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Nas últimas décadas o melanoma vem se tornando um importante problema de 

saúde pública, pois, o número de casos e a mortalidade aumentaram significativamente. 
Nosso trabalho teve como objetivo investigar o papel dos leucotrienos (LTs) nessa 
doença, utilizando camundongos selvagens (WT) e deficientes para a enzima 5-
lipoxigenase (5-LO-/-), animal incapaz de produzir tanto o LTB4 quanto os cisteinil 
leucotrienos (cis-LTs; LTC4, LTD4 e LTE4). Para induzir um quadro de melanoma 
metastático, e grave administramos por via endovenosa a linhagem celular B16F10. 
Nossos resultados mostraram que independente das diferentes quantidades de células 
B16F10 injetadas, o número de nódulos tumorais metastáticos foi maior nos animais 5-
LO-/- do que nos animais WT. A análise histológica revelou um maior número de 
metástases tumorais nos animais 5-LO-/-, assim como a análise morfométrica também 
indicou um infiltrado leucocitário maior (macrófagos e neutrófilos) neste grupo 
experimental. Experimentos de sobrevida confirmaram a maior suscetibilidade dos 
animais 5-LO-/-, pois somente 30% destes animais sobreviveram contra 100% de 
sobrevivência dos animais WT. Avaliamos se esse efeito era restrito ao pulmão, 
injetamos as células subcutaneamente e observamos o mesmo fenômeno, isto é, um 
crescimento maior da massa tumoral nos animais deficientes.  A fim de identificar a 
classe de LTs responsável pela proteção contra o melanoma, utilizamos antagonistas dos 
receptores BLT1 (Ly292476) e Cys-LT1 (montelukast). Verificamos em animais que 
receberam células B16F10 que em ambos os grupos tratados com os inibidores, houve 
aumento no número de nódulos, contudo, os Cys-LTs parecem ser mais importantes 
neste processo. A análise histológica também foi realizada e observamos que a estrutura 
alveolar e a pleura estavam mais comprometidas nos animais tratados com montelukast 
Na tentativa de estabelecer o mecanismo envolvido no aumento da susceptibilidade 
observada nos animais 5-LO-/-, analisamos a produção de IL-4 nos animais injetados 
com as células B16F10. O resultado sugere uma tendência de aumento de produção  
dessa citocina nos animais 5-LO-/-. Em conjunto, nossos dados apontam para um 
importante papel dos LTs no controle do desenvolvimento tumoral.  

Palavras chave: 5-lipoxigenase, melanoma, leucotrienos, B16F10, LTB4, 
cisteinil-leucotrienos. 

 
Rio de Janeiro 
Março de 2010 
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ABSTRACT 
 

In the last decades the number of cases and mortaliy of melanoma increased 
significantly. Our work investigate the role of leukotrienes (LTs) on this disease, using 
wild type and 5-lipoxygenase deficient mice (5-LO-/-), in which the animal does not 
produce neither LTB4 nor cysteinyl leukotrienes (LTC4, LTD4 or LTE4). In order to 
induce metastatic melanoma scenario, which is the most serious and worst prognostic of 
the disease, we injected intravenously the cellular lineage B16F10. Our results show 
that when the animals receive a inoculum with several amounts of B16F10 cells the 5-
LO-/- animals presented higher number of tumoral nodules. Histological analysis also 
revealed a higher number of tumoral metastasis on the 5-LO-/- animals, and the 
morfometric analysis indicated a higher leukocyte infiltration (macrophages and 
neutrophils) in this experimental group. The survival experiment confirmed the 
previously observations, in which 5-LO-/- animals survived only 30% while 100% of 
WT mice survived. In order to evaluate if this effect was restricted to the lung tissue, we 
injected subcutaneously  B16F10 cells and observed the same pattern of growth, a 
larger tumor mass in 5-LO-/- animals compared to WT mice. Then, we investigated 
which LTs class was responsible for the protection against melanoma by using 
antagonists for the receptors BLT1 (Ly292476) and Cys-LT1 (montelukast). We could 
observe in both groups, a great number of tumor nodules in the lung and pleura, 
however, Cys-LTs seemed to be more important in this process. The histological 
analysis was also performed and revealed more damages to the alveolar structure in the 
animals treated with montelukast. We tried to establish the mechanism involved in the 
increased susceptibility in the 5-LO-/- animals by checking the lung production of IL-4 
in the injected animals with B16F10 cells. The result suggest a possible increase in the 
production of this cytokine by 5-LO-/- animals. Taken together our results suggest that 
LTs play a crucial role in the control of melanoma growth. 

 
Keywords: 5-lipoxygenase, melanoma, leukotrienes, B16F10, LTB4, cysteinyl-

leukotrienes. 
Rio de Janeiro 
March 2010 
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1) Introdução 

 

1.1) Melanoma: Epidemiologia 

 

Nas últimas décadas, o melanoma tornou-se um importante problema de saúde 

pública, pois, desde 1960 sua incidência tem aumentado de 3 a 8% ao ano na população 

européia, principalmente em homens idosos (AMSTRONG et al., 2004).  

