Linfócitos. Análise estatística: teste t. * p<0,05. DABK – desArg9-bradicinina; A – 

aumento. 
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4.9. Avaliação da secreção de TNFαααα, IL-6 e IL-10 após estímulo das células da 

linhagem Tm5 com o agonista do receptor B1 in vitro 

 

Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos na perda de agressividade 

das células tumorais ao serem estimuladas com o agonista do receptor B1, a secreção de duas 

citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNFα) e uma citocina anti-inflamatória (IL-10) foram 

avaliadas pelo método de ELISA, após 24 h do estímulo com agonista do receptor B1 in 

vitro. Conforme se observa na figura 28A as células Tm5 não secretam níveis detectáveis de 

IL6, assim como não o fazem quando tratadas com o antagonista DLBK (10 µM) por 24 h . 

Uma vez estimuladas com DABK (1 µM) por 24 h passam a secretar IL-6 e este efeito é 

completamente revertido pelo co-tratamento com DLBK. 

No entanto, quando se observa os níveis de IL-10 (figura 28B) e TNFα (figura 28C) 

nota-se que não há secreção de nenhum dos dois fatores nos controles e nem sob nenhum dos 

estímulos feitos. 

 

 

 



 

 
 

Figura 28: Avaliação por ELISA da secreção de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFα (C) nas 

células da linhagem Tm5, após 24 h de estímulo com DABK (1 µM) e/ou DLBK (10 µM) in 

vitro. Dados referentes a 4 experimentos independentes em triplicata. Análise estatística: 

ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls. * p<0,05. DABK – desArg9-bradicinina; 

DLBK – desArg9[Leu8]-bradicinina; IL – interleucina; TNFα - fator de necrose tumoral alfa. 
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4.10. Avaliação dos níveis séricos de TNFαααα, IL-6 e IL-10 dos animais que receberam 

inóculo de células tumorais da linhagem Tm5 tratadas ou não com o agonista do 

receptor B1 

 

Da mesma forma, a concentração das citocinas IL-6 e IL-10 e de TNFα circulantes foi 

avaliada no plasma dos animais saudáveis, com tumor (grupo controle) e com tumor cujas 

células foram estimuladas com DABK (1 µM) por 24 h antes de serem inoculadas nos 

animais. Conforme se observa na figura 29, as duas interleucinas e o TNFα, quando 

presentes, estão em baixas concentrações no plasma dos animais e não sofrem modulação em 

nenhum dos grupos. 

 

 
 

Figura 29: Avaliação por ELISA da quantidade de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFα (C) 

circulante no plasma de animais sem tumor, inoculados com células Tm5 não estimuladas ou 

inoculados com células tratadas com DABK (1 µM) por 24 h. n=3. Análise estatística: 

ANOVA de uma via seguido por Newman-Keuls. DABK – desArg9-bradicinina; IL – 

interleucina; TNFα - fator de necrose tumoral alfa. 
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4.11. Avaliação da expressão de IFNγγγγ nos tumores dos animais que receberam 

inóculo de células tumorais da linhagem Tm5 tratadas ou não com o agonista do 

receptor B1 

 

 Uma vez constatada a secreção da citocina pró-inflamatória IL-6 pelas células de 

melanoma Tm5 in vitro após estímulo com o agonista do receptor B1, levantou-se a 

possibilidade de que os tumores formados a partir de células estimuladas com DABK 

pudessem ser mais “visíveis” ao sistema imunológico dos animais. Desta forma, os tumores 

oriundos de células tratadas com DABK poderiam encontrar-se tanto na fase de eliminação 

quanto de equilíbrio da imuno-edição, enquanto que os tumores oriundos de células não 

estimuladas possivelmente conseguiram alcançar a fase de escape. 

 Para testar esta hipótese, avaliou-se a expressão de IFNγ, uma citocina pró-

inflamatória importante na resposta do tipo Th1 e que tem sua expressão reduzida na fase de 

escape. Conforme se observa na figura 30 a expressão desta citocina é significativamente 

maior nos tumores dos animais que receberam células estimuladas com DABK.  
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Figura 30: Análise da expressão de IFNγ em tumores que se desenvolveram a partir 

de células estimuladas ou não com DABK 1 µM por 24 h. Os dados foram plotados como 

expressão relativa VEGF/Ciclofilina B, segundo Zhu e colaboradores (2003). n=5. Análise 

estatística: teste t. DABK – desArg9-bradicinina. 

 

 



 

4.12. Avaliação da expressão de VEGF nos tumores dos animais que receberam 

inóculo de células tumorais da linhagem Tm5 tratadas ou não com o agonista do 

receptor B1 

 

Na tentativa de compreender as modificações que ocorreram nos tumores 

desenvolvidos a partir de células estimuladas com DABK foi avaliada a expressão de VEGF, 

um dos principais fatores de crescimento envolvidos na angiogênese. No entanto, conforme 

se observa na figura 31, não existe modulação na expressão de VEGF nos tumores que se 

desenvolveram a partir de células estimuladas com o agonista do receptor B1 quando 

comparado aos que se desenvolveram a partir de células não estimuladas. 
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Figura 31: Análise da expressão de VEGF em tumores que se desenvolveram a partir 

de células estimuladas ou não com DABK 1 µM por 24 h. Os dados foram plotados como 

expressão relativa VEGF/Ciclofilina B e foram calculados pelo do método de ∆∆CT. n=5. 

Análise estatística: teste t. DABK – desArg9-bradicinina. 

 

 

4.13. Avaliação da expressão de E-caderina e TGFββββ nos tumores dos animais que 

receberam inóculo de células tumorais da linhagem Tm5 tratadas ou não com o 

agonista do receptor B1 

 

Outra possível modificação nos tumores que poderia contribuir para a perda de 

agressividade é a re-indução da expressão de E-caderina, normalmente perdida ou bastante 

diminuída durante a transformação maligna. Desta forma, avaliou-se a expressão de E-

caderina nos tumores formados por células estimuladas ou não com DABK. Além disto, 



 

avaliou-se também a existência de modulação da expressão de TGFβ, principal citocina 

indutora da TEM, um processo marcado pela perda da expressão de E-caderina. 

Conforme se observa na figura 32, os tumores formados a partir de células 

estimuladas com o agonista do receptor B1 expressam aproximadamente 5 vezes mais E 

caderina do que os tumores oriundos de células não estimuldas (figura 32A), assim como 

também apresentam menor expressão da citocina que estimula a TEM (e consequentemente a 

perda de E-caderina) o TGFβ (figura 32B). 

