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RESUMO

O câncer é um problema de saúde pública mundial, não afetando 
apenas países desenvolvidos, mas também os em desenvolvimento. Para o 
ano de 2018 foi esperado 9.6 milhões de mortes pelo câncer. O melanoma é a 
forma mais agressiva de câncer de pele por possuir alta capacidade 
metastática e não ser responsivo aos tratamentos convencionais, que 
provocam vários efeitos colaterais significativos. Assim, é interessante a 
utilização de compostos que diminuem a atividade invasiva e metastática desse 
tipo de tumor, mas com mínimos efeitos colaterais para o tratamento do 
melanoma. A heparina de baixo peso molecular (LMWH) possui atividade 
antitrombótica, mas com ação anticoagulante reduzida e, por isso, são 
amplamente utilizadas na prevenção e tratamento de complicações 
tromboembólicas em pacientes com câncer metastático. Além disso, muitos 
estudos relatam que são capazes de aumentar a sobrevida dos pacientes, via 
mecanismos que são diferentes de seu efeito antitrombótico. A fim de analisar 
possíveis mecanismos pelos quais LMWH atua no processo de metástase, 
bem como avaliar os efeitos do tratamento terapêutico, realizamos 
experimentos in vitro com células da linhagem B16-F10 (melanoma murino) 
empregando os ensaios de formação de colônia e de adesão celular, bem 
como in vivo com modelo de metástase experimental, com tratamento 
terapêutico. As células tratadas com LMWH (100 pg/ml) não apresentaram 
alteração no número de colônias, nem na área total das mesmas. O tratamento 
também não alterou a quantidade de células aderidas às moléculas utilizadas 
como coats, tanto pela abordagem de pré-tratamento das células, como no 
tratamento dos substratos. Com relação ao experimento in vivo, foi possível 
observar que os camundongos que receberam a LMWH (1 mg/kg) 5 dias após 
a inoculação das células tumorais, apresentaram uma redução dos focos 
metastáticos no pulmão, além de não apresentarem efeitos colaterais com os 
parâmetros anatômicos e hematológicos avaliados. Assim, a LMWH apresenta 
resultados promissores no modelo de metástase experimental, empregando 
tratamento terapêutico. Entretanto, mais estudos devem ser realizados para se 
identificar os mecanismos pelos quais este composto atua.

Palavras-chave: Câncer. Metástase. Melanoma. Heparina de baixo peso 
molecular.



ABSTRACT

Cancer is a worldwide public health problem, affecting not only 
developed but also developing countries. For the year 2018 were expected 9.6 
million deaths from cancer. Melanoma is the most aggressive form of skin 
cancer because it has high metastatic capacity and is not responsive to 
conventional treatments that cause several significant side effects. Thus, it is 
interesting to use compounds that decrease the invasive and metastatic activity 
of this type of tumor, but with minimal side effects for treatment of melanoma. 
Low molecular weight heparin (LMWH) has antithrombotic activity but have 
reduced anticoagulant action and is therefore widely used in the prevention and 
treatment of thromboembolic complications in patients with metastatic cancer. 
In addition, many studies report that it can increase patient survival via 
mechanisms that are different from its antithrombotic effect. In order to analyze 
possible mechanisms by which LMWH acts in the metastasis process, as well 
as to evaluate the effects of therapeutic treatment, we conducted in vitro 
experiments with B16-F10 (murine melanoma) cells using colony formation and 
cell adhesion assays, as well as in vivo experimental metastasis model with 
therapeutic treatment. LMWH-treated cells (100 pg/ml) showed no change in 
the number of colonies or in their total area. The treatment also did not alter the 
amount of cells adhered to molecules used as coats, either by the pretreatment 
approach of cells or in treatment of substrates. In relation to in vivo experiment, 
it was observed that mice receiving LMWH (1 mg/kg) 5 days after tum or cell 
inoculation showed a reduction in lung metastatic foci and no side effects in 
anatomical and hematological parameters evaluations. Thus, LMWH presents 
promising results in experimental metastasis model, employing therapeutic 
treatment. However, further studies should be conducted to identify the 
mechanisms by which this compound acts.

Keywords: Câncer. Metastasis. Melanoma. Low molecular weight heparin.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

O câncer é um conjunto de doenças e é considerado a segunda maior 

causa mortes no mundo e, por isso, sendo considerado um problema de saúde 

pública mundial, não afetando apenas países desenvolvidos, mas também os 

em desenvolvimento. Para o ano de 2018 foram estimadas mais de 9,6 milhões 

de mortes pelo câncer (BRAY et a i,  2018). Quando os casos de câncer são 

diagnosticados em um estágio metastático o prognóstico é ruim, levando a 

morbidade dos indivíduos e a grande dificuldade para o tratamento na clínica 

(STEEG, 2016). O melanoma, câncer desenvolvido em melanócitos, é o tipo de 

câncer de pele mais agressivo, por ter um alto potencial metastático. No Brasil 

foram previstos 6.260 casos novos para 2019 para este tipo de câncer. Apesar 

da baixa incidência (4 a 5% do total de câncer de pele), se comparado ao 

câncer de pele do tipo não melanoma, sua letalidade é elevada devido a sua 

alta capacidade metastática (INCA, 2017).

Os tratamentos para o melanoma variam desde a remoção cirúrgica - 

quando o diagnóstico é realizado nos estágios iniciais - quimioterapia, 

radioterapia, imunoterapia e terapia alvo. Essas terapias, no entanto, causam 

muitos efeitos colaterais e ainda alguns pacientes apresentam baixa 

responsividade (KOZAR et al., 2019). Por isso, é relevante o estudo de outros 

compostos que apresentam atividade antitumoral, mas com efeitos colaterais 

amenos ou, de preferência, nulos.

O uso de heparina para tratamento de complicações tromboembólicas 

associadas ao câncer é amplamente conhecido, desde que foi descoberto a 

relação entre trombose e câncer por Armand Trousseau. Os dados mostram 

que o uso de heparina aumenta a sobrevida dos pacientes com câncer e 

tromboembolismo, como também é capaz de dim inuir a progressão metastática 

em melanoma (BORSIG, 2010). Ainda assim, o tratamento com heparina pode 

levar a casos de desregulação hematológicas relacionadas com o sistema de 

coagulação, como por exemplo a trombocitopenia, que é o baixo níveis de 

plaquetas (GRAY et al., 2008).

Dessa forma, a heparina de baixo peso molecular (LMWH, do inglês Low  

Molecular Weight Heparín,), derivada da degradação parcial heparina não
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fracionada, ou pela ação enzimática ou química, possui atividade 

anticoagulante reduzida, o que diminui os efeitos colaterais do uso da heparina 

não fracionada, e mantem seu efeito antitumoral em melanoma. Os estudos 

realizados com essa molécula são em sua maioria preventivos, ou seja, seu 

principal foco de ação na metástase seria impedindo a agregação plaquetária e 

consequentemente, a formação do escudo plaquetária quando as células 

tumorais estão na corrente sanguínea e, desta forma, inibindo a colonização 

em outros órgãos. Além disso, esse anticoagulante é capaz de reduzir o perfil 

de proliferação, adesão celular, angiogênese, e regulação da transição epitélio 

mesenquimal (EMT) de células tumorais (ZHANG et a i,  2016), sendo, portanto, 

um composto interessante no tratamento terapêutico do câncer.

No entanto, há uma carência de estudos relacionados aos efeitos de 

LMWH como tratamento terapêutico no processo na metástase, e esse é o 

principal motivo pelo qual o presente estudo foi realizado.