Nos Estados Unidos, um estudo compreendido entre 1992 e 2004 verificou a 

incidência dessa patologia, onde diagnosticou-se 70.596 novos casos, representando um 

aumento geral no número de casos de 45% durante todo o período de estudo e de 3,1% 

ao ano. Além disso, esse mesmo estudo demonstrou maior prevalência entre homens 

idosos, assim como no estudo europeu, e que a taxa de mortalidade da doença aumentou 

0,4% ao ano (LINOS et al., 2009). 

No Brasil, as informações epidemiológicas referentes à doença são escassas, 

havendo um estudo realizado pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA) que consiste 

em uma estimativa de novos casos de diversos tipos de cânceres. Para o ano de 2010 são 

esperados 2.960 novos casos em homens e 2.970 novos casos em mulheres. A região 

Sul é a de maior prevalência, tanto em homens quanto em mulheres, mostrando que não 

há diferença significativa em relação ao gênero dos indivíduos afetados como indicado 

nos estudos americano e europeu (CORDEIRO et al., 2009) 

O diagnóstico dessa doença pode ser feito facilmente por um exame clínico, 

que observa determinadas características comuns aos melanomas, como Assimetria, 

Borda irregular, Coloração diferenciada, com tons variando entre castanho escuro e 

preto, e Diâmetro superior a 6 mm, sistema ABCD de diagnóstico (FRIEDMAN et al., 

1985). Na figura 1 podemos observar um caso clínico de melanoma onde os parâmetros 

acima descritos são observados.  

Outra forma de diagnóstico é feita através da biópsia, que fornece detalhes da 

espessura do tumor, ulceração e alta taxa de mitose. Quando o diagnóstico clínico é 

incerto a possibilidade da existência de um melanoma não pode ser excluída 

(THOMPSON et al., 2005). 
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Figura 1. Foto representativa de um melanoma (THOMPSON et al.,  

2005). 

 

Uma vez diagnosticado, deve-se avaliar a profundidade da invasão que é o 

parâmetro histológico mais importante para avaliar o prognóstico de um tumor 

primário. Assim, foi criado um sistema de classificação em cinco níveis. No nível I, 

todas as células tumorais estão acima da membrana basal. No nível II, as células 

tumorais invadem a derme papilar. Quando ocorre evolução para o nível III, os tumores 

preenchem toda a derme papilar, podendo também haver células tumorais entre as fibras 

colágenas da derme reticular. O nível IV é caracterizado pela invasão da derme 

reticular. Quando os tumores invadem o tecido adiposo subcutâneo trata-se do nível V 

(MARKOVIC et al., 2007). 

Aliado à classificação mencionada anteriormente, deve-se realizar a biópsia do 

linfonodo sentinela que é, minimamente, invasiva para identificar pacientes com 

metástases ocultas nesta região. O racional deste procedimento reside no fato que, no 

caso de uma metástase para uma região de linfóide, o linfonodo sentinela seria o 

primeiro a ser atingido no decorrer do processo (DEMIERRE et al., 2008). 

A caracterização das amostras pode ser realizada por ensaio de coloração com 

hematoxilina e eosina (H&E) e/ou através da marcação contra os antígenos S-100, 

Melan-A e HMB-45 encontrados em melanomas (DEMIERRE et al., 2008). Esse 

procedimento é recomendado para todos os pacientes que possuam melanoma com 

espessura maior ou igual a 1 mm (DEMIERRE et al. 2008). 

Como a identificação da fase em que se encontra a doença é fundamental para 

determinar a terapia a ser adotada, os estágios da doença serão listados a seguir 

(MARKOVIC et al., 2007): 

Estágio I: lesões primárias que possuem 1mm ou menos de espessura sem 

evidência de metástase, apresentando 85-99% de cura (BALCH et al., 2001). 
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Estágio II: lesões mais espessas sem evidência de metástase, apresentando 85-

99% de cura (BALCH et al., 2001) 

Estágio III: o melanoma se espalha para linfonodos regionais e/ou metástases 

in-transit ou satélite presentes, apresentando 25-60% de cura (BALCH et al., 2001) 

Estágio IV: o melanoma forma metástases em locais distantes incluindo a pele, 

tecido subcutâneo, linfonodos e órgãos distais, apresentando 9-15% de cura (BALCH et 

al., 2001). 

 

1.2) Mecanismos do melanoma 

 

O mecanismo de desencadeamento da doença se dá, principalmente, através de 

alterações no controle do ciclo celular e dos mecanismos de sinalização celular.  

O ciclo celular é uma sequência de eventos cuidadosamente orquestrada, 

influenciada por muitos fatores como a diferenciação celular, ativação de receptores 

celulares, disponibilidade de nutrientes e níveis de estresse celular. Praticamente todos 

esses fatores levam a mudanças nos padrões de sinalização celular que convergem em 

reguladores da progressão do ciclo celular, as ciclinas, as quinases dependentes de 

ciclinas (CDKs) e inibidores do ciclo celular, como por exemplo, a p16 que inibe CDK4 

(p16INK4A) ou a p14 com frame de leitura alternativa (p14ARF). Durante o ciclo celular, 

diferentes ciclinas se ligam e ativam suas CDKs correspondentes, induzindo a 

fosforilação de proteínas alvo, que estimulam a progressão do ciclo celular. Os 

inibidores do ciclo celular bloqueiam a atividade dos complexos ciclinas-CDKs, 

impedindo os eventos de fosforilação que promovem proliferação (SEKULIC et al., 

2008). 