  

 
 

Figura 32: Análise da expressão de E-caderina (A) e TGFβ (B) em tumores que se 

desenvolveram a partir de células estimuladas ou não com DABK 1 µM por 24 h. Os dados 

estão plotados como expressão relativa de E-caderina/Ciclofilina B ou TGFβ/ciclofilina B e 

foram calculados segundo Livak & Schmittgen (2001) e Zhu e colaboradores (2003, 

respectivamente. n=5. Análise estatística: teste t. DABK – desArg9-bradicinina. 
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4.14. Avaliação da incidência de tumores, do tamanho desses tumores e da sobrevida 

dos animais que foram inoculados com células de melanoma da linhagem B16/F10 pré-

tratadas por 24h com o agonista do receptor B1 

 

O mesmo protocolo experimental de estimular ou não as células tumorais in vitro foi 

realizado utilizando células de melanoma murino da linhagem B16/F10. Contudo, não foi 

observado o mesmo tipo de resposta visto com a linhagem Tm5 e conforme se verifica nas 

próximas figuras, o estímulo das células B16/F10 com DABK não alterou a incidência de 

tumores nos camundongos (figura 33), não interferiu na curva de progressão tumoral dos 

indivíduos (figura 34) e conseqüentemente todos os tumores apresentaram semelhante peso 

ao final do experimente (figura 35). Coerente com os resultados anteriores observa-se na 

figura 36 que a sobrevida dos animais que receberam células da linhagem B16/F10 

estimuladas com DABK também não sofreu alteração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Análise da incidência de animais com tumores palpáveis após injeção de 

células da linhagem B16/F10 estimuladas ou não com DABK (1 µM) por 24 h. n=9. DABK – 

desArg9-bradicinina. 
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Figura 34: Análise da progressão tumoral dos animais injetados com células da 

linhagem B16/F10 estimuladas ou não com DABK (1 µM) por 24 h. A) Progressão tumoral 

de cada indivíduo estudado. B) Curva de progressão tumoral média dos grupos controle e 

DABK. n=9.  DABK – desArg9-bradicinina. 
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Figura 35: Avaliação do peso dos tumores dos animais injetados com células 

B16/F10 estimuladas ou não com DABK (1 µM) por 24 h. No dia do sacrifício dos animais, 

amostras de tumor foram retiradas dos animais, dissecadas para a retirada dos tecidos 

adjacentes ao tumor e a massa tumoral foi pesada. n=9. DABK – desArg9-bradicinina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Curva de sobrevivência dos animais após receberem inóculo de células da 

linhagem B16/F10 expostas ou não a DABK (1 µM) por 24 h. Os animais sofreram eutanásia 

praticamente todos no mesmo dia uma vez que o tamanho dos tumores era semelhante entre 

todos os indivíduos. n=9. DABK – desArg9-bradicinina. 
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4.15. Avaliação dos níveis séricos de TNFαααα, IL-6 e IL-10 dos animais que receberam 

inóculo de células tumorais da linhagem B16/F10 tratadas ou não com o agonista do 

receptor B1 

 

A concentração das citocinas IL-6 e IL-10 e de TNFα circulantes também foi avaliada 

no plasma dos animais que receberam inóculo com as células B16/F10 tratadas ou não com 

DABK (1 µM) por 24 h e não se observou diferença estatística na quantidade sérica de IL-6, 

IL-10 e nem TNFα entre os animais que receberam as células tratadas com DABK e os 

animais controles (figura 37). 

 

 
 

Figura 37: Avaliação por ELISA da quantidade de IL-6 (A), IL-10 (B) e TNFα (C) 

circulante no plasma de animais inoculados com células da linhagem B16/F10 tratadas ou 

não com DABK (1 µM) por 24 h. n=3. Análise estatística: teste t. DABK – desArg9-

bradicinina; IL – interleucina; TNFα - fator de necrose tumoral alfa. 
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4.16. Avaliação da habilidade das células da linhagem Tm5 estimuladas ou não com 

o agonista do receptor B1 em estabelecer metástase pulmonar  

 

Por fim, voltando à linhagem Tm5 o efeito do tratamento com DABK na habilidade 

de fazer metástase pulmonar foi avaliado. Para isto, células tratadas ou não com DABK 

foram injetadas na veia caudal dos camundongos e o número de nódulos pulmonares 10 dias 

após a inoculação foi contado. Conforme se observa na figura 38, não existe diferença 

estatística entre o número de colônias pulmonares estabelecidas pelas células controle e 

tratadas. No entanto, neste experimento observa-se uma forte tendência de diminuição do 

número de nódulos pulmonares no grupo de animais que recebeu as células estimuladas com 

DABK. Contudo, apenas a presença de um número amostral maior permitiria confirmar se a 

diferença entre número de nódulos pulmonares nos animais que receberam células tratadas ou 

não com DABK é verdadeira ou meramente aleatória. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

  

Figura 38: Análise do número de nódulos metastáticos encontrados no pulmão de 

animais que tiveram células da linhagem Tm5 tratadas ou não com DABK (1 µM) por 24 h 

injetadas pela veia caudal. n=8. Análise estatística: teste t. DABK – desArg9-bradicinina. 
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5. Discussão 
 



 

5. Discussão: 

 

Embora o SCC seja classicamente relacionado com regulação da pressão arterial e 

inflamação (Duka et al., 2006; Calixto et al., 2004), a sua participação em diferentes 

patologias vem ganhando cada vez maior importância (Costa-Neto et al., 2008). Desta forma, 

este trabalho teve como objetivo estudar o papel do SCC, com ênfase no receptor B1, em 

diversas etapas da progressão de melanoma. Para isto, foram utilizadas células da linhagem 

de melanoma murino Tm5, um modelo estabelecido a partir da linhagem não tumorigênica de 

melanócitos (Melan-a) que foi submetida a ciclos sucessivos de anoikis (Oba-Shinjo et al., 

2006).  

As primeiras análises realizadas por PCR demonstraram que as células da linhagem 

Tm5 expressam o receptor B1 e não expressam o receptor B2. Este resultado é muito 

importante, pois aponta não apenas para um possível papel do receptor B1 no 

desenvolvimento de melanoma, mas também sugere que a linhagem Tm5 é um bom modelo 

para o estudo do papel do receptor B1 nesta patologia, uma vez que os ligantes dos dois 

receptores diferem entre si apenas por um resíduo de Arg carboxi-terminal. Desta forma, 

mesmo a BK/KD tendo maior afinidade por B2 e DABK/DAKD ligando-se 

preferencialmente ao receptor B1, os ligantes do receptor B1 conseguem ativar o receptor B2 

(Fathy et al., 1998 e Leeb-Lundberg et al., 2005). Uma vez ativado, o receptor B2 estímula a 

secreção de citocinas e fatores de crescimento (Pan et al., 1996; Brunius et al., 2005; Zhang et 

al., 2008b), bem como exerce funções pró-tumorais estimulando tanto a proliferação de 

células normais e neoplásicas in vitro (Srinivasan et al., 2004; Greco et al., 2004; Greco et al., 

2005) quanto a angiogênese e o crescimento dos tumores e in vivo (Ishihara et al., 2001; e 

Ishihara et al., 2002; Chan et al., 2002; Ikeda et al., 2004). Assim, o fato das células Tm5 só 

expressarem o receptor B1 representa, claramente, uma vantagem para o estudo desse 

receptor no melanoma. 

