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RESUMO 

 

Inúmeros estudos demonstram que a inflamação em indivíduos obesos está 

fortemente associada com um maior risco de desenvolvimento e progressão 

tumoral. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma das citocinas 

responsáveis pela iniciação e progressão de tumores, como também a amiloide 

sérica A (SAA), proteína produzida pelo fígado e pelo tecido adiposo em 

condições de inflamação. Além disso, ligantes do receptor de fator de 

crescimento epidermal (EGFR), como o EGF, demonstraram efeitos no 

favorecimento da proliferação celular e metástase. Neste sentido, analisamos se 

o soro de pacientes obesos e meio de cultura suplementado com citocinas 

poderiam criar um microambiente favorável ao crescimento tumoral com 

células de melanoma, além de verificar alterações na expressão gênica 

relacionada à progressão tumoral (B-RAF e N-RAS). Realizamos o ensaio 

clonogênico, o ensaio de migração 2D e ciclo celular em três linhagens de 

melanoma, SK-mel-19, SK-mel-28 e SK-mel-147. Uma delas, a SK-mel-28, 

demonstrou uma resposta mais intensa em relação à migração e capacidade 

clonogênica quando tratada com TNF-α e EGF. Deste modo, as células com 

mutação em B-RAF (SK-mel-28) foram tratadas com soro de 10 pacientes com 

IMC acima de 30 kg/m
2
, e 6 indivíduos com IMC abaixo de 25kg/m

2
, TNF-α 

(25 e 50 pg/mL), EGF (100 ng/mL), IL-1β (10 pg/mL), IL-6 (10 pg/mL), MCP-

1 (25 pg/mL) e SAA (75 ng/mL) a fim de avaliar os efeitos de componentes 

inflamatórios na migração pelo ensaio de migração 2D, e na expressão de B-

RAF e N-RAS por PCR em tempo real. Também analisamos estes tratamentos 

na co-cultura de SK-mel-28 e mononucleares isolados do sangue periférico 

(PBMC). Foi observado um aumento na capacidade migratória das células de 

melanoma quando tratadas com soro dos obesos, rico em SAA (soros com 

concentração de SAA 50 vezes maior do valor de referência), além do 

tratamento com TNF-α. O soro dos obesos aumentou a expressão de N-RAS nas 

células de melanoma, fato também observado após tratamento com IL-6. As 

citocinas IL-1β e IL-6 ampliaram a expressão de B-RAF. No ensaio 

clonogênico, os tratamentos com EGF e TNF-α aumentaram a capacidade 

clonogênica. Além disso, na co-cultura de melanoma com mononucleares, as 

células foram capazes de liberar citocinas no sobrenadante após tratamento com 

proteínas inflamatórias. Os resultados demonstraram uma associação entre as 

citocinas envolvidas em situação de obesidade (TNF-α, EGF, IL-1β, IL-6, 

MCP-1 e SAA) e progressão tumoral, e sugerem que as citocinas pró-

inflamatórias podem servir como alvo secundário no tratamento do melanoma. 

É necessário um aperfeiçoamento no entendimento dos efeitos das citocinas nas 

células de melanoma a fim de desenvolver novas abordagens terapêuticas para o 

tratamento do câncer. 

 

Palavras-chave: Melanoma; Inflamação; Obesidade; Citocinas.   
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IN VITRO STUDIES OF TUMOR MICROENVIRONMENT 

MODULATION: A RELATIONSHIP BETWEEN INFLAMMATION, 

MELANOMA AND OBESITY 

 

ABSTRACT 

 

It has been shown that low-grade inflammation on obese patients is strongly 

associated with an increased risk of cancer development and tumor progression. 

Tumor necrosis factor-α (TNF-α) is one of the cytokines that are responsible for 

both initiation and progression of tumors, as well as serum amyloid A (SAA), a 

cytokine produced by both liver and adipose tissue in inflammatory conditions. 

In addition, epidermal growth factor receptor (EGFR) ligands, such as EGF, 

have also demonstrated effect on fostering cell proliferation, tumor resistance 

and metastasis. Therefore, we examined whether serum from obese patients and 

cytokine-supplemented medium could create a growth-enhancing 

microenvironment in melanoma cells and gene expression alterations regarding 

tumor progression in melanoma (B-RAF and N-RAS). We performed 

clonogenic assay, scratch assay and cell cycle analysis in three different 

melanoma cell lines. One of them (SK-mel-28) demonstrated a major 

improvement regarding migration and clonogenicity when treated with TNF-α 

and EGF. Therefore, B-RAF mutated melanoma cells (SK-mel-28) were treated 

with serum from 10 patients with BMI > 30 kg/m
2
, and 6 individuals with BMI 

< 25 kg/m
2
, TNF-α (25 and 50 pg/mL), EGF (100 ng/mL), IL-1β (10 pg/mL), 

IL-6 (10 pg/mL), MCP-1 (25 pg/mL) and SAA (75 ng/mL) in order to evaluate 

the effect of these cytokines on 2D cell migration, along with B-RAF and N-

RAS gene expression by real-time PCR. We also analyzed these treatments in 

co-culture of SK-mel-28 and peripheral blood mononuclear cells (PBMC). An 

improve in melanoma cell migration was observed on cells treated with SAA-

rich serum of obese patients (sera with a 50-fold increment of SAA above 

reference value), along with TNF-α–treated cells. Likewise, SAA-rich serum 

increased N-RAS gene expression in melanoma cells, fact observed with 

treatment with IL-6 as well. Cytokines such as IL-1β and IL-6 increased the 

expression of B-RAF. In clonogenic assay, treatment with EGF increased the 

colony-forming potential, as well as TNF-α.  Furthermore, when in co-culture of 

melanoma with PBMC, cells were able to release cytokines in supernatant after 

treatment with inflammatory proteins. The results demonstrated an association 

between cytokines involved in obesity (TNF-α, EGF, IL-1β, IL-6, MCP-1 and 

SAA) and tumor progression, moreover, these cytokines may be target for 

melanoma treatment. The improvement in the understanding of the effects of 

cytokines in tumor cells is important in order to pave the way for new 

therapeutic approaches for cancer treatment. 

 
Keywords: Melanoma; Inflammation; Obesity; Cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer representa uma das principais causas de morte em todo 

o mundo e é responsável por aproximadamente 8,2 milhões de mortes 

por ano. Estima-se um aumento de 70 % de novos casos de câncer no 

mundo nas próximas duas décadas (WHO, 2015a). De acordo com a 

estimativa do Instituto Nacional do Câncer (2016), o Brasil registrará 

aproximadamente 596 mil casos de câncer no ano de 2016, sendo 

295.200 entre os homens e 300.870 entre as mulheres. Se medidas 

efetivas não forem tomadas, haverá 26 milhões de casos novos e 17 

milhões de mortes por ano no mundo em 2030 (INCA, 2016a). 

 O câncer é um termo que abrange um amplo grupo de doenças 

capazes de afetar qualquer parte do corpo. As principais características 

do câncer estão relacionadas à exacerbada proliferação celular e perda 

da capacidade destas células em contornar erros no material genético 

durante esta proliferação (HANAHAN; WEINBERG, 2011; INCA, 

2016a). A sua detecção em estágios iniciais, diagnóstico correto e 

tratamento efetivo, incluindo medicamentos paliativos, aumentam a taxa 

de sobrevivência dos indivíduos com câncer e melhoram o prognóstico 

para esta doença (WHO, 2015a). 

As células tumorais apresentam algumas alterações, entre elas 

estão a capacidade de inativação de supressores de crescimento celular, 

resistência à apoptose, imortalização, indução de angiogênese, incluindo 

mecanismos de invasão e metástase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

Dentre os diversos tipos de câncer,  o que apresenta maior 

incidência é o câncer de pele. Este é classificado em carcinoma 

basocelular, carcinoma de células escamosas e melanoma. Apesar de 

corresponder a apenas 4 % de todos os casos de câncer de pele, o 

melanoma é a doença que representa a maior taxa de mortalidade, 

portanto é considerado o mais agressivo. Indivíduos caucasianos 

apresentam cerca de 20 vezes mais chances de desenvolver 

melanoma do que indivíduos afrodescendentes (LINARES; 

ZAKARIA; NIZRAN, 2015; WHO, 2015b).  
Embora existam vários fatores de risco para o desenvolvimento 

do melanoma, como histórico familiar, tipo de pele, presença de nevos, 

idade, etnia e profissão; a exposição à radiação ultravioleta (UV) 

continua sendo o principal fator, podendo causar alterações no DNA 

devido ao fato de ser um potente carcinógeno (CUMMINS et al., 2006; 

PARAISO et al., 2012). 

Além destes fatores de risco, estudos recentes comprovam a 

associação entre inflamação e diferentes estágios de desenvolvimento 
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tumoral, incluindo progressão, invasão e metástase (FAN et al., 2013; 

MARU; GANDHI; RAMCHANDANI, 2014). Em relação ao câncer de 

pele, existem duas vias que fazem esta conexão: a intrínseca e a 

extrínseca. A via intrínseca envolve a ativação de oncogenes, como N-

RAS e B-RAF, além da inativação de genes supressores tumorais, como 

o p53 (HOCKER; SINGH; TSAO, 2008; MADAN; LEAR; SZEIMIES, 

2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Em contraste, a via extrínseca 

representa a inflamação provocada por infiltrado leucocitário e a 

presença de mediadores inflamatórios, incluindo fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), 

aumentando o risco de desenvolvimento de células tumorais 

(MANTOVANI et al., 2008). 

Algumas citocinas inflamatórias apresentam papel crucial na 

progressão do câncer. Elas são capazes de controlar o processo 

inflamatório a fim de iniciar a atividade imune antitumoral (IL-12, TNF 

ligado ao receptor pró-apoptótico), ou favorecer a progressão tumoral 

(IL-6, IL-17 e IL-23), além de apresentarem efeitos diretos sobre o 

crescimento e sobrevivência de células tumorais de melanoma (EGF, IL-

6, TNF-α) (HAGHNEGAHDAR et al., 2000). 

O TNF-α apresenta funções antitumorais e pró-tumorais 

(BERTAZZA; MOCELLIN, 2010) por ativar diversas cascatas de 

sinalização, como NF-κB, MAPK e caspase 8 (HORSSEN; HAGEN; 

EGGERMONT, 2006). Esta citocina, que pode ser secretada por 

macrófagos e células tumorais (ANDERSON; NAKADA; DEWITTE, 

2004), desempenha importante função nos estágios iniciais da 

carcinogênese, como angiogênese, invasão e proliferação 

(SZLOSAREK; CHARLES; BALKWILL, 2006). A IL-6 é capaz de 

induzir fatores inflamatórios e de angiogênese, como interleucina 8 (IL-

8), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator quimiotático 

de macrófagos 1 (MCP-1), favorecendo além da migração e invasão das  

células tumorais, a progressão de células benignas para malignas 

(LEDERLE et al., 2011; MARU; GANDHI; RAMCHANDANI, 2014). 

A IL-1 é outra importante citocina e pode ser secretada por monócitos e 

macrófagos, levando a uma situação de inflamação aguda (APTE et al., 
2006). Esta citocina está relacionada à contribuição da proliferação de 

células tumorais (RUNDHAUG; FISCHER, 2010). 

O microambiente tumoral é, portanto, composto por uma vasta 

quantidade de citocinas, fibroblastos, além de células do sistema imune, 

principalmente macrófagos (MANTOVANI et al., 2002; SOLINAS et 

al., 2009). Os macrófagos associados ao tumor (MAT) podem 

representar mais de 50 % da massa tumoral, e são polarizados a M2 
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(alternativamente ativados). Estes macrófagos apresentam funções pró-

tumorais, por exemplo, favorecer a sobrevivência de células malignas, 

aumentar sua proliferação e disseminação (MANTOVANI; SICA ; 

LOCATI, 2005; SICA et al., 2006). 

Estudos comprovam que células tumorais, quando na presença 

de tecido adiposo, tornam-se mais agressivas, proliferando-se mais 

rapidamente (ZHANG et al., 2009). O tecido adiposo branco, composto 

por adipócitos, pré-adipócitos, macrófagos, fibroblastos e leucócitos, é 

caracterizado pela produção e liberação de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e MCP-1 (FONTANA et al., 2007; 

WOZNIAK et al., 2009). De acordo com Fontana e colaboradores 

(2007), a liberação de citocinas pelo tecido adiposo branco (também 

chamadas de adipocinas) torna-se de extrema importância na relação 

entre obesidade e inflamação.  

Devido à forte relação entre inflamação, câncer e obesidade, 

este trabalho visa estabelecer uma conexão com o melanoma, 

vinculando-o com o microambiente inflamatório e citocinas presentes no 

tecido adiposo em situação de obesidade.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. MELANOMA MALIGNO 

O câncer de pele é o tipo de câncer mais frequente no Brasil, 

sendo responsável por 25 % de todos os tumores malignos registrados 

no país. Segundo o INCA (2016b), estima-se o surgimento de 80.850 

novos casos de câncer de pele não melanoma em homens no Brasil, e de 

94.910 em mulheres no próximo ano. Este tipo de câncer de pele é o 

mais incidente em homens nas regiões Sul, Centro-Oeste e Sudeste do 

país. Em mulheres é o mais frequente nas regiões Sudeste, Centro-

Oeste, Sul e Nordeste. Em relação ao melanoma que apresenta elevada 

letalidade, a incidência é baixa, correspondendo a 4 % de todos os casos 

de câncer de pele. A maior incidência ocorre na região Sul. 

 Portanto, a maioria dos casos de câncer de pele corresponde ao 

surgimento de câncer do tipo não-melanoma, os quais são originados a 

partir de células epiteliais queratinizadas (LEITER; GARBE, 2008). 