Dados recentes do nosso laboratório demonstraram que células da 

linhagem B16-F10 (melanoma murino), quando expostas à LMWH in vitro, não 

sofrem alteração da capacidade de proliferação celular, bem como não 

apresentam perda de viabilidade. Mas o tratamento com LMWH foi capaz de 

dim inuir processos de invasão e migração celular, além de levar à diminuição 

da expressão gênica de diversas moléculas que são importantes para a 

progressão do melanoma, como por exemplo a metaloprotease MMP-9 e 

proteoglicanos (SANTI, 2015). Além disso, in vivo, a LMWH foi capaz de inibir o 

crescimento tumoral em animais com tum or subcutâneo previamente 

estabelecido (COSTA, 2014), no entanto, ainda é desconhecido seu efeito em 

modelos de metástases do melanoma.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Dado os resultados promissores encontrados no melanoma, em modelo 

de tum or sólido, o presente projeto tem como objetivo geral avaliar os possíveis 

efeitos antitumorais da LMWH no modelo de metástase experimental com 

tratamento terapêutico, bem como, empregar ensaios in vitro buscando o 

entendimento da forma de ação do composto testado.
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1.2.2 Objetivos específicos

Para alcançar o objetivo geral do projeto, o efeito da LMWH será 

avaliado sobre a linhagem B16-F10 nas seguintes abordagens:

•  Avaliar se esse composto modula a formação de colônias in vitro em 

situação de baixa densidade celular;

•  Avaliar se a LMWH afeta o processo de adesão celular sobre diferentes 

substratos;

•  Avaliar se a LMWH atua no processo de colonização pulmonar in vivo 

após a estabilização das células de melanoma murino nesse órgão, 

empregando o modelo de metástase experimental, assim como analisar 

aspectos morfológicos teciduais do pulmão, quantificando áreas de 

metástases e análise dos parâmetros anatômicos e hematológicos.

1.3 HIPÓTESE

Dados os resultados encontrados com a LMWH temos como hipótese que 

este composto atuará reduzindo a formação de colônias, tanto em número 

quanto em área, bem como levar uma redução na adesão das células sob os 

substratos de matriz extracelular. E ainda atuará na redução da área de 

metástase pulmonar.

1.4 JUSTIFICATIVA

|Devido ao melanoma ser um câncer agressivo, com prognóstico 

desfavorável em estágios avançados, dado seu potencial metastático, e, por 

outro lado, os tratamentos mais utilizados atualmente possuem baixa 

efetividade, acentuados efeitos colaterais, e não responsivos, é necessário a 

busca por novos potenciais agentes antitumorais. Há vários trabalhos na 

literatura que mostram que a LMWH possui atividade antimetastática em 

melanoma. Esse efeito é ocasionado pela sua ação anticoagulante, inibindo a 

ligação das células tumorais às plaquetas e vasos sanguíneos, além de facilitar 

a atividade do sistema imune contra as células tumorais. Os dados da literatura
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que mostraram efeito antimetastático são resultantes de ensaios que fizeram 

sua utilização prévia à inoculação das células tumorais, isto é, mostram que 

esse composto possui um efeito preventivo. Dados prévios do grupo, utilizando 

ensaios in vitro e in vivo mostraram que a LMWH altera o perfil metastático das 

células, reduzindo a migração e invasão celular, e reduz o desenvolvimento do 

tum or sólido, sugerindo ser promissora. Face ao exposto, é necessário avaliar 

se LMWH pode também ser eficiente em inibir metástase pulmonar com uma 

abordagem terapêutica, ou seja, atuando após o estabelecimento das células 

metastáticas sob o órgão.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 CÂNCER

A incidência e mortalidade por câncer estão crescendo rapidamente em 

todo o mundo. Em 2012, mais de 14 milhões de novos casos foram 

diagnosticados, com aproximadamente 8 milhões de óbitos associadas ao 

câncer (BERNARD; CHRISTOPHER, 2015). |Para os últimos dois anos, foi 

esperado 18,1 milhões de novos casos e 9,6 milhões de mortes (BRAY et a i, 

2018). Além disso, é esperado a incidência de 30 milhões e 16 milhões de 

mortes pelo câncer para os próximos 20 anos (GCO, 2019).

O câncer é classificado como um conjunto de mais de 200 doenças que 

apresentam em comum a desregulação dos processos de manutenção 

tecidual, originando proliferação crônica das células, evasão de supressores de 

crescimento, resistência a morte celular, permitindo a imortalidade replicativa, 

indução de angiogênese e ativação de invasão e metástase. Por trás dessas 

características está a instabilidade do genoma, que gera a diversidade genética 

que acelera o processo neoplásico (FIGURA 1) (HANAHAN; WEINBERG, 

2011).

FIGURA 1 : Características do câncer
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Fonte: Adaptado Hanahan e Weinberg, 2011



16

Este surge a partir de um acúmulo de mutações que leva a um quadro 

de mudanças no DNA de células somáticas, que podem ser causadas por 

agentes físicos, químicos e/ou biológicos, como radiação ionizante, tabaco e 

vírus. Além disso, fatores ambientais, como estilo de vida, podem favorecer o 

desenvolvimento de câncer por atuarem nas pressões seletivas do ambiente 

tecidual, como alterações na circulação de nutrientes e hormônios podem 

favorecer a propagação de células cancerosas (LAMBERT; PATTABIRAMAN; 

WEINBERG, 2017).

Ainda, a inflamação pode atuar fornecendo moléculas bioativas ao 

microambiente tumoral, incluindo fatores de crescimento que sustentam 

sinalização proliferativa, fatores de sobrevivência que limitam a morte celular, 

fatores pró-angiogênicos, enzimas modificadoras de matriz extracelular que 

facilitam a angiogênese, invasão e metástase e sinais que levam à ativação da 

transição epitélio-mesenquimal (EMT) (GRIVENNIKOV et a i,  2010).

A  proliferação celular crônica, que representa a essência das doenças 

neoplásicas, envolve não apenas a seleção do fenótipo altamente proliferativo, 

mas também ajustes correspondentes do metabolismo energético, a fim de 

estimular o crescimento e a divisão celular. Assim, mesmo na presença de 

oxigênio, as células cancerosas podem reprogramar o metabolismo da glicose 

e, portanto, a produção de energia, limitando o metabolismo energético à 

glicólise, levando a um estado denominado glicólise aeróbica (WARBURG, 

1956; DEBERARDINIS et al., 2008; JONES; THOMPSON, 2009).

O sistema imunológico apresenta um papel importante e complexo no 

controle ou favorecimento dos tumores. Estudos demonstraram que células 

inatas e adaptativas do sistema imunológico são capazes de contribuir na 

erradicação do tum or (TENG et a i,  2008; TENG et al., 2013). Se por um lado 

as células imune inata Neutural Kilers (NK) e adaptativa Cytotoxic T Cells (CTL) 

atuam diretamente nas células cancerosas por meio da produção de citocinas 

tóxicas, por outro lado, devido à enorme plasticidade e capacidade de produzir 

diversas citocinas, quimiocinas, metaloproteinases, espécies reativas de 

oxigênio, histamina e outras substâncias bioativas mediadores, as células 

imunes cronicamente ativadas são moduladoras essenciais da sobrevivência 

celular e vários processos fisiológicos necessários ao desenvolvimento do 

tum or (DE VISSER et al., 2006; GRIVENNIKOV et al., 2010; VESELY et al., 

2011; SCHREIBER et a l„ 2011).



17

Ainda, sobre a atuação do sistema imunológico nos tumores, as células 

cancerosas imunogênicas também podem evitar a eliminação pelo sistema 

imune, desabilitando os componentes que este sistema proporcionou para tal 

ação. Por exemplo, as células cancerosas podem impedir a infiltração de CTLs 

e células NK, secretando fatores imunossupressores (YANG et a i,  2010; 

BÖTTCHER et a l„ 2018)

Além das células cancerosas os tumores apresentam outras células 

recrutadas criando o microambiente tumoral. Um microambiente tecidual do 

tum or em desenvolvimento é constituído por células tumorais em proliferação, 

estroma tumoral, vasos sanguíneos, células inflamatórias infiltrantes e uma 

variedade de células teciduais associadas, como fibroblastos, pericitos e 

células tronco cancerosas (WHITESIDE, 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

Essas células estromais podem estar atuando a favor ou contra o tumor, 

influenciando os processos de proliferação, angiogênese, metástase e balanço 

energético, por exemplo (HANAHAN; COUSSENS, 2012).

O câncer pode ser classificado em dois graus de agressividade. O tum or 

é considerado benigno quando o crescimento é local e não apresenta invasão 

para outros tecidos, e maligno quando apresenta invasão em tecidos próximos 

e metástases em outros órgãos do organismo (SUDHAKAR, 2009).

Dentre os tipos de câncer mais incidentes no mundo, não considerando 

o câncer de pele não melanoma, o câncer de pulmão é o mais frequente em 

ambos os sexos (11.6%) e para os homens (14.5%), e o câncer de mama é o 

mais prevalente nas mulheres (24.2%) (BRAY et a i, 2018; WHO, 2018). No 

Brasil, para 2019, estima-se 600 mil novos casos de câncer, sendo o câncer de 

próstata e mama mais ocorrentes para homens e mulheres, respectivamente 

(INCA, 2017).