Além das células Tm5 não expressarem o receptor B2 de cininas, também foi 

verificado que esta linhagem não expressa os receptores clássicos do SRA: AT1 e AT2. O 

SRA e SCC são sistemas que interagem em vários âmbitos, pois estão diretamente 

conectados por uma enzima comum que é a ECA, seus receptores interagem formando 

heterodímeros (Abadir et al., 2006), e se sabe que as atividades dos receptores do SCC 

sofrem modulação da ECA (Chen et al., 2005). Estes vários pontos de conexão tornam 

praticamente impossível qualquer intervenção em um dos dois sistemas sem causar 

modificações no outro. Desta forma, a ausência de receptores, cujas funções relacionadas à 

tumorigênese já foram descritas, (Egami et al., 2003; Deshayes & Nahmias, 2005; Rodrigues-



 

Ferreira et al., 2009) passa a ser mais uma vantagem na utilização das células da linhagem 

Tm5 para se estudar a contribuição do receptor B1 na progressão de melanoma. 

Além disto, observou-se a existência de um aumento importante na expressão do 

RNA mensageiro da CPM na linhagem tumoral quando comparada com a linhagem de 

melanócito (Melan-a), da qual foi originada. A CPM é uma das enzimas capazes de retirar o 

resíduo de arginina carboxi-terminal da BK e KD formando os ligantes do receptor B1. Além 

disto, Zhang e colaboradores (2008a) mostraram que ela desempenha um importante papel 

em favorecer a ativação do receptor B1, pois interage fisicamente com esse receptor em lipid 

rafts e, desta forma, gera o agonista no local onde ele deve agir. Neste contexto e 

considerando a observação do sutil aumento da expressão do RNA mensageiro do próprio 

receptor B1 na linhagem tumoral comparado a não tumoral, sugere uma possível função do 

receptor B1 na progressão de melanoma. 

Dessa forma, antes de investigar a participação do receptor B1 no melanoma, a sua 

presença a nível proteico e sua funcionalidade precisavam ser averiguadas. Para isto, foi 

avaliada a capacidade das células Tm5 de ativarem vias de sinalização intracelular, descritas 

como reguladas pela ativação deste receptor (Regoli & Barabé, 1980; Dixon e al., 2002; 

Greco et al., 2005; Molina et al., 2009). Os ensaios de mobilização de cálcio intracelular e de 

ativação de ERK mostraram que as células da linhagem Tm5 respondem ao estímulo com o 

agonista específico do receptor B1 e esta resposta é bloqueada na presença do antagonista 

DLBK. Estes dados demonstraram que o receptor B1 é expresso de forma funcional na 

linhagem Tm5.  

O receptor B1 é membro da família dos receptores acoplados à proteína G (GPCR), a 

família mais ampla de moléculas de superfície envolvidas em transmissão de sinal 

intracelular e, desta foma, não é de se estranhar que os GPCRs estejam envolvidos em uma 

enorme gama de patologias e que sejam alvo, direta ou indiretamente, de 50-60% dos agentes 

terapêuticos atuais (Pierce et al., 2002). No câncer não é diferente, receptores de fatores de 

crescimento, citocinas, quimiocinas, hormônios, receptores do sistema imune, dentre muitos 

outros que estão associados à tumorigênese, são membros da família dos GPCRs (Dorsam & 

Gutkind, 2007). Sendo assim e uma vez confirmada a presença e funcionalidade do receptor 

B1 no modelo de estudo, iniciou-se a investigação do seu possível papel na progressão de 

melanoma.  

Sabendo-se que o aumento da proliferação celular, a perda da inibição de crescimento 

por contato, a capacidade de sobreviver sem adesão e maior mobilidade celular são 

características associadas à malignidade das células tumorais (Fidler, 2002); foi avaliado em 

um primeiro momento se a ativação do receptor B1 seria capaz de influenciar a proliferação e 



 

a migração de células de melanoma, como já descrito em outros tipos de tumores (Taub et al., 

2003; Molina et al., 2009). O ensaio de viabilidade celular mostrou que nem o estímulo com 

o agonista e nem o bloqueio do receptor com seu antagonista específico modulam o número 

de células viáveis, sugerindo que a ativação do receptor B1 não interfere no ritmo 

proliferativo e nem provoca a morte destas células de melanoma. Já no ensaio de migração 

celular, onde foi feita uma lesão na camada de células Tm5 confluentes, mostrou que o 

receptor B1 sim exerce influência sobre a mobilidade das células de melanoma.  

Ao contrário do anteriormente descrito em células de câncer de próstata por Taub e 

colaboradores (2003), este experimento mostrou que na presença da DABK, as células de 

melanoma Tm5 migram 50% menos. O mesmo ensaio foi feito utilizando outra linhagem de 

melanoma, a B16/F10, e semelhantemente à Tm5, o estímulo com DABK também inibiu a 

migração destas células. Na realidade, este não é o primeiro relato de que a ativação do 

receptor B1 consegue inibir a migração celular. Morissette e coloboradores (2006) mostraram 

que a ativação do receptor B1 inibe a migração de células de músculo liso de artéria humana 

e de coelho e que este efeito é completamente revertido na presença do antagonista do 

receptor. No entanto, este é o primeiro relato mostrando que a ativação do receptor B1 inibe a 

migração de células tumorais. 

Para confirmar se o efeito inibitório sobre a migração celular é realmente influenciado 

pela ativação do receptor B1, foi realizado o tratamento das células Tm5 com o antagonista 

competitivo, DLBK, para determinar se o mesmo conseguiria reverter o efeito inibitório. 

Observou-se que o antagonista sozinho promove um aumento na migração das células de 

melanoma, sugerindo que provavelmente um pouco de agonista do receptor B1 é produzido 

por estas células ou que o receptor B1 possa apresentar atividade independente de ligante, ou 

seja, apresentar atividade constitutiva (para revisão ver Leeb-Lundberg et al., 2001). Desta 

forma, a ativação do receptor B1 parece exercer efeito inibitório sobre a migração dessas 

células, por isso quando bloqueado, há um aumento na migração pela perda do efeito 

inibitório. Quando realizado o estímulo com DABK na presença do antagonista, observou-se 

que existe uma reversão parcial do efeito inbitório exercido pela DABK, sugerindo que a 

ativação do receptor B1 exerce efeito sobre a migração de células de melanoma, mas parece 

que existem outras vias que também contribuem de forma direta ou indireta para este efeito.  