Entre eles, podem-se citar o carcinoma de células basais (CCB) e o 

carcinoma de células escamosas (CCE) (Figura 1) (GALLAGHER et al., 

1995; FECHER; SHARFMAN, 2015). O CCB origina-se na camada 

basal da epiderme (Figura 2) e é causado por mutações induzidas por 

radiação ultravioleta, deste modo surge, principalmente, em áreas mais 

expostas ao sol. Este tipo de câncer apresenta um desenvolvimento lento 

que raramente provoca metástase (AHMED et al., 2008; LINARES; 

ZAKARIA; NIZRAN, 2015).  

Figura 1. Câncer de pele não melanoma. 

  
(A) Câncer de células basais; (B) Câncer de células escamosas.  

Fonte: <www.cancer.org/cancer/skincancer/galleries/skin-cancer-

images#13>  

 

O CCE surge da proliferação descontrolada de queratinócitos da 

epiderme (Figura 2), e também é provocado principalmente por radiação 

A B 
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ultravioleta. Além disso, o risco de desenvolvimento deste câncer pode 

aumentar com radioterapia, especialmente em indivíduos susceptíveis à 

queimadura solar (AHMED et al., 2008; LINARES; ZAKARIA; 

NIZRAN, 2015). 

Figura 2. Camadas da pele. 

 
Fonte: Adaptado de <www.cancer.gov/types/skin/patient/melanoma-

treatment-pdq> 

Já o melanoma cutâneo é um tipo de câncer de pele que tem 

origem nas células produtoras de melanina (melanócitos) e tem 

predominância em indivíduos de pele clara (INCA, 2016c). O melanoma 

pode ocorrer em qualquer tecido que contenha melanócitos, tais como 

mucosa oral, nasofaringe, seios paranasais, trato urinário, sistema 

nervoso central, entre outros sistemas (GRAY-SCHOPFER; 

WELLBROCK; MARAIS, 2007). Felizmente, a maioria dos melanomas 

surge sobre a superfície da pele facilitando assim a sua detecção 

(CUMMINS et al., 2006). 

A Figura 3 ilustra as características dos nevos de melanoma, os 

quais podem ser identificados a partir do método ABCD, levando em 

consideração a assimetria, borda não delimitada, cor desigual (variando 

do marrom, vermelho ao rosa), e diâmetro maior ou igual a 5 

milímetros.  

 

 

http://www.cancer.gov/
http://www.cancer.gov/types/skin/patient/melanoma-treatment-pdq
http://www.cancer.gov/types/skin/patient/melanoma-treatment-pdq
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Figura 3. Câncer de pele do tipo melanoma 

 

 
Fonte: Melanoma Education Foundation (2016) 

 

Como já citado, os fatores de risco para o surgimento do 

melanoma incluem fatores demográficos (cor da pele, presença de nevos 

pelo corpo, gênero e idade), fatores genéticos (histórico familiar), e 

fatores ambientais, os quais envolvem presença de imunossupressão, 

obesidade e o principal fator de risco, a exposição à radiação UV 

(GANDINI; AUTIER; BONIOL, 2011; AZOURY; LANGE, 2014). 

Existem quatro subtipos de melanoma: o melanoma letiginoso 

acral, é o tipo mais raro, de 5 a 10 % dos casos de melanoma, e surge 

mais frequentemente em extremidades do corpo, como nos pés e na 

palma das mãos, portanto não é associado à exposição UV. O melanoma 

lentigo maligno, o qual surge principalmente em indivíduos de idade 

avançada e em áreas do corpo que sofreram exposição solar crônica. É 

responsável por 5 a 15 % dos casos. O nodular, considerado agressivo 

por não possuir uma fase de crescimento radial prévio, e é o segundo 

tipo mais comum de melanoma, responsável por 15 a 35 % dos casos 

desta doença. E o melanoma de crescimento superficial, corresponde ao 

tipo mais frequente (de 50 a 75 %) e pode ocorrer em indivíduos de 

qualquer idade (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; 

BANDARCHI et al., 2010). 
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O melanoma apresenta três fases clínicas e histomorfopatológicas 

de desenvolvimento tumoral (GUERRY et al., 1993; ZAIDI, DAY E  

MERLINO, 2008): 

(1) Melanoma maligno confinado à epiderme (melanoma in 

situ), também chamado de melanoma de crescimento radial 

(MCR) (figura 4); 

(2) Melanoma de crescimento radial microinvasivo (MCRM), o 

qual apresenta células malignas na superfície da derme; 

(3) Melanoma de crescimento vertical (MCV) (figura 4), que 

representa a fase invasiva do câncer.  

 

Figura 4. Progressão do melanoma 

 
A ilustração demonstra a progressão do melanoma humano. A 

proliferação anormal de melanócitos, possivelmente provocada em resposta à 

radiação UV, resulta na formação de nevos benignos. A fase de crescimento 

radial (MCR) exibe a habilidade dos melanócitos em relação à proliferação 

intraepidérmica, seguida de invasão na derme (MCV), culminando em 

metástase. 

Fonte: Adaptado de ZAIDI; DAY; MERLINO (2008) 

Quando detectado precocemente, o melanoma maligno apresenta 

altos percentuais de cura; entretanto, estágios avançados desta doença 

além de dificultar a cura, proporcionam um mau prognóstico (INCA, 

2016).  

O melanoma apresenta mecanismos complexos de 

patogenicidade, os quais são consequência de alterações genéticas 

específicas relacionadas à proliferação, diferenciação e sobrevivência 
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celular (CURTIN et al., 2005). Um dos mecanismos mais estudados em 

relação ao melanoma é a cascata da proteína cinase ativada por 

mitógeno (MAPK) que é responsável por mediar a resposta celular a 

estímulos extracelulares quanto ao crescimento, sobrevivência e 

proliferação das células de melanoma (PALMIERI et al., 2015). 

 

2.1.1. Cascata das MAPK – Proteína cinase ativada por mitógeno 
A transdução de sinais permite que as células percebam 

alterações no microambiente em que se encontram e respondam a estes 

sinais de forma apropriada. Como citado anteriormente, a cascata das 

MAPK está entre os sistemas de transdução de sinais mais estudados e é 

responsável por participar de uma grande variedade de respostas 

celulares, incluindo diferenciação, divisão e morte celular. Nos últimos 

anos, muitas terapias para o tratamento do melanoma obtiveram sucesso 

ao direcionarem o alvo na cascata das MAPK, a qual é um regulador 

crítico na proliferação e sobrevivência celular, além de facilitar a 

migração e angiogênese de células malignas (SCHAEFFER; WEBER, 

1999; TRAN et al., 2001; DHILLON et al., 2007; KEE; MCARTHUR, 

2014). 

A cascata das MAPK é composta por módulos que incluem a 

cinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (ERK 1/2), a qual regula 

preferencialmente o crescimento e a diferenciação celular; assim como a 

cinase Jun amino terminal (JNK) e p38 MAPK, que atuam 

principalmente em resposta a estresse como inflamação e apoptose 

celular (SCHAEFFER E WEBER, 1999; SUN et al., 2016). Esta via de 

sinalização é ativada por diversos estímulos extra e intracelulares, 

incluindo fatores de crescimento, citocinas e hormônios que levam à 

fosforilação da MAPK pela proteína cinase cinase ativada por mitógeno 

(MAP2K), a qual é ativada pela proteína cinase cinase cinase ativada 

por mitógeno (MAP3K), ativando, assim, as proteínas RAS, RAF, MEK 

e ERK (SCHAEFFER; WEBER, 1999). 

Alterações na cascata RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK vêm sendo 

reportadas em aproximadamente 25 % de diversos tipos de câncer 

(CASTELLANO; DOWNWARD, 2011). A maioria dos tipos de 

melanoma apresenta uma característica em comum, a ativação desta 

cascata de sinalização a qual acontece em 80 % dos casos (HAYDN et 

al., 2014). Destes, aproximadamente 60 % apresentam mutações no 

oncogene B-RAF e 20 % em N-RAS (RIBAS; FLAHERTY, 2011). 
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Figura 5. Cascata das MAPK 
 

 
Fonte: Adaptado de SHI; OLNEY; KLOXIN (2016) 

 

 A família das GTPases (enzimas capazes de hidrolisar o GTP 

[guanosina trifosfato]) RAS é composta por H-RAS, N-RAS e K-RAS; 

e a RAF é composta por A-RAF, B-RAF e C-RAF, sendo que as 

mutações mais frequentes, como já citado, ocorrem em N-RAS e B-RAF 

(CASTELLANO; DOWNWARD, 2011). O ponto mais comum de 

sofrer mutação em B-RAF acontece no códon 600, que ocasiona 

substituição do aminoácido valina por acido glutâmico, denominada 

mutação V600E (LEE; CHOI; KIM, 2011). Já em N-RAS, a mutação 

ocasionada no códon 61 gera substituição de glutamina por arginina, 

denominada de mutação Q61R (GORDEN et al., 2003; LEE; CHOI;  

KIM, 2011). 

A mutação V600E de B-RAF demonstrou, in vitro, uma atividade 

aproximadamente 500 vezes maior do que B-RAF não mutada em 

relação à fosforilação da cascata das MAPK (WAN et al., 2004). Em 
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nível celular, esta mutação promove proliferação e transformação de 

melanócitos em células de melanoma (GARNETT; MARAIS, 2004). 
 

2.2. MICROAMBIENTE TUMORAL E MACRÓFAGOS 

ASSOCIADOS AO TUMOR 

Há muito tempo o câncer tem sido considerado como uma doença 

que consiste da alteração na capacidade de proliferação, invasão e 

sobrevivência de uma única célula mutada. Portanto, terapias 

antitumorais concentraram-se no tratamento apenas destas células. 

Entretanto, nas últimas décadas, evidências demonstram que para que se 

obtenha um tratamento mais eficaz contra o câncer, é necessário 

considerar esta doença como um sistema complexo envolvendo 

diferentes tipos celulares e proteínas inflamatórias que compõem o 

tecido tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000; LORUSSO; RÜEGG, 

2008). 

Em outras palavras, os tumores sólidos são mais que apenas uma 

massa de células cancerígenas que apresentam alta taxa de proliferação; 

estes tumores são tecidos complexos compostos por múltiplos tipos 

celulares que facilitam a interação entre as células do tumor. A este 

tecido, dá-se o nome de estroma associado ao tumor, o qual participa 

ativamente na carcinogênese, promovendo aumento da capacidade 

proliferativa das células, além de evadir os mecanismos supressores 

tumorais (HANAHAN; WEINBERG, 2011).   

O microambiente tumoral é basicamente composto por células 

endoteliais e suas precursoras, fibroblastos, fibroblastos associados ao 

tumor, miofibroblastos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastócitos, 

linfócitos T e B, células natural killer, células dendríticas e células 

apresentadoras de antígenos, como macrófagos, e citocinas pró-

inflamatórias. Este microambiente é caracterizado por falta de 

nutrientes, mediadores inflamatórios e pH baixo. Isto faz com que se 

crie uma pressão atraindo células capazes de manter a proliferação das 

células tumorais e protegê-las de sofrerem apoptose (BEDOGNI et al., 

2008), ou seja, participam ativamente da inflamação crônica local, 

facilitando o desenvolvimento de células tumorais (COUSSENS; 

WERB, 2002).  

Os macrófagos representam a defesa inata primária do organismo 

e participam de funções importantes como a ativação de linfócitos ao 

apresentar antígenos. Além disso, são responsáveis pela produção de 

citocinas e eliminação de patógenos. Mas, devido a sua heterogeneidade, 

os macrófagos podem desempenhar funções supressoras 

(RUTHERFORD; WITSELL; SCHOOK, 1993). 
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Embora a ação do sistema imunológico seja destruir células 

mutadas, a presença de infiltrados de mononucleares pode facilitar a 

progressão do tumor (GALDIERO, 2013). Sabe-se que os macrófagos 

apresentam alta capacidade de receber estímulos distintos do 

microambiente em que se encontram, podendo apresentar diferentes 

fenótipos. Macrófagos podem resultar em dois tipos opostos (figura 6), 

macrófagos M1 e M2 (COOK; HAGEMANN, 2013). Os macrófagos 

M1 surgem do estímulo de citocinas liberadas por Th1 (Linfócitos T 

helper 1), por exemplo, o intérferon α (IFN-α). Esta população de 

macrófagos apresenta funções clássicas do sistema imune, combatendo 

microrganismos e células tumorais. São capazes de liberar citocinas 

inflamatórias, como IL-1β, TNF-α, IL-12 e IL-6, além de alta 

capacidade de apresentação de antígenos (MANTOVANI et al., 2013). 

Já os macrófagos do tipo M2 são estimulados por glicocorticoides, fator 

de crescimento transformador β (TGF-β), interleucina 4 (IL-4), 

interleucina 13 (IL-13) e principalmente por interleucina 10 (IL-10), e 

são caracterizados por suprimir a ação da imunidade adaptativa mediada 

por Th1, participando, assim, de processos de inflamação, proteção 

contra parasitas, remodelamento tecidual e angiogênese (GORDON; 

TAYLOR, 2005; BISWAS; MANTOVANI, 2010).  

Os macrófagos associados ao tumor (MAT) são polarizados a 

M2, e são o componente principal do infiltrado inflamatório em muitos 

tumores, além de serem responsáveis pela produção de inúmeros 

mediadores inflamatórios (quimiocinas) tornando-se de extrema 

importância na manutenção do processo inflamatório crônico no local 

do tumor (MANTOVANI et al., 1992; MANTOVANI et al., 2006). 

Alguns estudos com modelos de carcinoma murino demonstraram 

claramente que os MAT são capazes de regular o remodelamento 

vascular tumoral. Para isto, os MAT produzem VEGF-A e sua 

superexpressão reverte parcialmente os efeitos da depleção de 

macrófagos (diminuição da angiogênese e da progressão de células 

tumorais) (LIN et al., 2007). Além disso, em alguns modelos tumorais, a 

produção de metaloproteinase 9 (MMP-9) por MAT facilita a ação de 

VEGF-A, originando uma via alternativa mas ainda dependente de 

VEGF na promoção da angiogênese (GIRAUDO; INOUE; HANAHAN, 

2004). 