O câncer de pele é um dos tipos de câncer mais incidentes no Brasil e 

pode ser classificado de duas formas, como melanoma e não melanoma. 

Estima-se 85.170 casos novos de câncer de pele não melanoma entre homens 

e 80.410 nas mulheres para 2019, para o Brasil. Quanto ao melanoma, modelo 

experimental do projeto, apesar da sua baixa incidência (2.920 casos novos em 

homens e 3.340 casos novos em mulheres) sua letalidade é elevada devido a 

sua alta capacidade metastática (INCA, 2017).

2.2 MELANOMA
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O melanoma é um tipo de câncer que surge a partir dos melanócitos. 

Estas são células especializadas na produção de melanina e são originadas a 

partir das células da crista neural, sendo encontradas predominantemente na 

camada basal da epiderme. A melanina é um pigmento responsável pela 

coloração da pele e proteção contra radiação ultravioleta (CICHOREK et a i, 

2013).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma são 

exposição à radiação ultravioleta (UV), histórico familiar, imunossupressão, 

presença de múltiplos nevus e apresentar a pele clara (WHITEMAN et al., 

2001). A intensa exposição à radiação UV causa danos ao DNA através do 

estresse oxidativo, gerando mutações genéticas e imunossupressão, além de 

induzir respostas inflamatórias que afetam a atividade dos melanócitos 

podendo levar à transformação maligna dessas células (GORDON, 2013; 

CHHABRA et a i, 2017).

Esse tipo de câncer, quando metastático, é um dos mais heterogêneos e 

altamente mutados dentre os tipos de câncer. O melanoma apresenta cerca de 

0.1 mutações por 100 mega base (MB) e, dentre essas estão mutados 

principalmente os genes BRAF (50%), NRAS (25%), e NF1 (14%), sendo todos 

relacionados com o aumento da proliferação e sobrevivência celular, etapas 

importantes para desenvolvimento primário do tum or (SHAIN et al., 2015; 

DAVIS et al., 2018; KOZAR et al., 2019).

O melanoma é um dos tipos de câncer mais agressivos por apresentar 

uma série de características que o capacita a realizar metastase. As células do 

melanoma apresentam aumento de expressão de moléculas de adesão na 

superfície celular que permitem a intravação e extravação em vasos 

sanguíneos; indução de produção de metaloproteinases; migração e 

plasticidade celular. Isso permite que os tumores de melanoma sejam 

altamente angiogênicos e utilizam o microambiente tumoral para promover a 

proliferação celular e o crescimento do tum or (FIGURA 2) (THOMPSON et a i, 

2005; BRAEUER et al., 2013).
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FUGURA 2: Fases do melanoma
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FONTE: Adaptado de MILLER; MIHRM, 2006 
LEGENDA: Os melanócitos alterados podem apresentar um crescimento limitado e ainda 
aprisionado, não atravessando a membrana basal, como também um crescimento 
desordenado, que pode ser radial e/ou vertical. Quando essas células alcançam vasos 
sanguíneos ou linfáticos podem se espalhar pelo corpo e colonizar outros tecidos (metástase).

O melanoma primário pode disseminar-se tanto pela via linfática como 

pela via sanguínea, sendo a primeira a via mais frequente de metástase nas 

fases inicias. Desse modo, é frequente o surgimento de metástases nos 

gânglios próximos ao tum or primário. Outras regiões onde comumente 

encontram-se metástases são nos pulmões, fígado, cérebro e ossos 

(VILLALOBOS LEÓN et a i,  2013). Atualmente, com os avanços do tratamento 

do melanoma em pacientes com diagnóstico de metástase levou uma melhora 

significativa na sobrevida desses, com taxas de sobrevida de 1 e 2 anos de 

aproximadamente 70 e 50-60%, respectivamente (ROZEMAN et al., 2017)

2.3 METÁSTASE

Metastase é o processo de disseminação de células cancerosas de 

tumores primários e a subsequente formação de novas colônias tumorais em 

tecidos distantes. Quando os pacientes apresentam metástase acaba-se 

levando a morbidade desses indivíduos como também é de grande dificuldade 

para o tratamento na clínica. Este é um processo complexo que necessita de 

uma série de etapas e ao final, poucas das células que deixaram o tumor
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primário e foram transportadas pela corrente sanguínea conseguirão invadir e 

colonizar novos tecidos e órgãos (FIDLER, 2003; GEIGER; PEEPER, 2009).

Esta sequência de eventos envolve a invasão local de células tumorais 

primárias em tecidos próximos; intravasamento dessas células no sistema 

circulatório e sobrevivência durante o trânsito pelas vias linfática e sanguínea; 

adesão e extravasamento através das paredes vasculares no parênquima de 

tecidos distantes; formação de colônias micrometastáticas neste parênquima; e 

a proliferação de colônias microscópicas, sendo este último processo 

denominado colonização (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG , 2017).

De maneira geral, as células cancerosas de certos tipos de câncer 

apresentam uma preferência sobre qual órgão irá se estabelecer no processo 

da metástase. Como por exemplo, as células do câncer de mama têm 

preferência por realizar metastases no figado do que no baço (GEIGER; 

PEEPER, 2009). Devido a várias observações como esta, Stephen Paget em 

1889 formulou a hipótese da semente e do solo, em que a célula (a semente) 

necessita de um órgão (o solo) propício para se estabelecer e proliferar. Esse 

processo não depende apenas das características da célula, mas também das 

características que o órgão apresenta. Uma dessas seria a forma dos capilares 

presentes nos órgãos onde, no fígado os capilares são sinosoides com 

espaços entre as células endoteliais e membrana basal descontínua, o que 

facilitaria a extravasão de células cancerosas circulantes. Já no pulmão, os 

capilares apresentam capilares e membrana basal justas, impedindo o 

extravasamento (MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016).

O crescimento de uma colônia, que passou por todos os processos da 

cascata de metastase, é a fase final e mais fatal da progressão de um tumor. A 

ativação do programa de transição epitelio-mesenquimal (EMT), que é capaz 

de conduzir a disseminação física de células de câncer para regiões 

anatômicas distantes, também pode conferir a essas células importantes traços 

de células-tronco (denominadas câncer stem cells) altamente relevante para a 

colonização metastática. (MANI et a i,  2008; ELSHAMY; DUHÉ, 2013; WELCH; 

HURST, 2019).

Além disso, muitos estudos demonstraram que as células 

disseminadas sofrem o processo reverso do EMT em algum momento após a 

invasão tecidual, ou seja, elas passam por um processo de transição 

mesenquima-epitelial (MET). Esta reversão para um estado epitelial restaura
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muitas das características celulares epiteliais que foram perdidas durante a 

passagem pela EMT e possibilita a reconstrução de organizações celulares 

hierárquicas semelhantes às presentes nos tumores primários iniciais, que é 

essencial para a colonização metastática. De fato, tais reversões podem, na 

verdade, ser essenciais para a colonização metastática (KALLURI; 

WEINBERG, 2009; DEL POZO MARTIN et al., 2015; MASSAGUÉ; OBENAUF, 

2016).

Portanto, a colonização metastática depende em parte das células 

disseminadas possuírem a capacidade de iniciar tumores como também devem 

de alguma forma possuir porgramas adaptativos que lhes permitem prosperar 

no microambiente presente no parênquima de tecidos diferentes do tumor 

primário (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

2.4 TRATAMENTOS PARA MELANOMA

O tratamento mais usual para melanoma em estágios iniciais consiste na 

remoção cirúrgica, sendo esta a abordagem mais efetiva para extinguir tumores 

primários, consistindo em uma excisão local com diferentes margens de 

segurança dependendo da classificação de Breslow (THOMAS et al., 2004).

O melanoma quando diagnosticado em um estágio avançado apresenta 

prognóstico ruim, sendo a quimioterapia muito utilizada na clínica 

separadamente ou em combinação com outras drogas, apesar de sua baixa 

eficácia. A Darcabazina e seu análogo, Temozolomide, são os principais 

quimioterápicos utilizados no tratamento do melanoma atualmente. No entanto, 

muitos estudos demonstraram que ambos apresentam baixa eficácia, com 

mediana de duração de resposta de 5-6 meses e menos de 2% de 

sobrevivência dos pacientes 6 anos depois do início do tratamento (MISHRA et 

al., 2018).