Ao analisar as imagens destes experimentos de cicatrização dos grupos controle e 

tratado com DABK, observou-se a existência no grupo controle de um número muito maior 

de células que se desprendiam do resto e migravam sozinhas para o centro da “lesão”.  O 

trabalho de Meigs e colaboradores (2002) analisou de forma muito parecida, embora em um 

contexto bastante diferente, este efeito. Esses autores observaram que quando células eram 



 

transfectadas com E-caderina ou promoviam a ativação de vias de sinalização que induziam a 

expressão desta molécula responsável por junções célula-célula, observaram que o número de 

células “pioneiras” que migravam sozinhas para o centro da “lesão” diminuía drasticamente. 

Quando o número destas células “pioneiras” foi quantificado de forma semelhante ao 

protocolo de Meigs e colaboradores (2002), observou-se que o tratamento com DABK, tanto 

na linhagem Tm5 quanto na linhagem B16/F10 também foi reduzido drasticamente. 

O mecanismo responsável do fenômeno de inibição da migração celular e da redução 

no número de células capazes de se desprender das demais e migrar de forma “pioneira”, 

mediado pela ativação do receptor B1, ainda precisa ser elucidado. No entanto, acredita-se 

que este mecanismo possa estar relacionado com a alteração da expressão de moléculas de 

superfície envolvidas com adesão e/ou modulação de vias intracelulares relacionadas com 

migração. Neste sentido, foi avaliada a expressão de CD44, uma molécula de superfície que 

possui alto nível de expressão em vários tipos de tumores e que está diretamente relacionada 

com malignidade, consequentemente, sua expressão é associada a um prognóstico ruim da 

doença (Wang et al., 2007). O CD44 é responsável por mediar migração celular e invasão de 

células tumorais, uma vez que interage com inúmeros componentes da matrix extracelular e 

também induz a ativação de vias de sinalização relacionadas à migração celular 

(Konstantopoulos & Thomas, 2009). No entanto, o mecanismo pelo qual a DABK inibe a 

migração das células de melanoma parece ser independente de CD44, uma vez que se 

observou forte marcação positiva para esta molécula tanto nas células Tm5 controle quanto 

nas que foram estimuladas com DABK. 

Outra possibilidade é que a ativação do receptor B1 poderia direta ou indiretamente 

culminar na inibição das vias de Rho e Rac que controlam diretamente migração celular. Esta 

hipótese ganha força com o dado da diminuição do número de células “pioneiras” e a 

associação deste tipo de comportamento à presença de E-caderina, como demonstraram 

Meigs e colaboradores (2002), pois já foi mostrado que a modulação da atividade destas 

pequenas proteínas G monoméricas é capaz de regular a adesão célula-célula mediada por 

caderinas (Kaibuchi et al., 1999). Juntos, estes dados nos fazem cogitar que um dos possíveis 

mecanismos pelo qual o receptor B1 possa exercer o seu efeito inibitório seja modulando a 

atividade destas proteínas G monoméricas e através delas induzir a expressão de E-caderinas 

nas células de melanoma fazendo com que elas diminuam o seu rítmo migratório. 

Em virtude deste efeito anti-migratório do receptor B1 nas células de melanoma, 

levantou-se a possibilidade de que a sua ativação poderia modular também a habilidade 

destas células de invadir a matrix extracelular. Para testar esta hipótese, foi avaliada a 



 

atividade das enzimas MMP2 e 9 que são enzimas da família das metaloproteases 

diretamente relacionadas com o processo de invasão tumoral (Chabottaux & Noel, 2007). 

Os resultados mostraram que o estímulo das células Tm5 com o agonista e/ou 

antagonista do receptor B1 não modula a quantidade de substrato degradado pela MMP9. No 

entanto, não foi possível avaliar a atividade de MMP2, provavelmente por não haver 

quantidade suficiente desta enzima secretada no sobrenadante das células Tm5 em nenhum 

dos grupos experimentais. Além disso, observando cuidadosamente o resultado da 

zimografia, observa-se que a atividade da MMP9 também é bastante discreta em todos os 

grupos, mesmo no controle, sugerindo que talvez a expressão e secreção de metaloproteases 

não seja o mecanismo utilizado por estas células para o processo de movimentação/invasão.  

De fato, são descritas duas estratégias de movimentação das células tumorais: o tipo 

de movimento mesenquimal, no qual as células tumorais apresentam morfologia mais 

alongada e, por isso, dependem da ativação de Rac e de proteólise da matriz extracelular para 

se locomoverem (MMPs, dentre outras enzimas, são as principais responsáveis por esta 

degradação de matriz extracelular). O outro tipo de movimento é o amebóide, que é menos 

dependente da degradação de matriz extracelular, mas depende da ativação da via de Rho-

quinase que permite altos níveis de contração de actina-miosina necessários para o 

movimento semelhante ao de uma ameba (por isso o nome amebóide) (Friedl, 2004; Sanz-

Moreno et al., 2008). Sendo assim, nossos dados sugerem que as células de melanoma da 

linhagem Tm5 provavelmente utilizem a estratégia amebóide de movimentação, uma vez que 

não encontramos atividade significativa de proteases no sobrenadante da cultura destas 

células. 

A próxima pergunta a ser respondida foi se o receptor B1 exerceria algum papel 

importante na progressão do tumor in vivo. Para respondê-la, primeiro foi necessário 

estabelecer no laboratório o modelo de melanoma a partir da injeção subcutânea de células 

Tm5 no dorso de camundongos. Durante este período de padronização do modelo, a 

existência de duas fases no desenvolvimento dos tumores foi observada: uma inicial de 

latência, que vai até aproximadamente o 12° dia, e uma fase exponencial mais tardia, onde o 

tumor apresenta um rápido crescimento. Sendo assim, a investigação de um possível papel do 

receptor B1 no desenvolvimento de melanoma in vivo começou com a análise da expressão 

deste receptor nos dois estágios da neoplasia. O resultado deste experimento apontou um 

aumento de 4,5 vezes da expressão do RNA mensageiro do receptor B1 nos tumores da fase 

exponencial quando comparados com os tumores pequenos na fase de latência, sugerindo um 

papel importante para o receptor B1 durante a fase aguda de crescimento tumoral. Estes 

dados corroboram outros trabalhos da literatura que mostram a expressão de receptores do 



 

SCC em muitos tipos de tumores, avaliados tanto em linhagens celulares quanto em biópsias 

de pacientes (Hermann et al., 1999; Wu et al., 2002). Da mesma forma, a maior expressão do 

receptor B1 em estágios mais avançados durante a progressão do melanoma poderia ser 

utilizada como marcador do estágio da doença. De fato, Taub e colaboradores (2003) 

levantam esta mesma hipótese ao mostrar a expressão do receptor B1 apenas em lesões 

malignas de próstata. No entanto, essa hipótese precisa ser confirmada em amostras clínicas. 