Estudos epidemiológicos evidenciam que tumores com infiltrados 

de MAT estão relacionados com um pior prognóstico em vários tipos 

diferentes de câncer, podendo antagonizar a eficácia da quimioterapia 

antitumoral (dependendo do tipo de tratamento e modelo tumoral) 

(BINGLE et al., 2002; DE PALMA; LEWIS, 2013).  
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Figura 6. Polarização de macrófagos 
 

 
Fonte: Adaptado de MOSSER; EDWARDS (2008) 
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Figura 7. Microambiente tumoral 

 
Funções pró-tumorais dos macrófagos M2. CCL2 (ou MCP-1), M-CSF e 

VEGF recrutam monócitos do sangue para o local do tumor, onde sofrerão 

polarização a M2. Os macrófagos associados ao tumor induzem angiogênese 

através da liberação de VEGF, FGF e quimiocinas. Além disso, degradam e 

remodelam a matriz extracelular pela ativação de MMP.  

(M-CSF: fator estimulante de colônias de macrófagos; CCL2 (MCP-1): fator 

quimiotático de macrófagos; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; 

FGF: fator de crescimento de fibroblastos; TGF: fator de crescimento 

transformador; MMP: metaloproteinases; EGF: fator de crescimento epidermal; 

TADC: células dendríticas associadas ao tumor; PDGF: fator de crescimento 

derivado de plaquetas). 

Fonte: Adaptado de SICA; ALLAVENA; MANTOVANI (2008) 

 

2.2.1. Inflamação e melanoma 

Em situação de homeostase, as células imunes são responsáveis 

por manter a integridade dos tecidos e órgãos. Ao surgir alguma lesão, 

por exemplo, infecção por patógenos ou trauma físico, os leucócitos 
residentes limitam o dano enquanto ativam programas reparadores 

teciduais (ativação de fibroblastos e contração de vasos sanguíneos para 

ressintetizar a matriz tecidual; angiogênese; recrutamento de leucócitos 

do sangue periférico a fim de remover células defeituosas e debris); 

MAT 
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seguido da resolução do dano, na qual o tecido volta à homeostase 

(SHIAO et al., 2011). 

Lesões cutâneas iniciam uma cascata de eventos incluindo 

inflamação e remodelamento tecidual que levam à reparação da lesão. A 

resposta inflamatória ocorre em três estágios: dilatação dos capilares 

para aumentar o fluxo sanguíneo local; alterações estruturais 

microvasculares a fim de extravasar proteínas da circulação sanguínea 

para o local da inflamação; e transmigração leucocitária através do 

endotélio vascular, acumulando-se no local do dano. Além de funções 

de defesa do hospedeiro, células inflamatórias atuam como fonte 

importante na liberação de citocinas (como IL-1 e TNF-α) e fatores de 

crescimento, que são necessários para o recrutamento celular, ativação e 

proliferação (NICKOLOFF; BEN-NERIAH; PIKARSKY, 2005). 

 Os mecanismos pelos quais a inflamação crônica torna-se um 

fator importante no surgimento de células tumorais incluem indução de 

instabilidade genômica, alterações em eventos epigenéticos e 

subsequente expressão gênica inapropriada, aumento de proliferação 

celular, resistência à apoptose, potencial de replicação celular ilimitado, 

angiogênese, invasão tecidual e metástase (COLOTTA et al., 2009; 

LANDSKRON et al., 2014). 

A associação entre o desenvolvimento tumoral e inflamação já 

vem sendo estudada desde 1863, quando Rudolf Virchow notou a 

presença de leucócitos em tecidos neoplásicos, sugerindo a origem de 

células tumorais em locais de inflamação crônica (BALKWILL; 

MANTOVANI, 2001). 

Estudos recentes demonstram que a inflamação é um componente 

crítico na progressão tumoral, sendo considerada um pré-requisito e não 

uma consequência do desenvolvimento do câncer (FAN et al., 2013; 

MARU; GANDHI; RAMCHANDANI, 2014) Muitos tipos de câncer 

surgem em locais de infecção, irritação crônica e inflamação 

(COUSSENS; WERB, 2002; BALKWILL; COUSSENS, 2004; DEL 

PRETE et al., 2011). 

Estima-se que infecções e respostas inflamatórias estejam 

relacionadas a 15-20 % de todas as mortes causadas por câncer no 

mundo (LU, 2006; PARKIN, 2006; MANTOVANI et al., 2008). Muitas 

condições clínicas como lúpus eritematoso discoide, epidermólise 

bolhosa distrófica e locais com feridas crônicas estão associadas com 

inflamação cutânea e podem predispor o indivíduo a um aumento na 

susceptibilidade de desenvolver câncer de pele (NICKOLOFF; BEN-

NERIAH; PIKARSKY, 2005). 
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Existem duas vias que conectam inflamação com câncer: a via 

intrínseca e a extrínseca. A primeira é ativada por eventos genéticos que 

causam neoplasia, incluindo a ativação de oncogenes (H-RAS, N-RAS, 

B-RAF) por mutação, rearranjo cromossomal ou amplificação, e 

inativação de genes supressores tumorais (p53, p16/INKA4 [inibidor 

dependente de ciclina 2A]) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As 

células transformadas desta maneira produzem mediadores inflamatórios 

responsáveis por gerar um microambiente inflamatório em tumores. 

Além disso, há outros mediadores frequentemente observados em câncer 

de pele, como as proteínas patched 1 e 2 (PTCH1, PTCH2), proteína 

sonic hedgehog (Shh), cinase dependente de ciclina 4 e 6 (CDK4, 

CDK6), receptor de melanocortina 1 (MC1R), citocromo p450 (CYP), 

Ras, e proteína tumoral 53 (TP53). Os genes envolvidos no surgimento 

de câncer de pele induzido por radiação UV incluem o gene supressor 

tumoral p53, PTCH e oncogenes Ras (HOCKER; SINGH; TSAO, 2008; 

MADAN; LEAR; SZEIMIES, 2010). 

Em contraste, a via extrínseca representa a ação de leucócitos e 

mediadores inflamatórios, radiação UV, lesão tecidual e estresse 

oxidativo que levam a condições que predispõem o surgimento do 

câncer. As duas vias em conjunto resultam na ativação de fatores de 

transcrição, principalmente fator de transcrição nuclear kappa B (NF-

κB), fator de transcrição e ativação 3 (STAT3) e fator indutor de hipóxia 

1 alpha (HIF-1α) em células tumorais. Estes fatores coordenam a 

produção de mediadores pró-inflamatórios incluindo TNF-α, IL-1 e IL-

6, fator quimiotático de macrófagos 1 (MCP-1) também chamado de 

CCL-2, e também a produção de ciclooxigenase 2 (COX-2) a qual 

resulta na produção de prostaglandinas (PG) (MANTOVANI et al., 

2008; DEL PRETE et al., 2011). 

Citocinas pró-inflamatórias, importantes mediadores da 

inflamação, apresentam papéis distintos no desenvolvimento do câncer 

de pele juntamente com óxido nítrico (NO) agindo como mensageiros 

celulares e auxiliando na ativação de NF-κB (KUNDU; SURH, 2008). O 

NF-κB e STAT3 são os mais importantes fatores de transcrição das vias 

inflamatórias e apresentam funções fundamentais na carcinogênese por 

estarem constitutivamente ativados na maioria dos cânceres, incluindo 

melanoma. Além disso, a maioria dos genes ligados à inflamação, 

sobrevivência, proliferação, invasão, angiogênese e metástase é regulada 

por estes dois fatores de transcrição (AGGARWAL; 

VIJAYALEKSHMI; SUNG, 2009). 

Muitos estímulos podem induzir a ativação de NF-κB, como o 

TNF-α, IL-1β, LPS, radiação UV, espécies reativas de oxigênio (ROS) e 
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alguns microrganismos relacionados à pele, como Borrelia burgdorferi, 

Neisseria gonorrheae, Staphylococcus aureu e, herpes simplex vírus 

(HSV) (BELL et al., 2003; PAHL, 1999). Diversos genes dependentes 

de NF-κB presentes na pele são essenciais para a iniciação da 

inflamação cutânea, incluindo genes de diferentes citocinas, molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesão vascular 1 

(VCAM-1). Este fator de transcrição também regula enzimas pró-

inflamatórias, como óxido nítrico sintase (iNOS) e COX-2, que estão 

envolvidas na inflamação crônica da pele e posteriormente na 

carcinogênese de células cutâneas. Adicionalmente, NF-κB controla a 

expressão de genes relacionados à inibição da apoptose (Bcl-2), 

proliferação (ciclinas), invasão, angiogênese e metástase (MMP, 

VEGF). Baseado nisto, este fator de transcrição é fortemente associado 

ao processo de carcinogênese (PRASAD; RAVINDRAN; 

AGGARWAL, 2010; ZHU et al.,  2011).  

As proteínas STAT são ativadas por sinais extracelulares, fatores 

de crescimento como fator de crescimento epidermal (EGF), e citocinas, 

como IL-6. Estas proteínas regulam a expressão de genes mediadores de 

sobrevivência celular (Bcl-xl), proliferação (c-fos, c-myc), invasão 

(MMP-2) e angiogênese (VEGF) (AGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; 

SUNG, 2009). A manutenção da ativação de NF-κB em tumores requer 

a ação de STAT3 a qual está constitutivamente ativada tanto em tumores 

quanto em células do sistema imune, participando do processo de 

carcinogênese (COLOTTA et al., 2009). 

 

2.2.1. Citocinas pró-inflamatórias 

Alguns mediadores inflamatórios estão entre os responsáveis pela 

iniciação e progressão de tumores. Entre eles, o fator de necrose tumoral 

α (TNF-α), que está envolvido em situações de doenças inflamatórias 

crônicas, apresenta efeito que parece ser mais significativo nos estágios 

iniciais da carcinogênese, incluindo angiogênese e invasão  ( MOORE et 

al., 1999; BALKWILL; COUSSENS, 2004; BALKWILL, 2006; 

MUELLER, 2006;  MANTOVANI et al., 2008; SZLOSAREK, 

CHARLES). O TNF-α estimula a secreção de metaloproteinase 2 

(MMP-2), uma enzima que ativa a colagenase do tipo IV, facilitando 

angiogênese e invasão de células tumorais. Esta citocina demonstrou 

aumentar a malignidade de células de melanoma in vitro facilitando a 

invasão e migração (HAN et al., 2001; KATERINAKI et al., 2003).  

A interleucina 6 (IL-6) também é uma proteína inflamatória 

estimulada por radiação UV em queratinócitos (CHUNG et al., 1996). 

Apresenta papel importante na progressão de células benignas em 
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malignas através da ativação de STAT3, além de induzir fatores 

inflamatórios e angiogênicos como interleucina 8 (IL-8) e VEGF, e 

MCP-1 em células tumorais, promovendo invasão de células tumorais in 
vitro. A invasão tumoral, neste caso, é ocasionada pela superexpressão 

de metaloproteinase 1 (MMP-1), demonstrando a função da IL-6 na 

progressão do melanoma (LEDERLE et al., 2011). 

Interleucina 1 (IL-1) é outra importante citocina secretada por 

monócitos e macrófagos, acarretando em inflamação aguda. Muitas 

células são capazes de secretar IL-1 após estímulo de microrganismos, 

citocinas e do microambiente em que se encontram. A IL-1α ativa a 

liberaçao de IL-β em células adjacentes, induzindo a expressão de genes 

pró-inflamatórios, incluindo de IL-6, COX-2 e iNOS (APTE et al., 

2006). Estudos demonstram que camundongos, ao superexpressarem IL-

1α, desenvolveram lesões cutâneas e infiltrados leucocitários até em 

tecido cutâneo sem nenhuma lesão (GROVES et al., 1995). 

Adicionalmente, a superexpressão de antagonistas de IL-1 (IL-1Ra) em 

linhagem de melanoma murino, diminuiu a expressão de COX-2 e 

desacelerou o crescimento tumoral in vitro e in vivo. Estes resultados 

indicam que IL-1 contribui na proliferação de células tumorais 

(RUNDHAUG; FISCHER, 2010).  

A proteína amiloide sérica A (SAA) humana é uma lipoproteína 

de alta densidade conhecida por modular processos de inflamação e 

participar do metabolismo e transporte de colesterol (YAMADA, 1999). 

É sintetizada principalmente pelo fígado através da regulação de 

citocinas durante inflamação aguda e crônica. A SAA é considerada 

proteína de fase aguda mais sensível que a proteína C reativa (PCR), e 

seus altos níveis estão relacionados à morte celular e tecidual, portanto, 

em casos de inflamação severa (YAMADA, 2006). Estudos demonstram 

que a SAA é um potente indutor de liberação de citocinas como TNF-α 

por células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (CAI et al., 

2007; FURLANETO; CAMPA, 2000). A concentração desta 

lipoproteína também está relacionada ao prognóstico de doenças 

inflamatórias e avaliação de estágios do câncer, sugerindo que a SAA 

pode ser utilizada como monitoramento do desenvolvimento e 

progressão tumoral (HILLIQUIN, 1995; RAU; SCHILLING; BEGER, 

2004; RAU, 2007; MOFLEH, 2008). 

Além da conexão com citocinas, outras vias inflamatórias 

também levam à formação de mediadores que podem contribuir para a 

progressão do câncer. Entre estas vias, o receptor do fator de 

crescimento epidermal (EGFR) aparece como uma via de sinalização 
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crítica capaz de receber estímulos diversos e gerar impacto na 

progressão do câncer (BERASAIN et al., 2009). 

O EGFR, também conhecido como ErbB1, é uma glicoproteína 

transmembrana caracterizada pela presença de um sítio de ligação 

extracelular. Além disso, o EGFR apresenta uma família de quatro 

receptores transmembrana, EGFR (ou ErbB1), o ErbB2, ErbB3 e ErbB4 

(SIBILIA et al., 2007; SHEPARD et al., 2008). Estes receptores estão 

desregulados em muitos tumores, e a amplificação, aumento da 

expressão e mutação do EGFR, são detectadas em uma grande 

quantidade de carcinomas (SIBILIA et al., 2007). 