Nas últimas décadas vem sendo estudados inibidores de checkpoint 

imunológico e terapia direcionada no tratamento do melanoma metastático. 

Devido à alta resistência das células do melanoma tem sido buscado 

tratamentos direcionados a biomarcadores específicos que levam a progressão 

desse câncer. Os inibidores de BRAF (oncogene mutado mais comum no 

melanoma) e de MEK (gene presente na mesma cascata de sinalização de 

BRAF) são os tratamentos mais utilizados e apresentaram uma potencial
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redução de metástases e na progressão de tumores sólidos em pacientes. E 

ainda sim apresentam efeitos colaterais, como pirexia, calafrios, dor de cabeça, 

diarreia, náusea e vômito (ROZEMAN et al., 2017; MISHRA et al., 2018; 

SCHADENDORF et al., 2018).

Além disso, a epidemiologia clínica também apoia cada vez mais a 

existência de respostas imunes antitumorais em algumas formas de câncer 

humano (NELSON, 2008; BINDEA et al., 2010; FERRONE; DRANOFF, 2010). 

Por exemplo, pacientes com tumores de cólon e ovário que são fortemente 

infiltrados com CTLs e células NK têm um prognóstico melhor do que aqueles 

que não as possuem abundantemente (NELSON, 2008; PAGÈS et a i,  2010). 

Desta forma grande relevância tem sido dada à imunoterapia, que aumenta o 

potencial da resposta imune contra tipos de câncer de pele altamente 

imunogênicos, como o melanoma, assim como aumenta a remoção de células 

cancerosas danificadas pela citotoxicidade das drogas. Interleucina IL2, 

Interferon alfa, ipilimumab e timosina alfa 1 são as principais imunoterapias 

utilizadas no tratamento de melanoma. Com a introdução da imunoterapia 

outros efeitos adversos relacionados à resposta imune vêm sendo descritos, 

como diarreia e dores articulares, demonstrando que a certo nível a 

imunoterapia pode ser tóxica ao paciente (ROZEMAN et al., 2017; MISHRA et 

al., 2018; DOMINGUES et al., 2018;).

As opções de tratamento para pacientes com melanoma avançado 

aumentaram na última década e a introdução de terapia direcionada e 

imunoterapia levou a uma melhora significativa na sobrevida dos pacientes, 

com taxas de sobrevida de 1 e 2 anos de aproximadamente 70 e 50-60%, 

respectivamente (ROZEMAN et al., 2017), em comparação a quinze anos atrás 

em que a sobrevida de pacientes com melanoma metastático era de 7 a 10 

meses quando tratados com quimioterapia (EIGENTLER et al., 2003).

O desafio no tratamento do melanoma é a baixa taxa de resposta com 

as modalidades de tratamento existentes. A quimioterapia não consegue tratar 

o melanoma devido à sua resistência e, em vez disso, mata as células normais 

do corpo, gerando efeitos colaterais tóxicos. A imunoterapia e a terapia 

direcionada, apesar de apresentarem uma excelente resposta contra o 

melanoma, ainda assim apresentam efeitos colaterais significantes, o que afeta 

a qualidade de vida dos pacientes, além de apenas aumentarem a sobrevida 

(HODI et a i,  2010; SHARMA et a i,  2017). Diante disso, ainda é necessária a
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busca por terapias que sejam eficazes no combate do melanoma e apresentem 

baixos efeitos colaterais para os pacientes.

2.4.1 Heparinas

A heparina é um heteropolissacarídeo, da família dos 

glicosaminoglicanos, formada por dissacarídeos repetitivos, onde uma das 

duas unidades é um ácido urônico (D-Glucurônico ou L-ldurônico) e outra é um 

aminoaçúcar N-acetilado (D-Glucosamina), contendo grupamento sulfato em 

diversas posições. Mais especificamente é composta por unidades 

hexassacarídicas octossulfatadas repetitivas, constituída essencialmente de 

dois tipos de dissacarídeos: um trissulfatado e outro dissulfatado,

respectivamente na proporção 2:1. Fisiologicamente a heparina é encontrada 

principalmente em mastócitos com função que ainda não é muito bem 

determinada. No entanto, é conhecida principalmente devido sua função 

farmacológica, pois é um agente terapêutico com capacidade de inibir a 

coagulação sanguínea, principalmente pela sua capacidade de se ligar a 

antitrombina (uma molécula que atua como inibidor de várias fatores da 

coagulação), que por sua vez se liga a trombina (e outros fatores), uma 

protease essencial para a coagulação do sangue (MUNOZ; LINHARDT, 2004; 

NADER et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006).

A  trombose associada ao câncer é uma complicação frequente 

associada à progressão tumoral (RICKLES; FALANGA, 2001). Essa relação 

entre trombose e câncer é amplamente conhecida desde que Armand 

Trousseau, em 1865, descreveu que pacientes com câncer podem apresentar

a formação de trombos p a r a  e v e n t o s  t r o m b õ t i c o s  q u e  p r e c e d e m  o d i a g n ó s t i c o  

de  u m a  m a l i g n i d a d e  v i s c e r a l  o c u l t a  o u  q u e  a p a r e c e m  s i m u l t a n e a m e n t e  c o m  o 

t u m o r ,  A  e s s a  p a t o l o g i a  f o i  n o m e a d a  c o m o  SíndrOtTlG d© TrOUSSGGU (VARKI,

2007), que em um contexto tumoral é caracterizada pela capacidade das 

células tumorais de ativar constitutivamente a cascata de coagulação, por meio 

de uma cisteína proteinase, levando a ativação de fator Xa, fator Vila, trombina 

e fibrina, moléculas relacionadas ao crescimento tumoral, angiogênese, 

invasão e metástases (VARKI, 2007; FALANGA et al., 2009; BORSIG, 2010). 

A lém  disso, animais que apresentam fenótipo pró-trombótico estão mais
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susceptíveis a colonização por metástase do que os que apresentam um 

fenótipo hemofílico (BRÜGGEMANN et a i,  2008).

Por isso, a heparina é comumente utilizada para a prevenção ou 

tratamento de complicações tromboembólicas em pacientes com câncer 

(ZACHARSKI, L.R e ORNSTEIN, D.L. 1998; FALANGA; MARCHETTI, M. 

2007), levando a uma melhor sobrevida, como observado em muitos estudos 

clínicos (KUDERER et al., 2007). Atualmente sabe-se que a heparina é capaz 

de diminuir a progressão dos cânceres metastáticos de diversos tipos, como 

carcinoma mamário, de cólon, pulmão, bem como em melanoma (BORSIG, 

2 0 10 ).

No entanto, o tratamento com heparina é muito restrito, pois em alguns 

casos pode levar a hemorragia, bem como trombocitopenia, necrose da pele e 

osteoporose (GRAY et al., 2008). Diante disso, foram sintetizadas outras 

moléculas derivadas de heparinas que tivessem seu potencial biológico 

anticoagulante reduzido, afim de que um uso crônico fosse possível (reduzindo 

seus efeitos colaterais), bem como manter seu potencial antitumoral.

2.4.2 Heparina de baixo peso molecular - LMWH

A heparina de baixo peso molecular (LMWH), composto de estudo do 

presente projeto, é derivada da hidrólise parcial ou ação enzimática das 

moléculas de heparina, possuindo atividade anticoagulante reduzida e é 

amplamente utilizada na prevenção e tratamento de complicações 

tromboembólicas em pacientes com câncer metastático (HIRSH et al., 2001; 

KLERK et al., 2005; VAN DOORMAAL et al., 2011). Estudos mostram que 

LMWH podem melhorar a sobrevida em pacientes com câncer com 

mecanismos que são diferentes de seu efeito antitrombótico, estando ligados à 

capacidade de influenciar diretamente na biologia do tumor, como no caso de 

reduzir a proliferação, adesão celular, angiogênese e na regulação da EMT de 

células cancerígenas (BOBEK; KOVARÍK, 2004; ZHANG e ta l, 2016).

Um dos principais efeitos anti-metastáticos estudados com este 

composto é a capacidade de interferir na interação das células metastáticas 

com as plaquetas (MOUSA, 2002; MOUSA, 2004). Essa interação auxilia a 

sobrevivência das células no trânsito na via sanguínea e instalação no novo 

órgão em que irá se instalar. Assim, uma ruptura nessa interação reduz a
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formação de colônias metastáticas, em modelo experimental de metástase 

pulmonar com células de melanoma murino, por exemplo (IM et a i,  2004).