 Tendo em vista que a expressão do receptor B1 sofre modulação ao longo do 

desenvolvimento do melanoma, um experimento foi desenhado de forma a testar a influência 

da ativação desse receptor na progressão tumoral. Assim, as células tumorais foram 

estimuladas com o agonista DABK 24 h antes da sua inoculação nos animais, para observar 

se a ativação do receptor B1 conseguiria “reprogramar” as células tumorais modulando a sua 

agressividade (Rodrigues-Ferreira et al., 2010). De forma interesante foi observado que os 

animais que receberam células estimuladas com DABK apresentaram menor incidência de 

tumores palpáveis e estes eram na maioria das vezes muito pequenos se comparados aos do 

grupo controle, indicando que provavelmente esses tumores estavam ainda na fase de 

latência. Além disto, alguns animais permaneceram sem tumores palpáveis por até 150 dias 

após a inoculação. Em conjunto, esses dados sugerem que a ativação do receptor B1 diminui 

a agressividade das células de melanoma in vivo.  

Este resultado foi bastante surpreendente, especialmente considerando que o receptor 

B1 está envolvido com modulação de respostas inflamatórias (Calixto et al., 2004), secreção 

de citonas como IL-1β e outras citocinas pró-inflamatórias (Calixto et al., 2004; Wang et al., 

2008). Além disso, é importante salientar que a presença de um microambiente pró-

inflamatório é um dos sete eventos associados à tumorigênese e que dados publicados por 

Correa e colaboradores (2005) mostraram a importância do receptor B1 no microambiente 

tumoral para mediar a indução da formação de tumores através de mecanismos inflamatórios. 

Mais precisamente, nesse trabalho, os autores mostraram que a co-injeção de células em 

apoptose e de um baixo número de células tumorais viáveis (o que normalmente não seria 

suficiente para que os animais desenvolvessem tumores durante o período de tempo avaliado 

no experimento) levou a altos índices de aparecimento de tumores em camundongos e, que 

esta resposta, está associada ao infiltrado inflamatório transiente, composto principalmente 

por neutrófilos e macrófagos, que se apresenta por causa das células em apoptose. Além 

disso, quando o experimento foi realizado em animais deficientes para o receptor B1 que 

apresentam problemas na transmigração de neutrófilos para regiões inflamadas se observou 

uma significativa diminuição do número de animais com tumores (Pesquero et al., 2000 e 

Araujo et al., 2001; Correa et al., 2005). 



 

Os dados apresentados no presente trabalho mostraram que a ativação do receptor B1 

na célula neoplásica promove uma significativa diminuição no aparecimento de tumores nos 

animais injetados com essas células. Esses achados fizeram levantar duas possibilidades: a 

primeira de que a ativação do receptor B1 pudesse modificar estas células tumorais para um 

padrão “mais imunogênico”, ou seja, que estas células sejam “re-programadas” após a 

ativação do receptor B1 e se tornassem mais perceptíveis ao sistema imunológico e ele 

conseguisse então reconhecer e controlar o crescimento destas células (Ostrand-Rosenberg, 

2008). A segunda possibilidade foi embasada ainda pelos resultados obtidos nos ensaios de 

migração celular, de que a ativação do receptor B1 efetivamente diminuísse a agressividade 

destas células tumorais, possivelmente por mecanismos que envolvam a indução de E-

caderina (Chen et al., 1997).  

Para tentar compreender melhor o que estaria acontecendo durante a ativação do 

receptor B1 e que promoveria esta diminuição na incidência de neoplasias nos animais, 

algumas amostras de tumores foram coletadas, tanto do grupo controle como do grupo que 

recebeu células tratadas com DABK, sempre preservando o tumor e o seu microambiente 

para análises histológicas. Estas análises permitiram observar as características e a arquitetura 

dos tumores nos dois grupos e assim avaliar alguns parâmetros como: ritmo proliferativo, 

vascularização, capacidade de invasão e infiltrado inflamatório que estão relacionados 

diretamente com a agressividade dos tumores (Joyce & Pollard 2009). 

A primeira característica que foi observada nesta análise histológica foi a diferença 

entre a grande reação estromal provocada pelo tumor do grupo controle e a pequena, quase 

inexistente, do tumor previamente estimulado com DABK. O estroma é o tecido de 

sustentação de todas as nossas estruturas e órgãos, e é composto por tecido conjuntivo, ou 

seja, principalmente por matriz extracelular (Junqueira & Carneiro, 2004). Desta forma, uma 

reação estromal envolve a infiltração de células do sistema imunológico nesta matriz, bem 

como a presença de fibroblastos que fazem parte e secretam componentes desta matriz, dando 

origem, neste caso, ao chamado tecido de cicatrização ou tecido fibrótico. Embora ainda não 

se saiba ao certo de que forma a resposta do hospedeiro influencia na progressão tumoral ou 

na eliminação deste, são muitos os relatos que associam a presença de um grande infiltrado 

inflamatório à maior agressividade dos tumores (Allavena et al., 2008; Mantovani et al., 

2008), 

Outra característica marcante na análise histologica dos tumores do grupo controle foi 

a ausência de bordas definidas, ou seja, os tumores não possuiam uma cápsula bem formada 

para cercá-los e, assim eram encontradas células neoplásicas invadindo tecidos adjacentes em 

muitos pontos. Além disto, alguns animais apresentaram não apenas invasão ao tecido 



 

muscular adjacente ao tumor, mas também metástase em linfonodos drenantes (dados não 

mostrados). Por outro lado, os animais que receberam células tumorais que tiveram o receptor 

B1 ativado, desenvolveram tumores de menor tamanho, encapsulados e não apresentaram 

células tumorais em nenhuma outra região que não dentro da cápsula do tumor. Este 

elemento é de especial importância, pois a presença ou não de uma cápsula que delimite o 

tumor é outra característica relevante para avaliar a sua agressividade. De forma geral, 

tumores não encapsulados são mais agressivos e invasivos do que os n~ao encapsulados 

(Lunevicius et al., 2001; Rivera M et al., 2010). 

As análises quantitativas destas amostras histológicas mostram que o número de 

células em mitose e o número de vasos nos tumores que foram previamente tratados com 

DABK eram substancialmente menores do que nos tumores formados por células não 

estimuladas. O ritmo proliferativo e o número de vasos de um tumor são fenômenos que 

normalmente estão associados e são correlacionados com a malignidade destes tumores 

(Joyce & Pollard 2009). Na realidade, um elemento viabiliza o outro, ou seja, um alto ritmo 

proliferativo estimula a formação de novos vasos e estes novos vasos possibilitam a 

manutenção deste alto ritmo proliferativo sem que as células morram pela falta de nutrientes 

e oxigenação (Folkman, 2007a; Folkman, 2007b). Quando este processo de retro-alimentação 

positiva é quebrado, aparecem regiões necróticas sendo indicadoras de maior grau de 

malignidade (Hockel & Vaupel, 2001; Bottaro & Liotta, 2003; Pennacchietti et al., 2003). No 

presente modelo, a presença de inúmeras zonas de necrose nas amostras do grupo controle foi 

obseravada, o que não acontecia com tanta freqüência nos tumores do grupo que recebeu 

células estimuladas com DABK (dados não mostrados). 