Uma grande quantidade de fatores de crescimento ligam-se nos 

receptores ErB, com exceção do ErbB2, o qual não foi identificado 

nenhum ligante específico. Estes fatores incluem o EGF, TGF-α 

(Transforming Growth Factor-α), AR (Ampirregulina), EREG 

(Epirregulina), β-TC (β-celulina), EPG (Epígeno) e HB-EGF (EGF 

ligado à heparina). Estes ligantes apresentam um sítio de ligação 

semelhante ao EGF, definindo assim, a especificidade com o receptor 

(BERASAIN et al., 2009). 

Sabe-se que a expressão destes ligantes torna-se elevada em 

situações de dano celular e inflamação em diferentes órgãos e tecidos. O 

aumento desta expressão pode levar à formação de células malignas 

promovendo migração e invasão das mesmas (SCHAFER; 

GSCHWIND; ULLRICH, 2004). 

Algumas citocinas como MCP-1, TNF-α, SAA, IL-6 e IL-1β 

além de outras, estão fortemente relacionadas à obesidade (WOZNIAK 

et al., 2009). O tecido adiposo é considerado um órgão endócrino capaz 

de produzir hormônios, fatores de crescimento e citocinas (adipocinas) 

que são capazes de atrair monócitos (RAJALA; SCHERER, 2003) 

criando um ambiente favorável ao surgimento de células tumorais 

(PISCHON; NOTHLINGS; BOEING, 2008; GILBERT; 

SLINGERLAND, 2013). 

 

2.3. INFLAMAÇÃO E OBESIDADE 

A obesidade e sobrepeso são definidos por acúmulo anormal ou 

excessivo de gordura corporal, comprometendo a saúde do indivíduo. A 

medida utilizada para avaliar a obesidade é o índice de massa corporal 

(IMC) que é calculado através da divisão da massa do indivíduo (em 

quilogramas) por sua altura ao quadrado (em metros). Um indivíduo 

com IMC acima de 30 kg/m
2 

é considerado obeso, enquanto que IMC 

entre 25 e 30 kg/m
2 
caracteriza sobrepeso (WHO, 2016). 
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Obesidade é considerada como um dos principais fatores que 

levam ao surgimento de doenças crônicas, incluindo diabetes, doenças 

cardiovasculares e câncer (WHO, 2016). O percentual de pessoas com 

excesso de peso já ultrapassa a metade da população brasileira, e em 

relação à obesidade, este percentual é de aproximadamente 18 % 

(BRASIL, 2015).  

Em adultos, o tecido adiposo é quase completamente tecido 

adiposo branco que atua como depósito de gordura e fonte de energia. O 

tecido adiposo branco é capaz de produzir hormônios e citocinas, 

chamadas de adipocinas (AHIMA; FLIER, 2000). Até recentemente 

acreditava-se que as citocinas do tecido adiposo eram secretadas apenas 

por macrófagos. Agora sabe-se que pré-adipócitos do tecido adiposo 

branco produzem uma vasta quantidade de citocinas e fatores de 

crescimento. Entre elas, estão a leptina, o TNF-α, o TGF-β, VEGF, IL-

1β, IL-6, adiponectina e resistina (AHIMA; FLIER, 2000; LABRIE; 

LUU; LABRIE, 2000). Estas citocinas secretadas por pré-adipócitos 

atraem monócitos, e altas concentrações de leptina promovem a 

conversão destas células em macrófagos, contribuindo para a inflamação 

local e produção de fatores angiogênicos (VONA-DAVIS; ROSE, 

2009).  

Este microambiente inflamatório no tecido adiposo provoca uma 

via de feedback positivo na progressão do câncer, uma vez que a IL-6 e 

MCP-1 atraem monócitos, a leptina facilita a conversão para 

macrófagos, aumentando a produção de citocinas e mediadores pró-

inflamatórios (VONA-DAVIS; ROSE, 2009; ROBERTS; DIVE; 

RENEHAN, 2010). 

 

2.3.1. Melanoma e obesidade 

Desde a década de 50, a exposição à radiação UV é considerada o 

fator de risco elementar para o surgimento do melanoma maligno 

(ADAMI et al., 2008). Além disso, como já citado, indivíduos 

caucasianos apresentam maior chance de desenvolver este tipo de 

câncer; a presença de nevos e situação de imunossupressão também 

facilitam o surgimento desta doença (GANDINI et al., 2005A ; 

GANDINI et al., 2005B; VAJDIC et al., 2006; ADAMI et al., 2008; 

OLSEN et al., 2011; CHANTZINASIOU et al., 2011).   

A incidência de obesidade e de melanoma vem aumentando nos 

últimos anos. Uma elevada massa corporal foi associada com o aumento 

das ocorrências de melanoma em diversos estudos epidemiológicos 

(SAMANIC, 2004; OH; YOON; SHIN, 2005; MANTZOROS et al., 



43 

 

2007; DENNIS et al., 2008; RENEHAN et al., 2008; GOGAS et al., 

2008). 

A obesidade já é estabelecida como fator de risco para diversos 

tipos de câncer, sendo que é considerada responsável pelo surgimento 

de, aproximadamente, 20 % de todos os casos de câncer (WOLIN; 

COLDITZ, 2008; DE PERGOLA; SILVESTRIS, 2013). 

Os principais tipos de câncer que podem se desenvolver em 

situação de obesidade são de cólon (NING; WANG E GIOVANUCCI, 

2010), endométrio (CROSBIE et al., 2010), renal (RENEHAN et al., 

2008; (WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010), câncer de mama pós 

menopausa (WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010), esôfago 

(RENEHAN et al., 2008) , tireóide (RENEHAN et al., 2008; WOLIN; 

CARSON; COLDITZ, 2010), próstata (DISCACCIATI; ORSINI; 

WOLK, 2012) e possivelmente algumas malignidades hematológicas 

(LICHTMAN, 2010).  

Uma meta-análise de 2013 relacionou alguns estudos a fim de 

verificar se há uma relação entre obesidade e melanoma. Foram 

associados dois casos-controle e estudos de coorte, os quais 

demonstraram um aumento no risco de surgimento de melanoma em 

indivíduos do gênero masculino com sobrepeso e considerados obesos, 

na mesma magnitude (SERGENTANIS et al., 2013).  

Estudos sugerem que alterações nas concentrações de leptina, em 

situação de obesidade, estão associadas com uma resposta inflamatória 

exacerbada à radiação UV. É possível que isto contribua para a 

carcinogênese cutânea (SHARMA; KATIYAR, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Estabelecer conexões entre a inflamação e a progressão de três 

linhagens celulares de melanoma em relação aos seus aspectos 

proliferativos, migratórios e invasivos, e correlacionar à inflamação 

provocada em situação de obesidade. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Analisar a capacidade de clonogenicidade de três linhagens 

celulares de melanoma (SK-mel-19; SK-mel-28 e SK-mel-147) após o 

tratamento com citocinas (TNF-α e EGF); 

b) Avaliar a capacidade migratória de três linhagens celulares de 

melanoma (SK-mel-19; SK-mel-28 e SK-mel-147) frente ao estímulo de 

citocinas inflamatórias (TNF-α e EGF); 

c) Avaliar possíveis alterações no ciclo celular das três linhagens 

celulares de melanoma (SK-mel-19; SK-mel-28 e SK-mel-147) frente a 

estímulos inflamatórios (TNF-α e EGF); 

d) Investigar possíveis alterações na expressão gênica de proteínas 

relacionadas ao aumento da capacidade proliferativa, migratória e 

invasiva de células de melanoma (B-RAF e N-RAS) quando tratadas 

com citocinas inflamatórias (IL-1β, MCP-1, IL-6, TNF-α e EGF);; 

e) Padronizar a co-cultura direta de células de melanoma (SK-mel-

28) com mononucleares isolados do sangue periférico (PBMC); 

f) Quantificar citocinas (IL-1β, MCP-1, IL-6, TNF-α) no 

sobrenadante da co-cultura direta de melanoma com PBMC; 

g) Avaliar a capacidade migratória de uma linhagem de melanoma 

(SK-mel-28) após estímulo com soro de indivíduos obesos e magros; 

h) Investigar alterações na expressão gênica de proteínas da via 

das MAPK (B-RAF e N-RAS) nas linhagens de melanoma (SK-mel-28) 

após estímulos inflamatórios diversos (citocinas: IL-1β, MCP-1, IL-6, 

TNF-α, SAA) e soro dos indivíduos obesos e magros). 
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4. FLUXOGRAMA DE EXPERIMENTOS 

Figura 8. Primeira etapa: 
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Figura 9. Segunda etapa: 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. PRIMEIRA ETAPA – INFLAMAÇÃO COM CITOCINAS 

 

5.1.1. Células e condições de cultura 

 
5.1.1.1. Linhagens celulares 

Neste estudo, foram utilizadas as linhagens humanas SK-mel-19, 

SK-mel-28 e SK-mel-147, cedidas pela Profª Drª Ana Campa, da 

Universidade de São Paulo. As características destas linhagens estão 

descritas na tabela abaixo. 

Tabela 1. Características das linhagens celulares de melanoma 
Linhagem 

Celular 

Mutação 

B-RAF / 

N-RAS 

Descrição Origem Característica 

SK-MEL-

19 

V599E
1
 / 

WT 

Melanoma Homo 

sapiens 

Amelanótica/ 

Não metastática
2 

SK-MEL-

28 

V600E
3
 / 

WT 

Melanoma Homo 

sapiens 

Levemente 

melanótica 

SK-MEL-

147 

WT
0 
/ 

Q61R
4
 

Melanoma Homo 

sapiens 

Amelanótica 

 
Notas: 

1
V599E: alteração em B-RAF no éxon 15: T1796A, ocasionando 

substituição do aminoácido valina por ácido glutâmico no códon 599 (DAVIES 

et al. 2002; GORDEN et al. 2003); 
2
V600E: mutação em B-RAF no éxon 15: 

T1799A, acarretando substituição de valina por ácido glutâmico no códon 600 

(LEE, CHOI E KIM 2011); 
3
Q61R: mutação no códon 61, originando 

substituição de glutamina por arginina (GORDEN et al. 2003; LEE, CHOI E 

KIM 2011); 
0
WT: Wild type (selvagem). 

 
Fonte: do autor. 
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5.1.1.2. Cultivo celular 

As linhagens de melanoma foram cultivadas em garrafas 

adequadas para a cultura celular, com DMEM (Dulbecco`s Modified 
Eagle Medium) (pH 7,4), enriquecido com 10 % (v/v) de soro fetal 

bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina, 

10 mM de HEPES, mantidas em estufa umidificada, a 37 °C, em 

atmosfera de 5 % de dióxido de carbono (CO2). 

Estas células foram subcultivadas ao atingirem a confluência de 

80%, sendo lavadas com tampão PBS (1x) e, após a lavagem, utilizou-se 

tripsina para dissociação celular. Estoques celulares foram mantidos em 

DMEM acrescido de 40 % de SFB e 10 % DMSO (ácido 

dimetilsulfóxido), em reservatório de nitrogênio líquido, o qual mantém 

uma temperatura aproximada de -180 °C.  

Para realizar os experimentos, as células apresentavam de 80 a 

90% de confluência e foram contadas com a adição de azul de tripan, a 

fim de verificar a viabilidade celular. A contagem das células foi 

realizada em câmara de Neubauer. As células não foram submetidas a 

mais do que 10 passagens celulares.  

Todos os reagentes utilizados constam no apêndice A deste 

trabalho. 

5.1.2. Tratamento com citocinas 

Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo três poços para 

cada tratamento, controle sem tratamento; TNF-α (25 e 50 pg/mL); EGF 

(100 ng/mL); MCP-1 (25 pg/mL); IL-1β (10 pg/mL); IL-6 (10 pg/mL); 

SAA (75 ng/mL). 

 

5.1.3. Ensaio clonogênico 
O ensaio clonogênico é uma técnica que foi primeiramente citada 

em 1956 por Puck e colaboradores, e é baseada na avaliação da 

capacidade de reprodução celular, sendo necessário que de apenas uma 

célula se forme uma colônia de, no mínimo, 50 células.  

Este ensaio foi realizado baseando-se no protocolo de Rafehi e 

colaboradores (2011). Fez-se uma suspensão das células aderidas e 

previamente mantidas em meio de cultura apropriado nas condições 

citadas anteriormente. As células foram soltas com tripsina, 
ressuspendidas em DMEM enriquecido com 10 % de SFB, contadas na 

câmara de Neubauer com auxílio de azul de tripan, em microscópio de 

luz invertido. Foram plaqueadas 300 células/poço em placa de 6 poços e 

incubadas em estufa durante 24 horas, para permitir a adesão das células 
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na placa. Após este período, as células foram tratadas com as proteínas 

inflamatórias: o TNF-α (50 pg/mL) e EGF (100 ng/mL). 

Após sete dias do tratamento, o sobrenadante foi descartado, as 

células foram fixadas com formalina 10 % e coradas com GIEMSA. As 

colônias foram contadas com auxílio do software ImageJ®. 

5.1.4. Ensaio de migração 2D (Scratch Assay) 

Este ensaio, também chamado de Scratch assay ou Wound 
Healing assay, é realizado para avaliar a capacidade de migração das 

células estudadas. Foi realizado em condições estéreis, plaqueando-se 

300.000 células/poço em placa de 12 poços. As células foram mantidas 

em DMEM + 10 % SFB por aproximadamente 24 horas, ou até 

formarem 90 % de confluência. 

 Após este período, foi feita uma fenda em monocamada em cada 

poço com auxílio de uma ponteira de 200 µL. Cada poço foi lavado com 

PBS 1x para eliminar as células soltas, e então adicionou-se DMEM sem 

SFB juntamente com o tratamento com as citocinas. O soro fetal bovino 

é composto por uma vasta quantidade de nutrientes e fatores de 

crescimento, os quais favorecem a proliferação das células. Isto afeta a 

verificação da capacidade de migração das mesmas frente ao estímulo 

inflamatório das citocinas. Portanto, as células, após 24 h com DMEM + 

10 % SFB, foram mantidas em DMEM sem SFB, com o tratamento 

específico para cada poço. 