Como consequência do exposto, a maioria dos estudos realizados in 

vivo em modelo de metástase experimental murino com LMWH, modelo 

experimental desse trabalho, são por meio de tratamentos preventivos, em que 

os animais são previamente ou logo em seguida a inoculação das células 

expostos a este anticoagulante (AMIRKHOSRAVI et a i,  2003; MOUSA et a i, 

2006). Há na literatura um estudo realizado por Ono et ai. (2002), empregando 

LMWH derivada da degradação alcalina de uma heparina não fracionado e 

posteriormente ligada a poliestireno, a qual reduziu os focos de metástase no 

pulmão em experimento de metástase experimental com início do tratamento 

intravenoso um dia após a inoculação das células B16-F10, seguido por 

tratamento diário por 7 dias. Apesar desta metodologia te r um intuito 

terapêutico, objetivo deste trabalho de monografia, a LMWH do presente 

estudo não apresenta nenhuma ligação ao composto como também o tempo 

de início de tratamento é mais tardio e por via intraperitoneal. Assim, foi 

possível analisar se este composto apresentasse alguma influência no estágio 

em que as células já se estabeleceram e colonizaram o pulmão.

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a 

LMWH apresenta uma atividade em células de melanoma murino B16-F10, 

tanto in vitro quanto in vivo. Santi (2015) demonstrou que a LMWH não induz 

citotoxicidade, como também não leva essas células à apoptose, porém o 

tratamento gera uma redução nos processos de migração e invasão celular, 

acompanhado de diminuição da atividade gelatinolítica, da expressão gênica 

das metaloproteinases 2 e 9 e da quantidade de ácido hialurônico. Costa

(2014) evidenciou que o tratamento terapêutico com LMWH em camundongos 

C57BL/6 diminui o volume tumoral no modelo de tum or sólido.

Diante dos dados da literatura que evidenciam a atividade antitumoral da 

heparina de baixo peso molecular, bem como os resultados obtidos pelo nosso 

grupo de pesquisa tanto in vitro quanto in vivo, a LMWH apresenta-se como 

agente antitumoral promissor para melanoma. No entanto, pouco é evidenciado 

sob a ação deste composto no processo de colonização da metástase, como 

um tratamento terapêutico para este tipo de câncer de pele altamente 

metastático.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 CULTIVO CELULAR E ANIMAIS

A linhagem empregada foi a B16-F10 de melanoma murino, advinda do 

Banco de Células do Rio de Janeiro, BCRJ. As células foram cultivadas em 

garrafas de cultivo de 75cm2 (Sarstedt), com meio DMEM (Gibco), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 0,25pg/mL de antibióticos 

penicilina-estreptomicina (Gibco) em 0,85% de solução salina. Estas foram 

mantidas em incubadora com 5% de CO2 a 37°C, em atmosfera úmida.

Os animais utilizados foram camundongos C57BL/6, com idades entre 8 

e 12 semanas, os quais foram adquiridos do Instituto Carlos Chagas, Fiocruz, e 

mantidos no biotério do Setor de Ciências Biológicas, UFPR. O pedido de uso 

dos animais ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPR (CEEA- 

UFPR) já foi submetido e aprovado em (CEUA/931b). Ressaltasse que foram 

respeitados e seguidos todos os regimentos da Lei Nacional n° 6.638, de 5 de 

novembro de 1979, para 0 manejo científico dos animais.

3.2 HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR EM ESTUDO

No presente trabalho foi utilizada uma enoxaparina sódica com peso 

médio de 4.500 dáltons, obtida comercialmente como Clexane©. Essa heparina 

de baixo peso molecular é derivada heparina da mucosa intestinal suína por 

meio da despolimerização alcalina do éster benzil. Sua estrutura apresenta um 

grupo ácido 2-0-sulfo-4-enepiranosurônico no final não redutor da cadeia e um 

2-N, 6-O-dissulfo-D-glicosamina no final redutor da cadeia. Cerca de 20% 

(variando entre 15% e 25%) da sua estrutura contêm um derivado 1,6 anidro no 

final redutor da cadeia polissacarídica (CLEXANE,2014).

A  diluição da LMWH foi realizada em dois veículos: em meio DMEM 

(Gibco) sem soro fetal bovino para experimentos in vitro e, em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) para experimento in vivo. Para os experimentos 

in vitro a dose utilizada foi 100 pg/ml, conforme previamente realizado por Santi

(2015).

Para 0 modelo in vivo a dose utilizada foi 1 mg/kg, conforme descrito 

previamente por Fukuda et al. (2013), como dose eficiente e segura para uma
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atividade antitrombótica em camundongos. Como também evidenciado por 

Merli et ai. (2001) como uma dose segura e efetiva para tratamento de 

tromboembolismo venoso na clínica, assim como por Meyer et ai. (2002) em 

casos de pacientes com câncer e tromboembolismo venoso.

3.3 ENSAIO CLONOGÊNICO

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Franken et ai. (2006), 

com adaptações. 500 células B16-F10 foram plaqueadas em uma placa de 6 

poços (Sarstedt) e após 24h foi realizado o tratamento com LMWH (100 pg/ml) 

ou não (veículo), que posteriormente ficou incubada por 96h. Ao final desse 

tempo de incubação o sobrenadante dos poços foi descartado e as células 

foram fixadas com Etanol 50% : Água ultra pura 48% : Ácido acético glacial 2% 

por 20 mim, seguido da remoção e lavagem dos poços 1x com água ultra pura. 

As colônias foram coradas com 1ml de solução de Cristal Violeta (0.25 mg/ml) 

por 20 minutos. Depois a solução foi retirada e os poços lavados novamente 1x 

com água ultra pura. As colônias formadas foram fotografadas e contadas 

utilizando o software ImajeJ Fiji.

3.4 ENSAIO DE ADESÃO

O ensaio foi baseado no protocolo formulado por Rocha et ai. (2005) 

com modificações. Duas abordagens foram empregadas. A primeira realizada 

com o pré-tratamento das células B16-F10, em que 12000 células foram 

plaqueadas em placas de 6 poços (Sarstedt) e após 24h foram tratadas com 

LMWH a 100 pg/ml ou não (veículo). Após 72h, as células foram desaderidas 

com EDTA 2 mM e centrifugadas em tubos de 15 ml (Sarstedt) por 5 min a 

1800 rpm, e posteriormente contadas e ressuspendidas em DMEM com soro 

fetal bovino. Em seguida 24 000 células tratadas foram plaqueadas na placa de 

96 poços em cada poço, a qual terá os poços previamente cobertos overnight 

em refrigerador com 50pl de Colágeno I (London Resin), ou Fibronectina (BD) 

ou Matrigel (BD), todos na concentração de 20 pg/ml em PBS. Após 2h30 min 

de adesão foi retirado o meio cautelosamente e depois os poços foram lavados 

com PBS a 37°C. As células foram fixadas com solução 50% Etanol: 49% água 

destilada: 1% Ácido Acético Glacial por 20 minutos, lavadas 1x com PBS,
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coradas com 100 pL da solução de cristal violeta 0.2% (Sigma) em etanol 5%, 

durante 5 minutos, e então lavadas 1x com PBS. Então o corante foi eluido 

com 100 |j L da solução ácido acético (Dinâmica) 33% em água ultra pura (15 

minutos), procedendo-se então para a leitura da absorbância em leitora de 

microplacas em 570nm (Biotek Epoch).

A outra abordagem é com o pré-tratamento dos coats, em que células 

B16-F10 foram mantidas em cultura na garrafa de 25cm2 (Sarstedt) por 72h 

sem nenhum tratamento incluindo o veículo. Como descrito anteriormente, os 

poços de uma placa de 96 poços (Sarstedt) forão cobertos com 50pl de 

Colágeno I (London Resin), ou Fibronectina (BD) ou Matrigel (BD) , todos na 

concentração de 20 pg/ml em PBS e deixada no refrigerador overnight, seguido 

do tratamento com LMWH a 100 pg/ml ou não (veículo) dos coats. Após 24h de 

tratamento dos coats, as células mantidas em cultura foram desaderidas com 

EDTA 2 mM e centifigadas em tubos de 15 ml (Sarstedt) por 5 min a 1800 rpm, 

e posteriormente contadas e ressuspendidas em DMEM com soro fetal bovino. 