Todos estes dados de histologia apontam para uma drástica redução da agressividade 

dos tumores cujas células foram “re-programadas” pela ativação do receptor B1 in vitro. 

Devido a sua grande importância no processo de angiogênese, o VEGF foi selecionado como 

possível alvo a ser modulado nesta “re-programação”. Sendo assim, a sua expressão foi 

avaliada por PCR em tempo real em amostra de tumores de animais que receberam células 

Tm5 estimuladas ou não com DABK. Embora se esperasse uma redução nos níveis de VEGF 

do grupo que recebeu células estimuladas com DABK, o resultado desta análise mostrou que 

não existe modulação na expressão de VEGF entre os dois grupos experimentais. Este dado 

pode estar relacionado às novas descobertas feitas com relação à função do VEGF na 

progressão tumoral que colocam a prova o então conhecido papel do VEGF como indutor da 

angiogênese. Estas descobertas feitas após o inesperado insucesso das terapias anti-VEGF 

testadas na clínica (Hurwitz et al., 2006; Mayer et al., 2007; Kerbel, 2008), sugerem que este 

fator de crescimento além do papel de induzir angiogênese também atua como regulador 



 

negativo da maturação de vasos sanguíneos neoformados. Neste contexto, as estratégias anti-

VEGF não necessariamente promoveriam a redução dos tumores, assim como tumores menos 

agressivos não necessariamente apresentariam uma modulação negativa da sua expressão 

(Greenberg et al., 2008; Vecchiarelli-Federico et al., 2010). 

Outro possível mecanismo envolvido na diminuição da agressividade nos tumores 

“re-programados” pela ativação do receptor B1 é a indução da expressão de E-caderina nas 

células tumorais, uma vez que o processo de transformação maligna e a TEM induzida por 

TGF-β promovem uma redução significativa da expressão desta molécula. A base desta 

hipótese está em que a modulação da expressão desta molécula de adesão está relacionada 

com o controle da motilidade celular (Meigs et al., 2002), com a transformação maligna de 

melanócitos em melanomas (Hsu et al., 1996) e com a perda de malignidade de melanomas 

que tiveram esta molécula re-introduzida (Hsu et al., 2000). Desta forma, quando a expressão 

de E-caderina foi analisada nos dois grupos experimentais, observamos que os tumores 

oriundos de células estimuladas com DABK apresentavam níveis mais altos de expressão de 

E-caderina do que os tumores originados a partir de células não estimuladas. Concordando 

com isso, foi observada uma diminuição na expressão de TGF-β, outro indício de redução da 

malignidade destes tumores “re-programados”, pois esta é a principal citocina envolvida na 

indução da TEM, etapa importante para aumento da agressividade e capacidade mestatática 

das células tumorais (Fidler 2002; Gavert & Bem-Ze’ev, 2008; Polyak & Weinberg, 2009) 

Inúmeros trabalhos relatam a conecção entre câncer e inflamação, embora ainda seja 

discutido qual é causa e qual é conseqüência, ou seja, se o câncer gera uma resposta 

inflamatória do hospedeiro tentando controlar o crescimento tumoral ou se o próprio tumor 

promove a infiltração de células do sistema imune e aproveita-se de um microambiente 

inflamatório, rico em citocinas e fatores de crescimento para progredir (Blackwill & 

Mantovani 2001; Mantovani et al., 2008; Mantovani, 2009). Por causa desta estreita conecção 

entre inflamação e câncer, foi avaliado o infiltrado inflamatório existente nos tumores do 

grupo controle e em aqueles estimulados com DABK. Foi observado que o número de células 

do sistema imunológico infiltrando os tumores do grupo controle era muito superior ao 

encontrado nas células do grupo tratado com DABK. Neste contexto, e considerando as fases 

que compõem ao chamado fenômeno de “imuno-edição dos tumores”: eliminação, equilíbrio 

e escape (Dunn et al., 2004), pode-se especular que os tumores dos animais que receberam as 

células tumorais não estimuladas estariam já na fase de escape, onde os tumores se mostram 

bem pouco imunogênicos e parecem se aproveitar da formação de um microambiente 

inflamatório, enquanto que os tumores cujas células foram previamente estimuladas com o 

agonista de B1 parecem encontrar-se em uma fase de eliminação ou equilíbrio, onde existem 



 

algumas células infiltradas, especialmente da imunidade inata,  mas o microambiente aparece 

menos invadido ou “inflamado”, sugerindo que o sistema imunológico do animal conseguiu 

controlar o desenvolvimento do tumor. 

Uma análise mais cuidadosa das populações celulares do infiltrado peri-tumoral 

mostrou a existência de um grande número de neutrófilos e macrófagos nos tumores do grupo 

controle (que receberam células não estimuladas), enquanto que o número destas células da 

imunidade inata nos tumores formados a partir de células estimuladas com DABK foi 

significativamente menor. Mantovani e colaboradores (2008) revisaram o papel destas células 

inflamatórias na tumorigênese, mostrando que quimiocinas, citocinas e prostaglandinas 

produzidas pelas células tumorais conseguem recrutar diferentes tipos de células 

inflamatórias, dentre elas: macrófagos, mastócitos, neutrófilos, eosinófilos e células 

supressoras mielóides (Gabrilovich et al, 2007). Estas células de alguma forma são ativadas e 

também passam a secretar citocinas e quimiocinas que podem recrutar mais células 

inflamatórias, promovendo um processo de retro-alimentação positiva. Em última instância 

este fenômeno está relacionado com proliferação e sobrevivência das células tumorais, e a 

TEM (em que as células neoplásicas transformam-se morfologicamente adquirindo um 

fenótipo mais agressivo Gavert & Bem-Ze’ev, 2008; Polyak & Weinberg, 2009); 

angiogênese e linfogênese, migração e invasão das células tumorais, metástase e evasão da 

resposta imune (Koebel et al., 2007). Desta forma, possívelmente os tumores formados a 

partir de células de melanoma que tiveram o receptor B1 ativado não conseguem estabelecer 

este processo de retro-alimentação positiva com as células do sistema imune impedindo que 

passem para a fase de escape, e em consequencia, tornando-os menos agressivos.  