Neste momento, foram tiradas fotos relativas ao tempo 0 h do 

experimento. Após 24 h e 48 h, fotos foram tiradas do mesmo local do 

poço a fim de comparar com o tempo 0 h e calcular a porcentagem de 

migração destas células, com o auxílio do software ImageJ®. 

 
5.1.5. Análise do ciclo celular 

O ciclo celular é um processo extremamente regulado que 

envolve múltiplos pontos de checagem a fim de garantir a integridade do 

DNA celular para a replicação das células. Este ciclo é dividido em 

quatro fases; na fase S, a célula executa funções básicas para a divisão 

celular, como a formação de uma cópia idêntica do material genético, e 

após isto, ocorre a separação de todos os componentes celulares em duas 

células exatamente iguais, fase chamada de mitose. As duas outras fases 

são chamadas de gap (G1 e G2), nas quais as células preparam-se para 

completar de forma perfeita as fases S e M, respectivamente. Além 

destas quatro fases, há a etapa de quiescência (G0), na qual a célula 

cessa a proliferação e permanece indefinidamente em intérfase (PARK; 

LEE, 2002).  



52 

 

Neste ensaio, as células foram marcadas com iodeto de propídio, 

um corante fluorescente que quando intercalado ao DNA permite a 

análise deste conteúdo através de citometria de fluxo. Para a realização 

desta análise, utilizou-se o método descrito por Yang e colaboradores 

(2007) em que as células (300.000/poço) foram incubadas com meio de 

cultura apropriado em placa de 12 poços, por 24 horas para adesão das 

células na placa. Em seguida, foi realizado o tratamento com as 

citocinas. Após o período de incubação, o meio de cultura foi removido, 

as células tripsinizadas foram transferidas para tubos de ensaio e 

centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a 25 ºC. O sobrenadante foi 

desprezado e as células foram lavadas duas vezes com PBS. Nessa 

etapa, o sobrenadante foi novamente removido, adicionou-se etanol 70 

% seguido de incubação por 30 min a – 4 ºC para fixação das células. O 

PBS contendo BSA 2 % foi adicionado para inibir ligações inespecíficas 

com o iodeto de propídio, seguido de centrifugação a 1500rpm por 10 

minutos a 25 ºC. Descartado o sobrenadante, adicionou-se uma solução 

contendo RNAse 100 μg/ml, 0,1 % de Triton-X-100 em PBS, 

homogeneizado e transferido para tubos específicos para citometria de 

fluxo, que foram mantidos em gelo até a leitura. No momento da 

análise, as células foram marcadas com 10 μg/ml de iodeto de propídio. 

A análise do DNA foi realizada por meio de um citômetro de fluxo 

(FACS CANTO II, BD Biosciences) e a população de células que 

corresponde a cada fase do ciclo celular foi determinada utilizando-se o 

software Flowing® 2.5.1. 

 

5.1.6. Separação de mononucleares (PBMC) 

A técnica para isolamento de mononucleares do sangue periférico 

foi realizada a partir do protocolo adaptado do Ficcol-Histopaque®. Este 

reagente trata-se de um polissacarídeo que apresenta densidade de 1,077 

g/mL, e foi utilizado no isolamento destas células da seguinte forma: 

aproximadamente 12 mL de sangue total foram coletados em tubo de 

EDTA. Este sangue foi diluído em proporção 1:1 em PBS em um falcon 

de 50 mL. Em outro falcon, adicionou-se Ficcol-Histopaque® em uma 

quantidade correspondente à metade do volume de sangue coletado. O 

sangue diluído em PBS foi, então, adicionado ao Ficcol vertendo-se o 

falcon a 30º vagarosamente sobre o solvente de modo que as duas fases 

não se misturem. Nesta etapa, centrifugou-se a 1500 rpm durante 10 min 

a 25 ºC. Após esta centrifugação, observou-se a formação de uma 

nuvem celular entre os glóbulos vermelhos e o plasma. Esta nuvem de 

células foi separada e lavada com PBS, seguido de centrifugação a 1200 

rpm durante 10 min. Para eliminar contaminações com hemácias, o 
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pellet formado foi levado a outro falcon e um tampão de lise de 

hemácias foi adicionado, e posteriormente centrifugado novamente.  

Este tampão era composto por tris-cloreto de amônio, esterilizado 

a partir de filtro de 0,22 µm.  

 Cloreto de amônio (NH4Cl, 115,4 mol/L) e Tris-base 

(C4H11NO3, 124,1 mol/L, pH 7,3). Adicionou-se uma parte de tris para 9 

de cloreto de amônio no momento do uso.  

Então, após esta centrifugação, o pellet formado apresentou 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC), os quais foram 

contados em câmara de Neubauer com auxílio do azul de tripan para o 

posterior plaqueamento e a realização dos experimentos. 

 

5.1.7. Co-cultura direta 

A co-cultura celular foi realizada com as linhagens de melanoma 

SK-mel-28 e PBMC. Para isto, fez-se necessário o plaqueamento da 

linhagem de melanoma, e após aproximadamente 24 h, foram 

adicionados os PBMC na proporção 1:2, melanoma:PBMC. Neste 

momento, os tratamentos foram adicionados em cada poço em triplicata. 

 

5.1.8. Reação Imunoenzimática (ELISA) 

O ELISA foi realizado com o sobrenadante da co-cultura direta a 

fim de quantificar citocinas (TNF-α, MCP-1, IL-1β e IL-6), além de 

quantificar MCP-1 e SAA no soro dos indivíduos obesos e magros. As 

células permaneceram 24 h com os tratamentos. O protocolo utilizado 

foi de acordo com o fabricante do kit, BD Bioscences, o qual consiste no 

método de ELISA de captura a partir da adesão em placa de 96 poços do 

anticorpo monoclonal específico para cada citocina. Após a adesão, 

adicionou-se as amostras e a curva de calibração que permaneceram na 

placa com incubação de acordo com o fabricante. As lavagens 

necessárias foram realizadas com o tampão de lavagem e seguiu-se com 

a adição de anticorpo secundário anti citocina ligado à peroxidase. Após 

as lavagens necessárias, adicionou-se tetrametilbenzidina (TMB) que 

serve como substrato para a enzima peroxidase. A solução de parada foi 

adicionada e a intensidade da coloração do produto é diretamente 

proporcional à concentração de cada citocina nas amostras.  

As curvas de calibração das citocinas constam no apêndice B. 
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5.1.9. Expressão gênica de B-RAF e N-RAS 

5.1.9.1. Extração de RNA total 

As células da linhagem SK-mel-28 aderidas na placa de 12 poços 

foram lavadas com PBS gelado e o RNA total foi extraído com TRIzol® 

(Gibco®). Em seguida, foi adicionado clorofórmio, para separação em 

fase aquosa e orgânica. As amostras foram agitadas vigorosamente em 

vórtex durante 15 segundos, incubadas em temperatura ambiente e 

centrifugadas por 15 minutos a 12000 xg (4°C). A fase aquosa foi 

cuidadosamente coletada e transferida para um novo tubo no qual foi 

adicionado álcool isopropílico, seguido de incubação de 10 minutos a 

temperatura ambiente. Centrifugou-se por 10 minutos a 12000 xg e o 

sobrenadante foi removido. O pellet (RNA) foi lavado com etanol 75 % 

e posteriormente centrifugado por 5 minutos a 7500 xg (4 °C). O 

sobrenadante foi removido, o sedimento (RNA) foi seco em temperatura 

ambiente e dissolvido em água livre de RNAse. O RNA extraído foi 

quantificado pelo espectrofotômetro Nano Vue® (GE Healthcare), sua 

pureza foi avaliada em comprimento de onda de 260/280 nm e as 

amostras foram tratadas com DNAse I (Invitrogen™) de acordo com o 

protocolo recomendado pelo fabricante. 

 

5.1.9.2. Síntese de DNA complementar 

Para a síntese do cDNA utilizou-se o kit High – Capacity cDNA 

Reverse Transcription® (Applied Biosystems) conforme protocolo 

indicado pelo fabricante. O cDNA obtido foi armazenado a – 20 °C até 

sua utilização para as reações de amplificação por reação em cadeia da 

polimerase quantitativo (qPCR). Todas as incubações foram realizadas 

em termociclador Biocycler (BioSystems, Curitiba, Brasil). 

 

5.1.9.3. Reação de PCR em tempo real (qPCR) 

Primeiramente, a fim de avaliar a eficiência da reação de PCR 

quantitativo, foi realizada uma curva de calibração com diferentes 

concentrações de cDNA, para todos os pares de iniciadores, com 

objetivo de determinar a eficiência dos iniciadores para a reação de 

quantificação relativa. A amplificação foi realizada utilizando-se Power 

SYBR-Green PCR Master Mix (Thermo Scientific®). Para a análise da 
expressão gênica através do Real-Time PCR, foi utilizado o método de 

Delta-Delta Ct (ΔΔCt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Calcula-se 

inicialmente o ΔCt de cada amostra, subtraindo-se o valor de Ct do gene 

constitutivo (GAPDH) dos valores de Ct dos genes alvo (B-RAF e N-

RAS). Após a determinação do ΔCt, foi escolhida a amostra controle 
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(sem tratamento) para o cálculo de ΔΔCt. Então aplica-se a fórmula 2
-

ΔΔCt 
resultando no valor da expressão relativa. 

As curvas de eficiência dos primers utilizados na reação de PCR em 

tempo real constam no apêndice C. 

Tabela 2. Iniciadores utilizados na reação de qPCR 

 
 Sense ( 5’- 3’) Antisense ( 5’- 3’) 

GAPDH CAATTGACCCCTTCATTGACC GACAAGCTTCCCGTTCG 

N-RAS ACAAACTGGTGGTGGTTGGA ATTGTCAGTGCGCTTTTC 

B-RAF CTCCTTGAATCGGGCTGGTT GCCTGGATGGGTGTTTG 

 

 

5.2. SEGUNDA ETAPA – INFLAMAÇÃO COM SORO DE 

INDIVÍDUOS OBESOS E MAGROS 

 

5.2.1. Soro dos grupos obesos e magros 

Nesta etapa, os experimentos foram realizados com meio de 

cultura celular DMEM suplementado com 10 % de soro de indivíduos 

obesos e magros. O soro derivado dos pacientes foi inativado a 56 
o
C 

por 30 minutos para todos os experimentos. 

5.2.2. Caracterização dos indivíduos obesos e magros 

Os pacientes selecionados pela equipe multidisciplinar do HU-

UFSC para a cirurgia bariátrica no período de agosto/2014 a 

novembro/2014 foram convidados a participar do estudo e assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, apêndice D). Este 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com seres 

humanos da Universidade do Estado de Santa Catarina 

(24279013.7.0000.0121) (apêndice E). 

A seleção dos pacientes se deu de acordo com os seguintes 

critérios: 

Critérios de Inclusão: Pacientes entre 16 a 69 anos que se 

submeteriam à cirurgia bariátrica do tipo ByPass gástrico em Y de Roux 

no HU-UFSC. 

Critérios de exclusão: pacientes com doenças infecciosas. 
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Também foram selecionados seis indivíduos considerados magros 

(IMC < 25 kg/m
2
) para servirem como comparação ao grupo de obesos, 

e seus dados constam na tabela a seguir: 

 

5.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os ensaios deste trabalho foram realizados em triplicata, com a 

repetição de três vezes em diferentes datas. 

Os resultados foram expressos em média ± desvio-padrão e 

analisados através do programa Graphpad Prism®. Após o teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk, observou-se que os resultados da 

primeira etapa (com citocinas) apresentava uma distribuição normal dos 

dados, possibilitando a análise de variância One Way ANOVA, com pós 

teste de Bonferroni, que são testes paramétricos. Esta análise foi 

utilizada nos ensaios clonogênico e ELISA, a fim de comparar os grupos 

tratados com o grupo controle (sem tratamento). E a Two Way ANOVA 

foi a análise realizada no ensaio de migração e ciclo celular comparando 

os grupos tratados com o controle em diferentes tempos de tratamento.  

Para os ensaios envolvendo o soro de pacientes, as diferenças 

entre as medianas foram determinadas pelo teste não-paramétrico U de 

Mann-Whitney, pois os dados demonstraram-se em uma distribuição 

não normal. Valores de probabilidade menores ou iguais a 0,05 (p ≤ 

0,05) foram considerados estatisticamente significativos. 
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6.  RESULTADOS  

 

6.1. RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA  

 

6.1.1. Ensaio clonogênico 

 
6.1.1.1. SK-mel-19 

O ensaio para avaliar a capacidade de clonogenicidade das células 

de melanoma, com a linhagem SK-mel-19 estimulada com TNF-α 

(50pg/mL) e EGF (100ng/mL), não demonstrou diferença significativa 

quando comparados com o controle sem tratamento. 

Figura 10. Ensaio clonogênico SK-mel-19. 

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

Células tratadas com EGF (100 ng/mL); Células tratadas com TNF-α (50 

pg/mL). O gráfico mostra os grupos tratados comparados com o grupo controle, 

expresso em unidades formadoras de colônias (UFC) ± desvio padrão. One Way 

ANOVA. 
 

A Figura 11 demonstra as colônias formadas por células de 

melanoma, as quais foram contadas e comparadas com o grupo controle.  

Figura 11. Fotos representativas do ensaio clonogênico 

  Controle                  TNF-α (50 pgmL)            EGF (100 ng/mL)

 

Fotos da SK-mel-19 após sete dias do tratamento. Células fixadas com 

formalina a 10% e coradas com GIEMSA. 
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6.1.1.2. SK-mel-28 

Este ensaio de clonogenicidade realizado com a linhagem de 

melanoma SK-mel-28 apresentou diferença significativa na capacidade 

de formação de colônias após os estímulos tanto com EGF e TNF-α, 

demonstrando a capacidade destas citocinas em aumentar a proliferação 

desta linhagem celular de melanoma humano. 