Assim 24 000 células foram plaqueadas na placa de 96 poços por poço. Após 

2h30 min foi retirado o meio cautelosamente e depois os poços foram lavados 

com PBS a 37°C. As células foram fixadas com solução 50% Etanol: 49% água 

destilada: 1% Ácido Acético Glacial por 20 minutos, lavadas 1x com PBS, 

coradas com 100 pL da solução de cristal violeta 0.2% (Sigma) em etanol 5%, 

durante 5 minutos, e então lavadas 1x com PBS. Então o corante será eluido 

com 100 pL da solução ácido acético (Dinâmica) 33% em água ultra pura (15 

minutos), procedendo-se então para a leitura da absorbância em leitora de 

microplacas em 570nm (Biotek Epoch).

3.5 METÁSTASE EXPERIMENTAL

O modelo de metástase pulmonar in vivo foi baseado no protocolo 

descrito por Guimarães et al, (2010) com modificações. Células B16-F10 foram 

desaderidas das garrafas de cultura após atingir de 70 a 80% da confluência 

das mesmas, através da incubação por 5 minutos com Tripsina (1%) em 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4, ressuspendidas em 

DMEM, centrifugadas e lavadas duas vezes em PBS, para então a realização 

de contagem diferencial em Câmara de Neubauer empregando o corante Azul 

de Tripan. O experimento foi realizado apenas com garrafas que possuiam
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viabilidade celular igual ou maior a 90%. 5x105 células em 0,1ml de PBS foram 

inoculadas na veia caudal dos animais.

Após 5 dias de inoculação, os animais foram tratados diariamente com 

heparina de baixo peso molecular a 1 mg/kg, ou não (grupo com veículo) por 

via intraperitoneal, por 16 dias. No final do experimento os animais foram 

anestesiados com Cetamina 100mg/Kg e Xilazina 20mg/kg para coleta de 

sangue para realização de testes Bioquímicos e Hemograma (Tubo de coleta a 

vácuo com EDTA K3) e, Coagulograma (Tubo de coleta a vácuo com 3,2% de 

citrato de sódio) pelo Hospital Veterinário -  UFPR, e posteriormente 

eutanasiados por deslocamento cervical para coleta dos órgãos, os quais foram 

pesados e fixados com solução Fekete (58% de etanol 95%; 8% de 

formaldeído 37%; 4% de ácido acético glacial; 22% de água destilada) para 

posterior processamento histológico. Os pulmões foram fotografados, tanto a 

região ventral quanto dorsal, para posterior analise de área de metástase 

utilizando o software Photoshop e ImageJ Fiji (FIGURA 3).

FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: O esquema acima da linha representa todos os passos do experimento de 
metástase pulmonar experimental, desde o início da inoculação, período de tratamento, coleta 
de sangue e órgãos para posteriores processamentos. O esquema abaixo da linha é uma 
representação cronológica do experimento.

3.6 HISTOLOGIA
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Para as análises histológicas foi utilizada a metodologia previamente 

adotada pelo grupo e publicado por Ferrari de Andrade e colaboradores (2016) 

com algumas modificações. Brevemente, os tecidos tumorais foram fixados em 

solução Fekete. Essas amostras foram desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol, diafanizadas em xilol, incluídas em parafina, cortadas em 

micrótomo e depositadas em lâminas para a realização da técnica de coloração 

hematoxilina e eosina (HE). O material foi fotografado utilizando o Scanner de 

Lâminas Histológicas (modelo Vslider, Cari Zeiss/Metasystems). A análise da 

área de metástase foi realizada utilizando o pluging Trainable Weka 

Segmentation do ImageJ Fiji (FIGURA 4).

FIGURA 4: Esquema da análise histológica

FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: O esquema representa os passos para análise histológica da área de tumor no 
pulmão de camundongo pelo pluging Trainable Weka Segmentation do programa ImageJ Fiji.

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando o software 

GraphPad Prism V.6.01. Quando o N amostrai for grande o suficiente, o teste 

de normalidade D’AgostinoPearson foi empregado para verificar a normalidade 

ou não da distribuição dos dados. Em presença de normalidade, o teste T 

pareado foi empregado. Em ausência de normalidade ou em impossibilidade de 

realização do teste de normalidade, os dados foram admitidos como possuindo



distribuição não normal, e o teste T não pareado (Mann Whitney) 

empregado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 ENSAIO CLONOGÊNICO

O intuito do ensaio clonogênico é verificar a capacidade de uma célula 

crescer e formar uma colônia. Para este estudo, essa técnica foi utilizada para 

avaliar se o tratamento das células com LMWH fosse capaz de interferir na 

formação de colônias. A FIGURA 5 apresenta os resultados do presente ensaio 

que não se verificou uma alteração estatisticamente significativa na capacidade 

de formação de colônias, tanto na área, quanto no número, quando 

comparados com o grupo controle.

FIGURA 5: Ensaio clonogênico

FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: A figura acima representa os resultados obtidos com o ensaio clonogênico. As 
imagens acima indicam poços representativos de cada grupo. (A) O gráfico indica área total 
(mm2) formadas pelas colônias. (B) O gráfico indica o número de colônias formados. Estes 
dados representam o resultado de três experimentos independentes, demonstrados por 
mediana com intervalo interquartil. A análise estatística foi feita através do teste de Mann 
Whitney.

Na literatura, estudos utilizam o ensaio de colônia como um dos 

parâmetros avaliados das atividades antitumorais de heparinas. Em um estudo
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recente desenvolvido por Brito et al. (2018), um composto similar a 

heparina/heparam sulfato extraído do crustáceo Litopenaeus vannamei reduziu 

significativamente a formação de colônias com células B16-F10 plaqueadas na 

confluência de 100 células por poço, tratadas após 24h e incubadas por 10 

dias. Além disso, Niu et al. (2012) demostraram que a LMWH reduz a formação 

de colônias, nas mesmas condições do trabalho citado anteriormente, em 

células tronco de câncer de pulmão resistentes a terapia mais comum, a 

cisplatina. Diferente dos relatos na literatura, os resultados do presente 

trabalho não demostraram uma redução estatística da formação de colônias. A 

realização de um quarto experimento será feita visando avaliar se o N amostrai 

está interferindo ou não no resultado.

4.2 ENSAIO DE ADESÃO

A FIGURA 6 demonstra que o tratamento com LMWH resultou num 

aumento da adesão das células sobre três substratos utilizados como coats, ou 

mesmo na placa sem qualquer coat, quando comparado com o controle, com 

exceção para as células pré-tratadas foram depositadas sob matrigel (FIGURA 

6 -  G). Quando comparamos as abordagens de tratamento aplicadas, houve 

uma maior adesão celular nos coats tratados (FIGURA 6 -  B, D, F e H). No 

entanto, não houve uma evidência estatística desse aumento da adesividade 

celular.

A  adesão célula a célula e com a matriz extracelular (MEC) determina a 

polaridade das células e participa na manutenção dos tecidos. Nos tumores, 

adesão célula-célula é geralmente reduzida o que permite as células 

câncerígenas burlarem o sistema tecidual normal, resultando na destruição da 

estrutura histológica, que é a marca morfológica de tumores malignos. A 

adesividade com a MEC reduzida também é indispensável para invasão do 

câncer e metástase. Além disso, as interações diretas das células tumorais 

com plaquetas, leucócitos e componentes do sangue contribuem 

significativamente para a adesão de células cancerosas, extravasamento e o 

estabelecimento de lesões metastáticas (HIROHASHI; KANAI, 2004; KUMAR; 

WEAVER, 2009; BENDAS; BORSIG, 2012).
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FIGURA 6: Ensaio de adesão

TRATAMENTO DAS CÉLULAS TRATAMENTO DOS COATS
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: A figura representa os resultados obtidos no ensaio de adesão. (A e B) Os gráficos 
representam as duas abordagens de tratamento realizados sob a placa. (C e D) Os gráficos 
representam as duas abordagens de tratamento realizados sob colágeno I. (E e F) Os gráficos 
representam as duas abordagens de tratamento realizados sob Fibronectina. (G e H) Os 
gráficos representam as duas abordagens de tratamento realizados sob Matrigel. Os gráficos 
indicam a média das leituras de absorbância (a 570 nm), obtidas por quadruplicatas de 3 ou 4 
experimentos biológicos independentes, demonstrados por mediana com intervalo interquartil. 
A análise estatística foi feita através do teste de Mann Whitney.