Trabalhos recentes relatam que não apenas células do sistema imune inato contribuem 

na tumorigênese, mas que linfócitos T, tanto CD4+ quanto CD8+ também exercem papéis 

fundamentais na progressão tumoral. Nagaraj e colaboradores (2007) mostraram que a 

modificação do complexo formado pelo TCR (receptor de célula T) e a molécula de 

superfície CD8 do linfócito T pela adição de nitrogênio a resíduos de tirosina (nitração) 

compromete a resposta específica das células T CD8+ pois impede que o complexo TCR - 

CD8 se ligue ao complexo MHC-peptídeo, sendo esse um dos mecanismos pelos quais as 

células tumorais conseguem evadir a citotoxidade dos linfócitos T CD8+. Além disto, 

DeNardo e colaboradores (2009) mostraram que linfócitos T CD4+ são fundamentais para o 

processo de metástase pulmonar de carcinoma mamário, pois atuam aumentando as 

propriedades pró-tumorais de macrófagos. Considerando isto, procedeu-se a quantificação de 

linfócitos infiltrados na região peri-tumoral e foi observado que nos tumores controle existem 

linfócitos presentes nessa região, mas que o número é drasticamente menor nos tumores 



 

formados a partir de células estimuladas com DABK. Considerando a hipótese de que os 

tumores do grupo controle estariam na fase de escape do sistema imunológico e os tumores 

estimulados com DABK na fase de equilíbrio, poderíamos especular que os linfócitos 

presentes nos tumores do grupo controle representariam uma tentativa do hospedeiro de 

controlar o já incontrolável crescimento da massa tumoral. Outra possibilidade é que este 

tumor já modificado e selecionado para ser pouco imunogênico possa utilizar não apenas 

células da imunidade inata a seu favor, mas também células da imunidade adaptativa. 

Outro parâmetro avaliado para tentar explicar a diferença de agressividade encontrada 

nas células de melanoma não estimuladas e nas que foram “re-programadas” pela ativação do 

receptor B1 foi a secreção de algumas citocinas por estas células. Foram selecionadas para 

análise as citocinas IL-6 (pró-inflamatória), IL-10, citocina anti-inflamatória e característica 

de padrão de resposta Th2, e TNFα, citocina pró-inflamatória que sabidamente estimula o 

crescimento tumoral (Abbas & Lichtman, 2005). Nestas análises as células de melanoma 

Tm5 não secretaram níveis detectáveis no ELISA de nenhuma das citocinas avaliadas. No 

entanto, quando estimuladas com DABK níveis de IL-6 foram detectados e este efeito foi 

especificamente mediado pela ativação do receptor B1, uma vez que foi bloqueado pela 

administração de DLBK, antagonista do receptor B1. A secreção de IL-6, após o estimulo do 

receptor B1, foi atribuída a um efeito indireto da ativação deste receptor, pois uma vez 

ativado, ele promove a translocação do fator de transcrição NFκB para o núcleo e assim 

induz a produção de IL-1β (Wang et al., 2008) que por sua vez é capaz estimular a secreção 

de IL-6 (Fan et al., 2009).  

O papel de IL-6 na tumorigênese ainda não está bem estabelecido. Considera-se que 

logo que as primeiras células sofrem a transformação maligna, estas células tumorais 

precisam evadir a resposta imune, ou seja, precisam ficar “invisíveis” para sobreviverem a 

imuno-vigilância do hospedeiro (Dunn et al., 2004; Ostrand-Rosenberg, 2008); 

possivelmente, células tumorais que secretem uma citocina pró-inflamatória desde o 

princípio, não consigam passar despercebidas pelas células da imunidade inata, recrutando 

macrófagos e neutrófilos. Esta ativação de células da primeira linha de defesa do hospedeiro 

poderia culminar na morte das células tumorais por fagocitose ou pela liberação de espécies 

reativas de oxigênio, ou mesmo induzir a formação de uma resposta da imunidade adaptativa 

(Abbas & Lichtman, 2005). Já foi descrito que dependendo do padrão da resposta adaptativa 

desenvolvido, o tumor pode ser eliminado ou progredir. Por exemplo, um microambiente 

tumoral predominantemente Th1 (com altos níveis de IFNγ) está associado à eliminação dos 

tumores, enquanto que a inibição deste padrão de resposta e a presença de um microambiente 



 

tumoral com características de respostas do tipo Th2, Th17 ou de células T regulatórias 

parecem contribuir para a progressão dos tumores (Ostrand-Rosenberg, 2008).  

Além disto, as análises realizadas com amostras dos dois grupos experimentais, 

mostraram uma maior expressão de IFN-γ nos tumores formados a partir de células 

estimuladas com o agonista do receptor B1. Embora outros parâmetros precisam ser 

avaliados, este resultado sugere fortemente que os tumores estimulados com DABK estejam 

em uma fase diferente do processo de imuno-edição dos tumores não estimulados. Isto 

porque níveis mais elevados de IFN-γ estão relacionados com as fases de eliminação e de 

equilíbrio da imuno-edição, enquanto que a diminuição dos níveis desta citocina é 

característica da fase de escape. Além disto, a secreção de IFN-γ é parte do padrão Th1 de 

resposta e este tipo de resposta parece favorecer a eliminação dos tumores, conforme descrito 

anteriormente. 

Além de avaliar a secreção das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α pelas células tumorais, 

e a expressão de IFN-γ nas amostras de tumor dos animais, também foram medidos os níveis 

das três primeiras citocinas no soro dos animais, mas não foi possível detectar nenhuma das 

citocinas pelos métodos empregados, em concordância com o observado nos ensaios in vitro. 

Juntos, estes resultados sugerem que as duas hipóteses propostas e que os mecanismos 

sugeridos nelas para tentar explicar o fenômeno observado in vivo contribuem de forma 

semelhante. Assim, como pode ser observado na Figura 39, as análises realizadas apontam 

que a ativação do receptor B1 tanto poderia aumentar a imunogenicidade das células Tm5, 

fazendo com que o sistema imunológico do hospedeiro consiga controlar o seu crescimento, 

quanto diminuir a sua agressividade, ou seja, com menor ritmo de crescimento, com menor 

motilidade e menor capacidade de invasão. Embora em um primeiro momento pareçam 

hipóteses independentes, estes dois eventos não são mutuamente excludentes, muito pelo 

contrário, possivelmente o aumento da imunogenicidade influencia na agressividade dos 

tumores e vice-versa. 

 



 

 
 

Figura 39: Esquema dos mecanismos envolvidos na perda de agressividade dos 

tumores formados a partir de células estimuladas com o agonista do receptor B1.  A) Tumor 

na fase de escape formado a partir de células da linhagem Tm5 controle (não estimuladas), no 



 

qual observa-se maior infiltrado inflamatório peri-tumoral, menor expressão de IL-6 e IFN-γ, 

maior expressão de TGF-β e conseqüente redução da expressão de E-caderina, maior ritmo 

proliferativo e maior capacidade de migração. B) Tumor na fase de eliminação ou equilíbrio, 

formado a partir de células da linhagem Tm5 estimuladas com DABK 1 µM por 24 h, no qual 

observa-se menor infiltrado inflamatório peri-tumoral, maior expressão de IL-6 e IFN-γ, 

menor expressão de TGF-β e maior expressão de E-caderina, menor ritmo proliferativo e 

menor capacidade de migração. DABK – desArg9-bradicinina. 