Figura 12. Ensaio clonogênico SK-mel-28.  

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

Células tratadas com EGF (100 ng/mL); Células tratadas com TNF-α (50 

pg/mL). O gráfico apresenta os grupos tratados comparados com o grupo 

controle, expresso em unidades formadoras de colônias (UFC) e desvio padrão. 

One Way ANOVA. 

 

Figura 13. Fotos  representativas do ensaio clonogênico após sete dias de 

tratamento.  
                      

    Controle              TNF-α (50 pg/mL)         EGF (100 ng/mL) 

 
Células fixadas com formalina a 10 % e coradas com GIEMSA. 

 

6.1.1.3. SK-mel-147 
Com esta linhagem de melanoma, o EGF foi capaz de aumentar a 

capacidade de clonogenicidade em relação ao controle sem tratamento. 
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Figura 14. Ensaio clonogênico SK-mel-147.  

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

Células estimuladas com EGF (100 ng/mL); Células estimuladas com TNF-α 

(50 pg/mL). O gráfico exibe os grupos tratados comparados com o grupo 

controle, expresso em unidades formadoras de colônias (UFC) e desvio padrão. 

One Way ANOVA. 

 

Figura 15. Fotos do ensaio clonogênico após 7 dias de tratamento.  

     Controle              TNF-α  (50 pg/mL)           EGF (100 ng/mL) 

  
 

6.1.2. Ensaio de migração 2D 

 

6.1.2.1. SK-mel-19 

O ensaio de migração com a SK-mel-19 não demonstrou um 

aumento na capacidade migratória destas células ao serem estimuladas 

com citocinas inflamatórias, provavelmente devido ao fato de que esta 

linhagem celular não apresente a capacidade de metástase (ALLA et al., 

2009). 
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Figura 16. Ensaio de migração 2D com SK-mel-19. 

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

células tratadas com EGF; células tratadas com TNF-α. O gráfico demonstra a 

comparação dos grupos tratados com o grupo controle, em porcentagem de 

migração após 24 e 48 horas de tratamento. Two Way ANOVA. 
 

Figura 17. Fotos  representativas do ensaio de migração 2D com SK-mel-19. 

 

 

 
As fotos foram tiradas no momento do tratamento (tempo 0 h), 24 e 48 horas 

após. Compara-se a área de migração entre os grupos com auxílio do software 

ImageJ®. Aumento de 100x. 

 

 

 

0 h               24 h                  

48 h  

 Controle                  EGF (100 ng/mL)       TNF-α (50 pg/mL) 
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6.1.2.2. SK-mel-28 

Neste experimento, que visou avaliar a capacidade de migração 

das células, observou-se uma diferença significativa (p ≤ 0,01) quando 

tratadas com TNF-α se comparadas ao controle. 

Figura 18. Ensaio de migração 2D com SK-mel-28.  

  
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

células tratadas com EGF; células tratadas com TNF-α. O gráfico demonstra a 

comparação dos grupos tratados com o grupo controle, em porcentagem de 

migração após 24 e 48 horas de tratamento. (**) p ≤ 0,01. Two Way ANOVA. 
 
Figura 19. Fotos representativas do ensaio de migração 2D com SK-mel-28. 

 

 

As fotos foram tiradas no dia do tratamento (tempo 0 h), e após 24 e 48 horas. A 

área de migração é comparada entre os grupos com auxílio do software 

ImageJ®. Aumento de 100x. 
 

  Controle                  EGF (100 ng/mL)      TNF-α (50 pg/mL) 

0h     

 

 

 

           

24h   

 

 

 

                

48h  
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A citocinas utilizadas neste experimento não provocaram 

alterações significativas nas fases do ciclo celular desta linhagem de 

melanoma. 

 

6.1.2.3. SK-mel-147 

No ensaio de migração com esta linhagem de melanoma foi 

possível observar uma diferença significativa com TNF-α após 24 horas 

de tratamento (p ≤ 0,05).  

Figura 20. Ensaio de migração 2D com SK-mel-147 

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Controle sem tratamento; 

células tratadas com EGF; células tratadas com TNF-α. O gráfico demonstra a 

comparação dos grupos tratados com o grupo controle, em porcentagem de 

migração após 24 e 48 horas de tratamento. Two Way ANOVA. 
 

Figura 21. Fotos representativas do ensaio de migração 2D com SK-mel-

147. Aumento de 100x.  

 

 
 

  Controle                  EGF (100 ng/mL)     TNF-α (50 pg/mL) 

0h     

 

 

 

           

24h   

 

 

 

                

48h  
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6.1.3. Análise do Ciclo Celular 

 

6.1.3.1. SK-mel-19 

A citocinas utilizadas neste experimento não provocaram 

alterações significativas nas fases do ciclo celular desta linhagem de 

melanoma. 

Figura 22. Análise do ciclo celular SK-mel-19. 

 
Resultados expressos em média e desvio padrão. Grupo controle sem 

tratamento; células tratadas com EGF; células tratadas com TNF-α. Os grupos 

foram comparados com o controle em cada fase do ciclo. A análise de variância 

utilizada foi Two Way ANOVA. O gráfico apresenta os grupos em porcentagem 

de visualização das células marcadas com iodeto de propídio em cada fase do 

ciclo.  
 

Figura 23. Histogramas representativos da análise do ciclo celular de SK-mel-

19, obtidos com auxílio do software Flowing®.  
 

 
 

6.1.3.2. SK-mel-28 

Como observado com a linhagem SK-mel-19, o ciclo celular com 

a SK-mel-28 não demonstrou diferenças significativas em nenhuma fase 

quando tratadas com citocinas e comparadas com o controle sem 

tratamento.  

 

 

  Controle                   EGF (100 ng/mL)              TNF-α (50 pg/mL) 
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Figura 24. Análise do ciclo celular SK-mel-28. 

 

Resultados expressos em média e desvio padrão. Grupo controle sem 

tratamento; células tratado com EGF; células tratadas com TNF-α. Os grupos 

foram comparados com o controle em cada fase do ciclo. O gráfico mostra os 

grupos em porcentagem de visualização das células marcadas com iodeto de 

propídio em cada fase do ciclo, e desvio padrão. Two Way ANOVA. 

 
Figura 25. Histogramas representativos da análise do ciclo celular de SK-mel-

28, obtidos com auxílio do software Flowing®. 

 

 
 

6.1.3.3. SK-mel-147 

Igualmente às outras duas linhagens de melanoma, o ciclo celular 

nesta linhagem não demonstrou alterações entre as fases quando 

comparadas com o controle sem tratamento.  

 

  Controle                   EGF (100 ng/mL)            TNF-α (50 pg/mL) 
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Figura 26. Análise do ciclo celular SK-mel-147. 

  
Resultados expressos em média e desvio padrão. Grupo controle sem 

tratamento; células tratado com EGF; células tratadas com TNF-α. Os grupos 

foram comparados com o controle em cada fase do ciclo. O gráfico exibe os 

grupos em porcentagem de visualização e desvio padrão. A análise de variância 

utilizada foi Two Way ANOVA. 

 

Figura 27. Histogramas representativos da análise do ciclo celular de SK-mel-

147, obtidos com auxílio do software Flowing®. 

 

 
 

6.1.4. Resumo dos resultados preliminares  

Os primeiros experimentos foram realizados com as três 

linhagens de melanoma (SK-mel-19; SK-mel-28 e SK-mel-147) tratadas 

com TNF-α e EGF a fim de avaliar alterações na capacidade migratória, 

clonogênica e nas fases do ciclo celular de cada linhagem.  

Os resultados obtidos após estes experimentos estão expressos na 

Tabela 3. 

Tabela 3. Resultados dos experimentos iniciais. 
 SK-mel-29 

TNF-α/EGF 

SK-mel-28 

TNF-α/EGF 

SK-mel-147 

TNF-α/EGF 

Clonogênico - / - ** / * - / * 

Migração 2D - / - ** / - * / - 

Ciclo celular - / - - / - - / - 

(-) sem diferença significativa; (*) p ≤ 0,05; (**) p ≤ 0,01. 

  Controle                   EGF (100 ng/mL)            TNF-α (50 pg/mL) 
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6.2. CO-CULTURA DE MELANOMA E MONONUCLEARES 

 

6.2.1. Determinação de citocinas no sobrenadante da co-cultura 

de melanoma e mononucleares tratados com estímulos inflamatórios 

(TNF-α e EGF) 
A co-cultura, sistema de cultivo utilizando a linhagem de 

melanoma SK-mel-28 e mononucleares isolados do sangue periférico de 

indivíduos saudáveis (PBMC) foi realizada com os tratamentos de TNF-

α (25 pg/mL) e EGF (100 ng/mL). As citocinas IL-1β, IL-6, MCP-1 e 

TNF-α foram quantificadas no sobrenadante da co-cultura após 48 horas 

de tratamento. Os resultados foram representados nas figuras a seguir, 

separados em grupos: Co-cultura de melanoma com PBMC; 

monocamada de melanoma e monocamada de PBMC.  

Figura 28. Fotos da co-cultura de melanoma e PBMC. 

          

m  
 (1) Co-cultura 1:2, melanoma:PBMC, aumento de 200x; (2) PBMC em 

monocamada, aumento de 200x; (3) melanoma em monocamada, aumento de 

200x. 

Fonte: do autor. 

 

 

 

 

1 2 

3 



67 

 

6.2.2. Determinação das citocinas na co-cultura tratada com 

citocinas recombinantes 
Foi realizada reação imunoenzimática para quantificar citocinas 

no sobrenadante da co-cultura de melanoma com mononucleares após 

48 horas do estímulo com TNF-α (25 pg/mL) e EGF (100 ng/mL). 

Observou-se que quando em co-cultura, as células tornaram-se capazes 

de liberar IL-1β no sobrenadante. Em relação à IL-6, os mononucleares 

em monocamada são os responsáveis pela liberação desta citocina, mas 

em co-cultura, tornaram-se mais capazes de liberar este mediador 

inflamatório. Já o MCP-1 mostrou-se presente no sobrenadante tanto das 

células em monocamada quanto em co-cultura, demonstrando a 

capacidade de ambas as linhagens de liberarem esta citocina. 

Figura 29. Concentração de citocinas após tratamento com TNF-α e EGF.  

 

Quantificação de IL-1β (A); IL-6 (B) e MCP-1 (C) no sobrenadante da 

co-cultura de SK-mel-28 e PBMC, monocamada de SK-mel-28 e monocamada 

de PBMC, tratados com TNF-α e EGF. Resultados expressos em pg/mL. 
 

Realizou-se o mesmo experimento após 48 horas do tratamento 

com TNF-(25 pg/mL), EGF (100 ng/mL), MCP-1 (25 pg/mL), IL-1β (10 

pg/mL), IL-6 (10 pg/mL) e SAA (75 ng/mL), a fim de quantificar IL-1β, 

IL-6, TNF-α e MCP-1 no sobrenadante.  

Observou-se um aumento na concentração de MCP-1 na co-

cultura de melanoma com PBMC quando comparado com os outros 
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grupos, mas também em monocamada de PBMC quando tratadas com 

TNF-α e IL-6, e monocamada de melanoma tratada com IL-1β.  

A IL-1β foi detectável apenas na co-cultura, com uma maior 

liberação, de duas vezes mais, quando tratadas com SAA. Já a IL-6 

mostrou-se presente no sobrenadante de mononucleares em 

monocamada, com um aumento de aproximadamente duas vezes na 

liberação desta citocinas pelas células tratadas com TNF-α quando 

comparadas com os outros grupos. É possível observar que quando em 

co-cultura, a IL-6 foi secretada em maior concentração, possivelmente 

apenas por mononucleares. 

 
Figura 30. Quantificação de citocinas no sobrenadante da co-cultura.  

 
TNF-α (A); IL-6 (B); IL-1β (C) e MCP-1 (D) no sobrenadante da co-cultura de 

SK-mel-28 com PBMC, SK-mel-28 em monocamada e PBMC em monocamada 

após tratamento com citocinas recombinantes. Resultados expressos em pg/mL. 
 

6.2.3. Expressão gênica de B-RAF e N-RAS de células de 

melanoma tratadas com citocinas 
Após 48 horas de tratamento com citocinas recombinantes, 

realizou-se a extração de RNA total e síntese de DNA complementar a 

fim de executar PCR em tempo real para analisar alterações na 

expressão gênica de B-RAF e N-RAS. 
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Notou-se um aumento de aproximadamente duas vezes na 

expressão de B-RAF com as células de melanoma tratadas com EGF, 

quando comparadas com o controle. Já a IL-6 demonstrou aumentar em 

quatro vezes a expressão do gene que codifica B-RAF. 

Em relação à N-RAS, a IL-6 foi capaz de aumentar em 

aproximadamente cinco vezes, enquanto que a IL-1β ampliou a 

expressão em sete vezes em relação ao controle.  

Figura 31. Expressão gênica de B-RAF e N-RAS. 

 

B-RAF (A) e N-RAS (B) da linhagem de melanoma SK-mel-28 

estimulada com as citocinas TNF-α (25 pg/mL); EGF (100 ng/mL); MCP-1 (25 

pg/mL); IL-1β (10 pg/mL); IL-6 (10 pg/mL). Os gráficos estão demonstrados 

em 2
-ΔΔCt

. Expressão gênica relativa à amostra controle. 

 

6.3. RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA  

 

6.3.1. Soro dos indivíduos obesos e magros 

Para a utilização do soro derivado de pacientes obesos e 

indivíduos magros, estes foram caracterizados quanto a idade, gênero e 

IMC Tabela 4 ilustra estes parâmetros. 