Visto a grande importância da adesão celular com a progressão tumoral 

e metástase, o ensaio de adesão desenvolvido neste trabalho teve como 

objetivo analisar se a LMWH interfere na adesividade da célula de melanoma 

com a matriz extracelular, tanto por meio de uma modulação direta na célula ou 

pela interação com a MEC in vitro. Para isso as células previamente tratadas,
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ou não, foram acomodadas em uma camada formada por Matrigel, colágeno I, 

Fibronectina, ou sem a presença destes, como descrito anteriormente em 

Material e Métodos. Vale destar que o Matrigel é composto pelas principais 

moléculas encontradas na matriz extracelular, como a laminina, colágeno IV, 

heparam sulfato e fatores de crescimento. Assim, este reagente é amplamente 

utilizado para mimetizar a MEC (KLEINMAN; MARTIN, 2005). Para 

complementar a análise, a Fibronectina compõe a matriz extracelular e também 

está relacionada com o processo de progressão do tum or e metástase 

(RUOSLAHTI, 1999). O Colágeno I é um dos principais tipos de colágeno 

encontrados no pulmão e também importante no processo de metástase 

(DUNSMORE; RANNELS, 1996; HOTARY et al., 2000).

Por outro lado, já foi relatado por Pross et al. (2003), que um tipo de 

LMWH, a Reviparin, foi capaz de reduzir a quantidade de células de 

adenocarcinoma aderidas sob colágeno I e matrigel, quando tratadas e 

deixadas incubando por 30 min em poços previamente recobertos pelos coats. 

Em um outro estudo realizado por Chalkiadaki et al. (2011), outro tipo de 

LMWH, a enoxaparina (100 pg/ml) (mesmo tipo utilizado no presente trabalho), 

reduziu o número de células de melanoma humano M5 aderidas sob uma 

camada de fibronectina, em um contexto onde as células foram pré-tratadas 

por 48h com LMWH e posteriormente depositadas sobre a camada de 

fibronectina por 30 minutos.

Com relação a interação com a matriz extracelular, segundo Bendas; 

Borsig (2012) e Schmitz et al. (2013), LMWH podem interferir na ligação de 

células do melanoma com componentes da MEC por meio da VLA-4. Um dos 

principais componentes em que essa integrina se liga é a fibronectina (IMAI et 

al., 2010). No presente trabalho demonstramos que as células expostas aos 

coats com a presença da LMWH apresentaram diferença na mediana com 

relação ao controle, indicando um aumento. No entanto, esse resultado não foi 

estatisticamente significativo. Assim, estes dados não corroboram com a 

análise feita na literatura, e pode ser devido a influência das repetições 

experimentais, como também na variância observada entre os experimentos. 

Sob outra perspectiva, um aumento da adesão de células tumorais seria 

relevante para conter os processos iniciais da metástase, em que estas células 

perdem sua capacidade de adesão facilitando sua motilidade.
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4.3 METÁSTASE EXPERIMENTAL

A FIGURA 7 ilustra os resultados obtidos pela análise da área de foco 

metastático das imagens capturadas dos pulmões, tanto em vista ventral, 

quanto dorsal. É possível inferir que os camundongos que receberam o 

tratamento com a LMWH apresentaram uma redução significativa de, em 

média, 36,35% no total de área de metástase para dois experimentos 

biológicos independentes, quando comparados com o controle (FIGURA 7-B).

O câncer metastático apresenta um alto índice de mortalidade dos 

pacientes. Este é um processo complexo e sistêmico, em que as células do 

tum or primário devem ter a capacidade de invadir tecidos próximos, seguirem e 

sobreviverem pelo sistema circulatório, se aderirem e extravasarem pelas 

paredes vasculares no parênquima de tecidos distantes, se adaptarem e 

formarem colônias micrometastáticas com posterior proliferação destas. Além 

disso, o desencadeamento da inflamação, a modulação do microambiente 

tumoral, e a infiltração de células do sistema imune, também influenciam o 

processo metastático (CHAFFER; WEINBERG, 2011; WELCH; HURST ,2019)

O modelo de metástase experimental tem como objetivo analisar os 

processos da metástase a partir da fase em que as células tumorais estão 

circulantes na corrente sanguínea, bem como se estabelecem em outros 

órgãos. Como já discutido, este trabalho avaliou o efeito de LMWH na fase de 

desenvolvimento dos nódulos pulmonares. Por isso que o tratamento foi 

iniciado após 5 dias da inoculação das células. Vale ressaltar que, se por um 

lado já era conhecido que a LMWH possuem ação antitumoral, tanto “in vitro" 

quanto “in vivo", até então, os ensaios de metástase experimental conduzidos 

em animais foram realizados utilizando a administração deste composto horas 

antes da inoculação das células, ou concomitante ou, ainda, iniciada no dia 

seguinte (ONO et ai., 2002; AMIRKHOSRAVI et ai., 2003; MOUSA et ai.,2006). 

Contudo justifica-se o caráter inédito do presente estudo, pois é um tratamento 

terapêutico e não preventivo, como os demais já realizados.
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FIGURA 7: Análise da área de metástase pulmonar
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Fonte: o autor (2019)
LEGENDA: A figura acima representa os resultados obtidos in vivo sobre o modelo de 
metástase pulmonar. (A) Imagens dos pulmões dos animais tratados ou não (controle), 
exibindo os focos de metástase pulmonar no sentido ventral e dorsal. (B) O gráfico representa 
a porcentagem de metástase do somatório dos dois planos do dos pulmões (ventral e dorsal) 
dos dois experimentos (Controle n=18 ; LMWH n=19) realizados independentes. O gráfico 
demonstra a mediana com intervalo interquartil. A análise estatística foi feita através do teste 
de Mann Whitney (** p<0,005).

O próximo passo foi analisar a histologia dos pulmões. A FIGURA 8 

apresenta os resultados da análise histológica pela coloração HE. É possível 

observar uma redução de 55,8% da área de metástase no grupo tratado em 

relação ao controle (FIGURA 8 -  B). Também podemos observar, de maneira 

qualitativa um parênquima bronco alveolar mais estruturado e menos danoso 

nos cortes histológicos do grupo exposto à LMWH ( FIGURA 8 - A).

Com base nesses achados, observa-se que é recorrente a menção na 

literatura relacionada ao fato que LMWH apresenta atividade que previne a 

formação de metástase, em modelo semelhante ao realizado neste trabalho,
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porém com tratamentos realizados em momentos, doses e via de 

administração diferentes (ONO et a i, 2002; AMIRKHOSRAVI et a i, 2003; 

MOUSA et a i 2006; MOUSA; PETERSEN, 2009; CHEN et al., 2015). Vale 

ressaltar que o principal intuito de realizar o tratamento com LMWH horas antes 

da inoculação das células, concomitante, ou iniciada no dia seguinte é pela 

interação desse composto com selectinas e integrinas, responsáveis pela 

ancoragem das células tumorais com células endoteliais, plaquetas e 

leucócitos, como P-selectinas, L-selectina, E-selectina, VLA-4. Essa interação 

reduz a associação de células metastáticas com essas outras células e isso 

leva uma redução do número de focos de metástase no pulmão (LUDWIG et 

al., 2004; LUDWIG et al., 2006; BENDAS; BORSIG , 2012).

Já no tratamento terapêutico, com base nos resultados obtidos neste 

trabalho, notou-se a redução da área de metástase no pulmão, a qual pode 

estar correlacionada com os resultados in vitro, observados por Santi (2015). 

em que a LMWH levou à redução da atividade gelatinolítica, da expressão 

gênica das metaloproteinases 2 e 9, sendo diretamente ligada a diminuição da 

atividade de degradação de MEC, e da quantidade de ácido hialurônico em 

células B16-F10. Sabe-se que o ácido hialurônico, um glicosaminoglicano, 

promove a adesão e a migração de células tumorais, e seus pequenos 

fragmentos estimulam a angiogênese (LOKESHWAR et al., 1997). Por outro 

lado, entende-se que a expressão de metaloproteinases são importantes para 

o processo de invasão quando do estabelecimento em outros órgãos 

(DERYUGINA; QUIGLEY, 2006). No entanto, serão necessárias outras 

análises para confirmar esses dados.
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FIGURA 8: Análise histológica da área de metástase pulmonar
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: A figura representa os resultados obtidos da análise 

histológicas (HE) dos pulmões dos animais do primeiro experimento. (A) 

A prancha de imagens apresenta pulmões representativos próximos da 

mediana de cada grupo. (B) O gráfico representa a porcentagem de 

metástase no pulmão por meio da análise realizada no pluging Trainable 

W eka Segmentation do programa ImageJ Fiji. (Controle n=8 ; LMWH n= 

9). O gráfico demonstra a mediana com intervalo interquartil. A análise 

estatística foi feita através do teste de Mann Whitney (** p<0,005).