 

Todos estes resultados que são considerados interesantes e promissores levantaram a 

questão de que o efeito anti-tumoral do receptor B1 encontrado na linhagem Tm5 

possivelmente poderia ser visto também em outras linhagens celulares de melanoma. Por isto, 

foi realizado o mesmo ensaio in vivo, utilizando o mesmo desenho experimental, mas agora 

com células da linhagem de melanoma murino B16/F10. Observou-se que o estímulo de 

células B16/F10 com o agonista do receptor B1 não foi capaz de “re-programar” as células 

desta linhagem de forma semelhante ao que foi observado com as células da linhagem Tm5. 

Este resultado demonstra que muitas partes deste fenômeno ainda precisam ser 

caracterizadas. Em outras palavras, possivelmente as linhagens B16/F10 e Tm5 tenham um 

padrão de expressão de moléculas de superfície, citocinas, quimiocinas, dentre tantas outras 

moléculas, que justifiquem a diferença de comportamento entre as duas linhagens frente à 

“re-programação” induzida pela ativação do receptor B1. De fato, as duas linhagens têm 

características bem diferentes. Por exemplo, enquanto Tm5 é uma linhagem de tumor 

primário, ou seja, que sofreu uma diferenciação maligna da linhagem de melanócito Mela-a, 

por causa da imposição de uma pressão seletiva de sobrevivência sem adesão (Oba-Shinjo et 

al., 2006); a B16/F10 é uma linhagem de melanoma que sofreu 10 ciclos de seleção de 

metástase pulmonar, ou seja, é uma linhagem de melanoma metastática, mais agressiva 

(Fidler & Kripke, 1977). Neste caso, podemos cogitar a possibilidade de que a ativação do 

receptor B1 na linhagem B16/F10 apesar de conseguir inibir a migração celular e inibir o 

número de células “pioneiras”, não foi suficiente para impedir o estabelecimento dos tumores 

destas células tão agressivas in vivo. Sendo assim, futuras terapias anti-tumorais tendo como 

alvo o receptor B1 devem ser utilizadas contra alguns tipos de melanoma, especialmente 

aqueles em estágios iniciais ou de menor agressividade. 

Este resultado evidencia a importância de compreender a biologia multifatorial dos 

tumores, pois uma vez determinados os fatores que tornam uma determinada linhagem 

susceptível à perda da agressividade pela “re-programação” promovida via ativação do 



 

receptor B1, poderiam ser desenhadas estratégias que tenham como mecanismo de ação a 

ativação desse receptor.  

Embora não exista nenhum outro relato correlacionando a ativação do receptor B1 a 

um efeito protetor contra tumores, é interessante lembrar também de alguns resultados 

obtidos em trabalhos que avaliam o efeito de inibidores da ECA na progressão tumoral. Isto 

porque a ECA é o ponto central entre os sistemas renina-angiotensina e calicreínas-cininas e, 

sendo assim, qualquer interferência neste ponto central, induz alterações em ambos os 

sistemas. O fato é que muitos trabalhos em modelos animais, assim como relatos clínicos de 

pacientes hipertensos tratados com inibidores da ECA ou com outros tipos de anti-

hipertensivos mostramram que o bloqueio desta enzima exerce papel anti-tumoral (Lever et 

al., 1998; Williams et al., 2005).  

Por ser um ponto comum e central entre os dois sistemas, podemos dizer que a ECA 

teria dois “braços”: o braço do SRA e o braço do SCC e que a administração de inibidores 

desta enzima faz com que pare de ser formado a angiotensina II no braço SRA e com que 

pare a degradação da BK em metabólitos inativos no braço SCC. Neste panorama, e com 

base em trabalhos que demonstram que tanto o receptor AT1 do SRA (Fujita et al., 2002; 

Miyajima et al., 2002), quanto o receptor B2 do SCC (Ishihara et al., 2001; Ishihara et al., 

2002; Ikeda et al., 2004) possuem papel importante na progressão tumoral; foi proposto que o 

efeito anti-tumoral observado com a inibição da ECA seria mediado pela menor 

disponibilidade de angiotensina II e consequentemente menor ativação do receptor AT1 e não 

por mecanismos mediados pela maior disponibilidade de BK, até porque a sua ação já havia 

sido demonstrada como pró-tumoral (via receptor B2).  

No entanto, os resultados aqui apresentados sugerem que o braço SCC também pode 

contribuir para o efeito anti-tumoral da inibição da ECA, pois mostraram propriedades anti-

tumorais do receptor B1. Sendo assim, o aumento dos níveis de BK induzidos pela inibição 

desta enzima pode não necessariamente significar um aumento na ativação do receptor B2, 

mas sim servir de substrato para carboxi-peptidases que retirem a arginina terminal da BK, 

originando o ligante preferencial do receptor B1. Esta hipótese está amparada no trabalho de 

Zhang e colaboradores de 2008 (a), que mostra um mecanismo efetivo de desvio da 

sinalização via receptor B2 para o receptor B1.  

Além disto, Ignjatovic e colaboradores (2002) demonstraram de forma muito elegante 

que muitos inibidores da ECA conseguem interagir com o receptor B1 e ativá-lo diretamente 

e que esta ativação consegue mediar uma série de respostas características da ativação do 

receptor B1 após estímulo com os seus clássicos ligantes peptídicos (Ignjatovic et al., 2004; 

Stanisavljevic et al., 2006). Desta forma, o efeito anti-tumoral exercido pelos inibidores da 



 

ECA poderia também ser atribuído ao efeito da ativação do receptor B1, que neste caso pode 

ocorrer tanto pela maior disponibilidade do seu agonista endógeno, quanto pela sua ativação 

direta do receptor pelos inibidores da ECA. 

Embora este seja o primeiro relato mostrando a ativação do receptor B1 com efeitos 

anti-tumorais em alguns subtipos de melanoma, Schulze-Topphoff e colaboradores (2009) 

também mostraram que a ativação do receptor B1 tem efeito protetor em esclerose múltipla, 

uma doença inflamatória crônica. Considerando que o câncer apresenta também 

características de uma doença inflamatória e de acordo com os dados mostrados neste 

trabalho de que a ativação do receptor B1 inibe o desenvolvimento dos tumores in vivo e a 

migração das células tumorais in vitro, acreditamos que o receptor B1 poderia ser um alvo 

para o desenvolvimento de fármacos anti-tumorais, ou mesmo para uma nova utilização de 

fármacos amplamente utilizados, como é o caso dos anti-hipertensivos inibidores da ECA. 

Certamente mais pesquisas são necessárias para elucidar os mecanismos por trás deste efeito 

protetor, bem como identificar outros tipos de melanoma que seriam suceptiveis a esta 

estratégia terapêutica. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. Conclusões 



 

 

Conclui-se que o sistema calicreínas-cininas, através do receptor B1, exerce um 

importante papel na progressão de tumores de pele do tipo melanoma e que a ativação deste 

receptor tem efeito anti-tumoral sobre a linhagem de melanoma Tm5, diminuindo a 

agressividade destas células através da inibição da migração celular, redução na incidência e 

crescimento tumoral e, consequentemente, aumentando a sobrevida dos animais. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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