Tabela 4. Caracterização dos grupos de indivíduos obesos e magros 
 Indivíduos obesos Indivíduos magros 

N 10 6 

Idade 47,6 (31 - 62) 29,5 (23 - 40) 

Gênero (%) 80 (F)      20 (M) 80 (F)     20 (M) 

Peso (kg) 131,3 (105 - 175) 63,1 (58 - 72) 

IMC (kg/m
2
) 47,3 (40 - 55,9) 21,7 (19,3 - 24,3) 
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A Figura 32 representa a caracterização do soro dos dois grupos 

de indivíduos quanto ao IMC, concentração de SAA e MCP-1, e 

correlação entre a concentração de SAA e IMC; e MCP-1 e IMC. Foi 

possível observar a diferença da mediana do IMC entre os obesos e 

magros avaliados, com p ≤ 0,001. Ainda, a mediana da concentração de 

SAA entre os grupos também apresentou diferença significativa (p ≤ 

0,001). Além disso, a correlação entre SAA e IMC apresentou uma 

tendência de aumento de IMC conforme o aumento da concentração de 

SAA. O mesmo ocorreu na correlação entre MCP-1 e IMC. 

Figura 32. Resultado do IMC dos obesos e magros, SAA e MCP-1. 

 

 

 

Índice de massa corporal dos indivíduos dos grupos obesos e magros (A); 

caracterização do soro dos indivíduos obesos e magros em relação à 
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concentração de SAA (B); caracterização do soro dos grupos obesos e magros 

quanto à concentração de MCP-1 (C). Valores expressos em mediana e o teste 

U de Mann-Whitney foi realizado. (***) p ≤ 0,001; correlação entre a 

concentração de SAA e IMC entre os dois grupos (D); correlação entre o IMC e 

a concentração de MCP-1 nos dois grupos (E). Regressão linear entre os dados 

individuais. 

 

6.3.2. Determinação de citocinas no sobrenadante da co-cultura 

estimulada com soro dos indivíduos 
Foi realizada a co-cultura de células de melanoma com 

mononucleares a fim de quantificar citocinas no sobrenadante após 48 

horas de estímulo com soro dos indivíduos dos dois grupos. 

Observou-se a capacidade dos mononucleares em secretar TNF-α 

quando estimulados tanto com soro de indivíduos obesos quanto dos 

magros. A IL-1β e IL-6 apresentaram-se em concentrações maiores no 

sobrenadante da co-cultura quando comparadas com o sobrenadante da 

monocamada de mononucleares e monocamada de melanoma. 

Entretanto, não houve diferença significativa entre as medianas das 

células de melanoma, PBMC e melanoma:PBMC estimuladas com soro 

de pacientes obesos e indivíduos magros. 
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Figura 33. Determinação de citocinas no sobrenadante. 

 

Determinação de TNF-α (A); MCP-1 (B); IL-1β (C) e IL-6 (D) na co-cultura de 

melanoma com mononucleares, monocamada de melanoma e mononucleares 

em monocamada, estimulados com soro dos indivíduos dos grupos obeso e 

magro.  
 

6.3.3. Migração 2D de células de melanoma estimuladas com soro 

de obesos e magros  

O ensaio de migração foi também realizado com estímulo de soro 

dos indivíduos obesos e magros, na SK-mel-28. Foi possível observar 

uma diferença significativa na capacidade migratória das células de 

melanoma quando tratadas com soro dos obesos, após 48 horas de 

tratamento, ao serem comparadas com a migração após 48 horas com o 

soro dos indivíduos magros (p ≤ 0,05). 
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Figura 34. Ensaio de migração de SK-mel-28 estimulada com soro dos 

indivíduos magros e obesos.  

 

Resultado expresso em porcentagem de migração dos grupos nos diferentes 

tempos de tratamento, 24 e 48 horas.  

 

Figura 35. Fotos representativas do ensaio de migração com células de 

melanoma estimuladas com soro de indivíduos obesos (4) e magros (5). 
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6.3.4. Expressão gênica de B-RAF e N-RAS de células de 

melanoma estimuladas com soro dos indivíduos 

A monocamada de células de melanoma foi exposta aos soros dos 

pacientes obesos e indivíduos magros a uma concentração de 10 % em 

meio de cultura DMEM. É possível observar que a mediana da 

expressão gênica relativa de B-RAF não se alterou entre os grupos 

obesos e magros. Já a mediana da expressão de N-RAS apresentou um 

aumento após o tratamento com soro dos obesos em relação ao grupo 

dos magros. 

 
Figura 36. Expressão gênica relativa de B-RAF e N-RAS após estímulo com 

soro do grupo dos obesos e dos magros. 

 

 

Expressão gênica de N-RAS (A) e B-RAF (B) da linhagem de melanoma SK-

mel-28 estimulada com soro dos indivíduos obesos e magros. Os gráficos estão 

demonstrados em 2
-ΔΔCt

 multiplicado por 100. 
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7. DISCUSSÃO 

Este trabalho visou estabelecer conexões entre fatores 

inflamatórios derivados da obesidade e a progressão de células malignas 

no microambiente tumoral. Foram realizados diversos experimentos a 

fim de avaliar a capacidade de clonogenicidade, analisar a habilidade de 

migração, alterações no ciclo celular, modificações na expressão de 

genes de interesse, quantificação de citocinas no sobrenadante de co-

cultura com mononucleares e tratamento com soro de indivíduos obesos 

e magros nas células de melanoma.  

Diante dos resultados, a atuação de certas citocinas pró-

inflamatórias, derivadas ou não de quadros de obesidade, parecem 

contribuir para a progressão e aumento da agressividade de células de 

melanoma in vitro. Isolados celulares de linhagens distintas de 

melanoma demonstraram alterações significativas em termos de 

sobrevivência celular na presença de estímulos inflamatórios como EGF 

e TNF-α. Além disso, em situações nas quais as células de melanoma 

foram cultivadas com mononucleares isolados do sangue periférico, o 

papel de certas citocinas foi evidente na modulação deste conjugado 

celular levando à produção e liberação de citocinas no sobrenadante da 

co-cultura. Finalmente, o soro de pacientes obesos parece conter fatores 

inflamatórios importantes, promoveu aumento da migração em uma 

linhagem celular de melanoma altamente agressivo, resultado, 

possivelmente, de alteração da expressão gênica de proteínas da cascata 

das MAPK, a B-RAF e a N-RAS. 

Para que as conexões citadas pudessem ser estabelecidas, foram 

realizados, primeiramente, os ensaios de clonogenicidade, migração 2D 

e análise do ciclo celular com as três linhagens de melanoma (SK-mel-

19; SK-mel-28 e SK-mel-147) tratadas com TNF-α e EGF, 

demonstrando que o efeito destas citocinas promoveu um aumento na 

proliferação e migração principalmente da SK-mel-28, linhagem de 

melanoma que apresenta B-RAF superexpresso.  

A SK-mel-28 é uma linhagem celular de melanoma altamente 

agressivo, com alto potencial metastático e invasivo além de ser pouco 

responsivo a tratamentos antitumorais (DAVERI et al., 2015). Esta 

linhagem, e a linhagem SK-mel-19, apresentam mutação em B-RAF 

(DAVIES et al., 2002; GORDEN et al., 2003; LEE; CHOI; KIM, 2011). 

Tal mutação está presente em aproximadamente 7 % de todos os tipos 

de câncer (GARNETT; MARAIS 2004; DAVIES et al., 2002), mas 

apresenta-se em mais de 60 % dos casos de melanoma (RIBAS; 

FLAHERTY, 2011). Já a SK-mel-147, outra linhagem de melanoma 

abordada neste trabalho, apresenta mutação em N-RAS (LEE; CHOI;  
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KIM, 2011; GORDEN et al., 2003). Estudos com estas linhagens já 

estão sendo realizados. A SK-mel-19 vem sendo estudada a fim de 

elucidar o mecanismo de ação de antitumorais como vemurafenib 

(BECK et al., 2013); a SK-mel-28 foi abordada em um estudo de 2007 

com objetivo de utilizar inibidores da via das MAPK para avaliar um 

possível novo tratamento contra o melanoma (MEIER et al., 2007), além 

de auxiliar no estudo da capacidade antiproliferativa de rotlerina 

(DAVERI et al., 2015); estudos para avaliar o potencial antiproliferativo 

de metiltioadenosina em células de melanoma utilizaram SK-mel-147 e 

SK-mel-28 (ANDREU-PEREZ et al., 2010). 

Os efeitos do TNF-α em linhagens de melanoma já vêm sendo 

estudados há alguns anos. Katerinaki e colaboradores (2003) 

comprovaram que esta citocina foi capaz de aumentar em 21% a 

capacidade de migração de células de melanoma HBL (B-RAF wild 
type) estimuladas com 200 pg/mL de TNF-α após 24 horas de 

tratamento (p ≤ 0,05). Outro estudo realizado por Zhu et al. (2004) 

constatou que células de melanoma, também da linhagem HBL, tratadas 

com 300 pg/mL de TNF-α aumentaram sua capacidade migratória em 

relação ao controle sem tratamento (p ≤ 0,001). Também, Eves et al. 
(2003) relatou um aumento de aproximadamente 180%  na invasão de 

células de melanoma uveal (intraocular) quando tratadas com 100 

pg/mL de TNF-α. Neste trabalho, utilizou-se a concentração de 50 

pg/mL nas diferentes linhagens, observando-se resultados expressivos 

na migração e clonogenicidade em células de melanoma que apresentam 

mutação em B-RAF. 

Já os estudos dos efeitos do EGF em células de melanoma são 

escassos, porém Bracher et al. (2013) constatou que o silenciamento do 

gene do EGF em células de melanoma em que este gene estava 

superexpresso, resultou em uma diminuição na capacidade migratória e 

proliferativa destas células. Além disso, foi possível demonstrar a 

relação entre EGF e VEGF no aumento da metástase e angiogênese de 

células de melanoma. No presente trabalho, as possíveis ações do EGF 

na migração, clonogenicidade e no ciclo celular foram exploradas, 

verificando-se que as linhagens celulares SK-mel-28 e SK-mel-147 (B-

RAF mutada e N-RAS mutada, respectivamente) sofreram um aumento 

significativo na clonogenicidade, fato não verificado na SK-mel-19. 

Diante das alterações observadas na clonogenicidade e migração 

celular principalmente em linhagem com mutação em B-RAF, SK-mel-

28, realizou-se a co-cultura de melanoma com PBMC. Nesta fase, os 

resultados sugeriram que a presença dos estímulos de TNF-α e EGF foi 

suficiente para a liberação de citocinas como IL-6, MCP-1 e IL-1β no 
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sobrenadante. A secreção de IL-1β no sobrenadante da co-cultura pode 

estar relacionada à presença destes mediadores inflamatórios, TNF-α e 

EGF, em contato com a célula de melanoma. A IL-1β vem sendo 

considerada de extrema importância na contribuição do 

desenvolvimento e progressão tumoral (QIN et al., 2011). Estudos 

comprovam que a IL-1 está superexpressa em muitos tipos de câncer 

(ELARAJ et al., 2006), e a mutação em B-RAF (V600E), como é o caso 

da SK-mel-28, induz a transcrição de IL-1. Além disso, a utilização de 

receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra) é capaz de suprimir a proliferação 

e potencializar a ação de antitumorais inibidores de B-RAF (KHALILI 

et al., 2012). Ou seja, a interrupção da sinalização de IL-1 em células de 

melanoma que superexpressam o gene para esta citocina impede o 

crescimento tumoral (QIN et al., 2011). Sendo assim, a presença de 

mediadores inflamatórios no sistema de co-cultura de melanoma:PBMC 

promove a liberação exacerbada de IL-1β, que pode contribuir para o 

crescimento tumoral. 

A co-cultura é uma ferramenta fundamental na pesquisa de 

interações entre diferentes populações celulares e interações entre as 

células (GOERS; FREEMONT; POLIZZI, 2014). É possível realizá-la 

de forma indireta, com a utilização de inserts que não permitem o 

contato entre os tipos celulares; e a direta, a qual possibilita a interação 

celular, mimetizando o microambiente tumoral. Neste trabalho, a ação 

das citocinas recombinantes induzindo a secreção de proteínas 

inflamatórias auxilia na elucidação do papel destes mediadores no local 

do tumor.  

A liberação de IL-6 e MCP-1 em condições de co-cultura direta, 

verificada neste trabalho, pode estar relacionada ao infiltrado 

macrofágico presente em diversos tipos de tumores sólidos. Este fato foi 

observado com estímulo de diversas citocinas na co-cultura. Estas 

citocinas secretadas poderiam facilitar a ação das células do sistema 

imune na proteção das células malignas. Neste trabalho não foi possível 

determinar a polarização dos macrófagos quanto a M1 ou M2, mas 

certamente a ação destas citocinas liberadas podem promover a 

quimiotaxia no microambiente tumoral. A IL-6 atua também no 

aumento da proliferação e sobrevivência celular através da ativação de 

STAT3, ativando NF-κB (GRIVENNIKOV et al., 2009; LIU et al., 

2014). Além disso, um estudo de 2010 comprovou que a ação de TNF-α, 

na concentração de 10ng/mL, aumentou a expressão de RNA 

mensageiro de MCP-1 e IL-6 em fibroblastos associados ao tumor, 

facilitando a metástase e progressão das células malignas (MUELLER et 

al., 2010). A IL-6 atua de forma parácrina a fim de promover 
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angiogênese e progressão tumoral em células com mutação em RAS, e a 

inibição desta citocina pode apresentar utilidade terapêutica no 

tratamento de tumores que apresentam mutação no oncogene RAS 

(ANCRILE; LIM; COUNTER, 2007). 

Ainda no sistema de co-cultura estabelecido neste trabalho, as 

diversas citocinas utilizadas como estímulos inflamatórios (SAA, IL-1β, 

IL-6 e MCP-1) promoveram alterações significativas na produção e 

secreção de IL-6, IL-1β e MCP-1 no sobrenadante das co-culturas. 