Sobre outra perspectiva, essa redução pode ser devida a modulação do 

microambiente tumoral, como redução do processo inflamatório pela
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interferência na ligação de L-selectina, ativando fator de necrose tumoral (TNF) 

e interferons (INF), como também reduzindo o processo neoangiogênico 

importante para manter-se no novo órgão colonizado (SYLVESTER et a i, 

1990; TYRRELL et al., 1999; BOBEK; KOVARÍK, 2004; BOCHENEK et al., 

2013).

Já a análise dos parâmetros anatômicos e hematológicos estão 

apresentados na FIGURA 9. Nesta podemos observar que os animais que 

receberam o tratamento mantiveram ou ganharam peso ao longo do tempo de 

tratamento (FIGURA 9 -  A). Podemos observar uma diferença significativa no 

peso relativo do pulmão e fígado dos animais tratados, em que houve uma 

redução de 33,2% no peso relativo do pulmão e um aumento de 10,18% no 

fígado (FIGURA 9 -  B). Vale ressaltar que as análises do perfil anatômico 

foram realizadas com dados dos dois experimentos biológicos independentes. 

Com relação ao perfil bioquímico, dados do segundo experimento, verificou-se 

que houve uma redução significativa no exame da alanina aminotransferase 

(ALT/TGP) do grupo tratado em relação ao controle (FIGURA 9 -  C). Já no 

hemograma podemos afirmar que houve uma redução na porcentagem dos 

monócitos e eosinófilos e um aumento na porcentagem de linfócitos do grupo 

tratado em relação ao controle (FIGURA 9 -  P, Q e R). Ainda, não se verificou 

alteração no tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial 

ativa (TTPA) entre os grupos de tratamento ou não ( FIGURA 9 -  S e T). Vale 

salientar que esse resultado está de acordo com o que ser espera para ação 

da heparina de baixo peso molecular (Gray et al., 2008)

A redução dos efeitos colaterais das terapias para o câncer é relevante 

na análise do estudo, uma vez que visa o alcance do bem estar dos pacientes. 

Como já discutido anteriormente, os tratamentos para o melanoma apresentam 

efeitos colaterais significantes o que afeta a qualidade de vida dos pacientes 

(MISHRA et al., 2018; SHARMA et a i, 2017). Aqui demonstramos que os 

camundongos mantiveram ou aumentaram seu peso durante o tratamento, 

como também não apresentaram alterações significativas nos parâmetros 

hematológicos em sua maioria, o que é muito interessante, pois monitoramento 

da hemostasia é necessário para pacientes que utilizam anticoagulantes 

regularmente. De forma interessante, foi observado que os animais tratados 

cronicamente com LMWH não apresentaram alterações no exame TP e TTPA 

em relação ao controle. Vale ressaltar que estes exames são utilizados na
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clínica avaliar os fatores de coagulação II, V, VII e X da via extrínseca (TP) e 

fatores da via intrínseca (fatores VIII, IX, XI e XII) e comum (fibrinogênio, 

protrombina, fatores V e X) da cascata da coagulação (TTPA) (FRANCO, 

2 0 01 ) .

FIGURA 9: Análise do perfil anatômico, bioquímico e hematológico
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FONTE: O autor (2019)
LEGENDA: A figura representa os resultados obtidos da análise dos 

parâmetros anatômicos e fisiológicos. No caso da análise do perfil 

anatômico, os dados representam o somatório dos animais do primeiro e 

do segundo experimento. Já para a análise do perfil bioquímico, 

hemograma e coagulograma, foram avaliados os animais do segundo 

experimento. (A) O gráfico representa a perda ou ganho de peso dos 

animais no primeiro e segundo experimento. (B) O gráfico representa a 

porcentagem do peso dos órgãos -  Baço, coração, rins, pulmão e fígado 

-  em relação ao peso final do camundongo do primeiro e segundo 

experimento. (C -  J) Os gráficos representam o perfil bioquímico -  

ALT/TGP, GGT, AST/TGO, COL. Totais, Creatina, Triglicerídeos, Ureia, 

VLD-COL - da análise do sangue. (K - R) Os gráficos representam o 

hemograma -  Hemácias totais, Leucócitos, Plaquetas, Hemoglobina, 

hematócrito, monócitos, eosinófilo, linfócitos- da análise do sangue. (S e 

T) Os gráficos representam o resultado do coagulograma com tempo de 

protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA), 

respectivamente. Os gráficos demonstram a mediana com intervalo 

interquartil. A análise estatística foi feita através do teste de Mann 

Whitney (* p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005).

Outro efeito causado pelo uso de anticoagulantes é a trombocitopenia, 

que apesar da LMWH apresentar seus efeitos anticoagulantes reduzidos, ainda 

há casos dessa anomalia em alguns pacientes (GRAY et a i,  2008). No 

entanto, não houve uma redução no número de plaquetas nos camundongos 

que receberam o tratamento (FIGURA 9 -  M).

Uma observação relevante obtida neste estudo seria o aumento do peso 

relativo do fígado dos animais tratados com LMWH em ambos os experimentos 

realizados. No entanto, não foi observada nenhuma alteração nos parâmetros 

que avaliam enzimas hepáticas relacionadas a lesão, como alanina 

aminotransferase (ALT/TGP), gama glutamil transferase (GGT), aspartato 

aminotransferase (AST/TGO) (FIGURA 9 -  C, D e E).

Vale ressaltar que os resultados bioquímicos e hematológicos foram 

comparados de acordo com os trabalhos de Paula et ai. (2012), Spinelli et ai. 

(2012) e Santos et ai. (2016), ou seja, os parâmetros analisados neste trabalho
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também foram comparados com padrões de animais C57BL/6 machos 

saudáveis (sem indução de tumores e/ou tratamento).

Além disso, a LMWH possivelmente pode reduzir a progressão dos 

focos de metástase por meio da modulação das células do sistema imune, 

ativando células NK e Linfócitos-T, por exemplo, como já relatado por 

CHRISTOPHERSON et al., 2002; BOBEK et al., 2005. Vale ressaltar que a 

LMWH proporcionou um aumento na porcentagem de linfócitos nos animais 

que foram expostos a este composto (FIGURA 9 -  R), indicando uma possível 

ativação destes levando a contenção do desenvolvimento de focos 

metastáticos. Assim como uma perspectiva para complementar este trabalho 

seria avaliar a formação de novos vasos sanguíneos no pulmão, como também 

avaliar o infiltrado de células do sistema imune no pulmão, esperando visualizar 

uma redução na formação de vasos e um maior infiltrado de linfócitos e/ou 

células NK nos animais tratados com LMWH.

Esses dados em conjunto sugerem que as características metastáticas 

no processo de colonização foram modificadas pelo tratamento por LMWH in 

vivo, embora não foram significativamente alteradas nos ensaios in vitro 

realizados. Desta forma, esses resultados são muito promissores, porém mais 

estudos são necessários para entender o mecanismo pelo qual essa heparina 

atua nas células de melanoma e/ou modulando o microambiente tumoral, que 

resulta no desenvolvimento dos nódulos tumorais pulmonares.
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5 CONCLUSÃO

Os resultados indicam que LMWH não interfere nas características 

metastáticas analisadas em células de melanoma murino in vitro, mas reduz os 

focos metastáticos de melanoma nos pulmões in vivo. Assim, conclui-se que o 

tratamento com este composto:

•  A LMWH não reduz a formação de colônias in vitro em situação de baixa 

densidade celular;

•  A LMWH não interfere no processo de adesão celular sobre diferentes 

substratos;

•  A LMWH atua no desenvolvimento dos nódulos de colonização pulmonar 

in vivo após a estabilização das células de melanoma murino nesse 

órgão, reduzindo a quantidade os focos de metástase, alterando 

aspectos anatômicos e hematológicos sem induzir efeitos colaterais 

detectáveis pelos parâmetros bioquímicos analisados.
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