Destaca-se a indução da IL-1β na liberação de MCP-1 no sobrenadante 

da co-cultura, um importante fator quimiotático. Já foi descrita a ação 

desta citocina na liberação do quimioatraente MCP-1 por Perry e 

colaboradores (1998) em células endoteliais humanas. Além disso, a 

proteína inflamatória SAA promoveu a liberação relevante de MCP-1, 

IL-6 e principalmente de IL-1β. Estas induções promovidas pela SAA já 

foram descritas anteriormente em outros modelos celulares. Faty e 

colaboradores (2012) demonstraram que a SAA estimulou a secreção de 

MCP-1, IL-6 e IL-8 em adipócitos humanos. Ainda, a SAA promoveu a 

liberação de IL-6 e TNF-α em pré-adipócitos e adipócitos murinos 

maduros, reportado por Filippin-Monteiro e colaboradores (2012). 

Finalmente, a secreção mais intensa de IL-1β provocada por SAA 

observada em nosso estudo, já foi reportada em um estudo anterior no 

qual os autores observaram este fenômeno em queratinócitos (YU et al., 

2015). Vale ressaltar que a produção e liberação de citocinas pró-

inflamatórias no sobrenadante das culturas foi expressivamente 

observada neste trabalho somente em condições de co-cultura, 

reforçando a importância do modelo de microambiente tumoral e 

crosstalk entre as unidades celulares. 

Visto que as citocinas pró-inflamatórias promovem alterações 

importantes em células de melanoma, e que certas citocinas podem ser 

derivadas do tecido adiposo de indivíduos obesos, foram realizados 

experimentos a fim de estabelecer um elo entre estas duas situações: 

obesidade e progressão tumoral. Para isto, foram recrutados dez 

indivíduos obesos com uma média de IMC de 47,3 kg/m
2
. Estes 

indivíduos possuíam citocinas pró-inflamatórias no soro, as quais podem 

alterar isolados celulares de melanoma, bem como no sistema de co-

cultura. Classicamente, as citocinas pró-inflamatórias mais relevantes no 

soro de indivíduos obesos (muitas delas diretamente proporcionais ao 

IMC), são a SAA (GOMEZ-AMBROSI et al., 2006; LAPPALAINEN et 

al., 2008) e MCP-1 (KIM et al., 2006).  Neste trabalho, observou-se essa 

relação entre obesidade e os marcadores inflamatórios MCP-1 e SAA, 

evidenciado pelas diferenças entre os grupos obesos e magros. 
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A partir da caracterização do soro destes indivíduos, as células de 

melanoma foram expostas a estes estímulos para a realização da co-

cultura direta de células de melanoma (SK-mel-28) e PBMC. Alguns 

estudos já realizaram experimentos in vitro utilizando soro de obesos 

para avaliar a ação em células de câncer. Por exemplo, Price e 

colaboradores (2012) comprovaram que o soro de camundongos obesos 

contendo altas concentrações de IL-6, VEGF e leptina foi capaz de 

aumentar a proliferação, invasão, migração e atividade de MMP em 

células de câncer de próstata. Fato também relatado por Lamarre e 

colaboradores (2007), que comprovaram que o soro de ratos obesos 

aumentou a resposta mitogênica de células de câncer de próstata in vitro.  

No presente trabalho, obtivemos um aumento na secreção 

principalmente de IL-1β e IL-6 na co-cultura tratada com soro dos 

indivíduos obesos e magros. A indução na produção e liberação destas 

citocinas no sobrenadante das co-culturas tratadas com soro de ambos os 

grupos não foi diferente. Este fato pode ser explicado pelas diversas 

citocinas pró e anti-inflamatórias presentes no soro dos dois grupos de 

indivíduos. Estudos citados anteriormente relatam somente alterações 

mitóticas de tumores in vitro na presença de soro com perfil 

inflamatório. Este trabalho evidenciou tal situação. Apesar de não haver 

diferença entre o perfil de liberação de citocinas induzidas pelos soros 

de magros e obesos, houve sim diferença no padrão migratório de 

células de melanoma na presença destes soros. Observou-se um aumento 

significativo na migração com o soro de pacientes obesos. Este fato 

levou a hipótese de possíveis alterações na expressão de genes 

relacionados à sobrevivência e proliferação celular. 

  Diante do padrão mitótico exacerbado promovido pelo soro de 

pacientes obesos, as células de melanoma SK-mel-28 em monocamada 

foram expostas aos mesmos soros dos grupos obesos e magros para a 

verificação da expressão dos genes de interesse. A expressão de B-RAF 

e N-RAS demonstrou um aumento com tratamento de soro de alguns 

dos indivíduos obesos. Este fato pode estar associado à indução na 

expressão destes oncogenes pela liberação de citocinas pró-

inflamatórias. O aumento na capacidade migratória das células de 

melanoma, observado neste estudo, pode ser relacionado ao aumento na 

expressão dos genes de B-RAF e N-RAS induzida pela ação de 

citocinas. Vu e colaboradores (2015) observaram um aumento na 

migração de células de melanoma com mutação em N-RAS em resposta 

a estímulo de EGF. 
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8. CONCLUSÃO 

No presente trabalho, foi possível avaliar o aumento na 

capacidade de clonogenicidade da SK-mel-28 e SK-mel-147 após o 

tratamento com citocinas inflamatórias. Também observamos maior 

porcentagem de migração nestas duas linhagens de melanoma com os 

mesmos estímulos inflamatórios. Não foi possível observar tais 

alterações na linhagem SK-mel-19 e no ciclo celular das três linhagens 

de melanoma.  

Observamos, também, a liberação de certas citocinas no 

sobrenadante da co-cultura de melanoma com PBMC quando 

estimuladas com citocinas pró-inflamatórias. 

Relatamos um aumento na expressão de B-RAF e N-RAS nas 

células da linhagem SK-mel-28 após estímulos com proteínas 

inflamatórias. Além disso, o tratamento com soro de indivíduos obesos 

também resultou no aumento da expressão destes oncogenes. 

Portanto, este estudo relatou um aumento na capacidade 

migratória de células de melanoma quando estimuladas com citocinas 

pró-inflamatórias, além de comprovar a ação destes mediadores na 

expressão de oncogenes relacionados à uma maior agressividade 

tumoral. Também constatou que mononucleares na presença de células 

de melanoma são capazes de liberar citocinas que facilitam a metástase 

e proliferação de células malignas. 

Algumas destas citocinas presentes no soro de indivíduos obesos 

podem ser responsáveis pelo aumento na expressão de B-RAF e N-RAS 

na linhagem de melanoma SK-mel-28. 

Isto indica que as proteínas inflamatórias podem servir como alvo 

secundário na terapia antitumoral, auxiliando no tratamento do 

melanoma, além de poderem auxiliar no emagrecimento de invidíduos 

obesos. Para tanto, mais estudos devem ser realizados para comprovar 

esta relação.  

As perspectivas deste trabalho estão relacionadas à avaliação da 

diferença da monoterapia de melanoma com fármacos atualmente 

utilizados, como vemurafenibe (inibidor de B-RAF) juntamente com 

antiinflamatórios, in vitro com SK-mel-28; analisar a diferença de 

tratamentos antitumorais em células de melanoma in vitro na presença 

de macrófagos polarizados a M1 e M2; e avaliar os efeitos de um pool 

de citocinas em linhagem celular de melanoma in vitro quanto à 

migração, proliferação e expressão gênica relativa de B-RAF e N-RAS. 
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APÊNDICE A – Reagentes 
 

 

Tabela de reagentes   

Ácido etanossulfônico de 

hidroxietil-piperazina 

Hepes 
6
Ludwig® 

Albumina sérica bovina BSA 
9
Sigma® 

Álcool etílico C2H6O 
7
Merck® 

Álcool isopropílico C3H8O 
7
Merck® 

Azul de Tripan - 
9
Sigma® 

Bicarbonato de sódio NaHCO3 
5
LAFAN® 

Cloreto de potássio KCl 
12

Vetec® 

Cloreto de sódio  NaCl 
12

Vetec® 

Clorofórmio CHCl3 
7
Merck® 

Dimetilsulfóxido DMSO 
10

Synth® 

DNAse kit - 
11

Thermo 

Scientific® 

Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium 

DMEM 
3
Gibco® 

Fator de crescimento epidermal 

recombinante 

EGF 
9
Sigma® 

 

Fator de Necrose Tumoral alfa 

recombinante 

TNF-α 
1
BD-

Biosciences® 

Fator quimiotático de 

macrófagos 1 recombinante 

MCP-1 
1
BD-

Biosciences® 

High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

- 
4
Invitrogen® 

Interleucina 1 beta 

recombinante 

IL-1β 
1
BD-

Biosciences® 

Interleucina 6 recombinante IL-6 
1
BD-
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Biosciences® 

Iodeto de propídio PI 
9
Sigma® 

Penicilina/estreptomicina - 
2
Cultilab® 

RNAse - 
8
Promega® 

Proteína amiloide sérica A 

recombinante 

SAA 
9
Sigma®

 

Soro Fetal Bovino SFB 
2
Cultilab® 

SYBR-Green PCR Master Mix - 
11

Thermo 

Scientific® 

Tripsina - 
2
Cultilab® 

Triton X-100 - 
9
Sigma® 

TRIzol - 
4
Invitrogen® 

Notas:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

1
BD-Biosciences, San Jose, 

California, EUA 
2
Cultilab, Campinas, SP, 

Brasil 
3
Gibco Corporation, Grand 

Island, NY, EUA 
4
Invitrogen Corporation, 

Grand Island, NY, EUA 
5
LAFAN Química Fina, 

Várzea Paulista, SP, Brasil 
6
Ludwig Biotecnologia Ltda., 

Alvorada, RS, Brasil 

 

7
Merck, Darmstadt, Germany 

8
Promega Corporation, Madison, WI, 

 EUA 
9
Sigma-Aldrich Corporate, St. 

 Louis, MO, EUA 
10

Synth, Diadema, SP, Brasil 
11

Thermo Scientific, Waltham,  

MA, EUA 
12

VETEC, Química Fina Ltda.,  

Duque de Caxias, RJ, Brasil 
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APÊNDICE B – Curvas de calibração ELISA 

 

Curva de calibração de MCP-1 

 
 

Curva de calibração de IL-6 

 
 

Curva de calibração de IL-1β 
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Curva de calibração de TNF-α 
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APÊNDICE C – Curva de eficiência dos Primers do PCR 

 

 

 

Curva de eficiência de B-RAF 

 
 

 

Curva de eficiência de GAPDH 

 
 

 

Curva de eficiência de N-RAS 
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APÊNDICE D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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APÊNDICE E – Parecer do comitê de ética aprovado pela 

Universidade do Estado de Santa Catarina – UDESC 
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APÊNDICE F – Caracterização dos indivíduos obesos 

 

 Obesos (n=10) 

Masculino:feminino 2:8 

Idade 52 (31 - 61) 

Peso(kg) 120 (105 - 192) 

IMC 47,94 (37,74 - 57,05) 

TG (mg/dL) 189 (87 - 423) 

LDL (mg/dL) 104 (56 - 185) 

HDL (mg/dL) 36 (20 - 42) 

Glicemia (mg/dL) 98 (86 - 129) 

Insulina (µIU/mL) 23,4 (9,4 - 56,4) 

PCR (mg/dL) 8,4 (1,62 - >11,1) 

 

 Peso 

(kg) 

IMC TG 

(mg/dL) 

HDL 

(mg/dL)  

LDL 

(mg/dL)  

O1 175 55,85 205 42 185 

O2 106,6 40,39 87 34 154 

O3 105 37,74 189 33 164 

O4 192 57,05 161 32 135 

O5 120 44,03 308 36 56 

O6 143 52,52 109 40 68 

O7 121 41,86 - - - 

O8 112 47,2 100 38 99 

O9 120 48,68 423 20 104 

O1

0 

118 49,75 203 37 90 

 

 Glicemia 

(mg/dL) 

Insulina 

(µIU/mL) 

PCR 

(md/dL) 

O1 - 22,8 8,4 

O2 86 9,4 9,1 

O3 127 24,7 >11,1 

O4 129 56,4 >11,1 

O5 89 10,4 9,19 

O6 92 42,6 1,62 

O7 - - - 

O8 116 23,4 3,1 

O9 93 20,4 7,7 

O10 104 83,7 >11,1 
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 MCP-1 

(pg/mL) 

IL-1β 

(pg/mL) 

IL-6 

(pg/mL) 

TNF-α 

(pg/mL) 

SAA 

(ng/mL) 

O1 31,3 ND ND ND 107,3 

O2 20.0 ND ND ND 15,6 

O3 12,6 ND ND ND 204 

O4 59,8 ND ND ND 150,6 

O5 26,6 ND ND ND 124 

O6 9,5 ND ND ND 647,3 

O7 16,4 ND ND ND 1300,6 

O8 42,2 ND ND ND 1882,3 

O9 21,1 ND ND ND 532,3 

O10 21,9 ND ND ND 1909 
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APÊNDICE G – Apresentação de trabalhos 

 
 

MOCELLIN, D.; BRATTI, L. O. S. ; CRECZYNSKI-PASA, T. B.; FILIPPIN-

MONTEIRO, F. B. In vitro effects of cytokine-rich serum on B-RAF mutated 

melanoma cell line. 2015. (Apresentação de Trabalho/Simpósio).  

  

MOCELLIN, D.; BRATTI, L. O. S. ; KRETZER, I. F.; CRECZYNSKI-PASA, 

T. B. ; FILIPPIN-MONTEIRO, F. B. . In vitro effects of cytokine-rich serum on 

B-RAF mutated melanoma cell line. 2015. (Apresentação de 

Trabalho/Congresso).  

 

MOCELLIN, D.; KRETZER, I. F.; CRECZYNSKI-PASA, T. B. ; FILIPPIN-

MONTEIRO, F. B. . Efeitos in vitro das proteínas TNF-α e EGF em linhagens 

celulares de melanoma. 2014. (Apresentação de Trabalho/Simpósio).  
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