Quando há desregulação no ciclo celular e/ou em seus componentes, pode 

ocorrer proliferação descontrolada com consequências catastróficas. Dentre as 

aberrações mais comuns, destacam-se as que afetam o locus genético da CDKN2A que 

controla as vias de RB1 (associada com supressão de tumores) e da proteína p53 (que 

também atua como supressora de tumores) como pode ser visto na figura 2. A tabela 1 

exemplifica os tipos de ciclinas e CDKs correspondentes. 
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Ciclina CDK correspondente 

Ciclina D Cdk4, Cdk6 

Ciclina E Cdk2 

Ciclina A Cdk2, Cdk1 

Ciclina B Cdk1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: O locus CDKN2A e o controle do ciclo celular. O RB1 

controla a transição da fase G1 para S do ciclo celular, funcionando como 

uma importante ferramenta de manutenção do mesmo. Na sua forma nativa 

hipofosforilada, o RB1 se liga e sequestra o fator de transcrição E2F, 

evitando que esse fator induza a expressão de genes essenciais para a 

transição da fase G1 para S. Entretanto, quando RB1 é hiperfosforilado, o 

fator E2F é liberado, podendo agir em seus genes alvos, levando à 

progressão do ciclo celular. Esse passo crucial de fosforilação de RB1 é 

promovido pelo complexo ciclina D1 (CCND1) e CDK4 ou 6 (SEKULIC et 

al., 2008). RB1 – retinoblastoma 1; E2F – família de genes que codificam 

fatores de transcrição; E1b, E1a, E2, E3 –regiões de éxons; MDM2 – 

oncogene murino duplo minuto. 

Tabela 1: Ciclinas e CDKs correspondentes. (ALBERTS et al., 2008) 
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Em casos de melanoma são observadas, frequentemente, mutações afetando o 

locus CDKN2A, que atingem a CDK4, sugerindo um papel essencial desta proteína na 

manutenção do controle do ciclo celular nos melanócitos. Em 50% dos casos o gene 

encontra-se eliminado, ou inativado por mutações pontuais, em aproximadamente, 9% 

dos casos de tumores  (Bennett, 2008). Além disso, o gene CDK4 também pode estar 

silenciado por metilação na região promotora, processo que interfere com a expressão 

do gene. A hipermetilação tem sido descrita em proporções que variam de 20% a 75% 

dos melanomas (BENNETT 2008; MARINI et al., 2006) 

A proteína p53 ativa o bloqueio de segurança na proliferação celular. 

Alterações inibitórias na expressão da p53 são observadas em células tumorais, 

alterando o ciclo celular e favorecendo a proliferação.  

Em relação às alterações nas vias de sinalização celular, podemos destacar o 

papel da MAPK, que possui uma função chave no desenvolvimento de muitos tumores 

sólidos, incluindo o melanoma.  

A ativação de MAPK1 e MAPK3 induz inúmeros processos mitogênicos e de 

sobrevivência, incluindo proliferação e proteção contra a morte celular por apoptose, 

através da interação de múltiplos substratos no citosol e subsequente fosforilação de 

fatores de transcrição (BRAIG E SCHMITT 2006).  

Outra forma de desencadeamento da doença se dá, principalmente, através da 

exposição à radiação UV, promovendo efeitos mutagênicos diretos no DNA, induzindo 

a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) a partir da melanina. A melanina é 

convertida de uma forma antioxidante para uma forma pró-oxidante causando mutações 

ao DNA, afetando p53 e, como consequência, inibindo a apoptose. Assim, pode-se dizer 

que o melanoma se desenvolve a partir de anormalidades genéticas envolvendo a via de 

produção de melanina (SATYAMOORTHY et al., 2002; MEYSKENS et al., 2004). 
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1.3) Inflamação e Câncer 

 

A resposta inflamatória é de vital importância para a sobrevivência frente aos 

patógenos e lesões. Contudo, em algumas doenças como o câncer a resposta 

inflamatória exacerbada e/ou duradoura pode gerar danos ao organismo (MANTOVANI 

et al., 2008). 

Assim, várias células e mediadores estão envolvidos com a patologia do 

câncer, dentre os quais destacamos os macrófagos associados a tumores (TAM), células 

dendríticas e as citocinas fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucinas 6 e 4 (IL-6 e 

IL-4). 

O TNF-α é uma reconhecida citocina pró-inflamatória que exerce funções 

bastante distintas frente aos tumores. Em altas concentrações essa citocina é prejudicial 

ao tumor, induzindo a necrose dos vasos sangüíneos. Contudo, em concentrações 

menores, pode induzir a produção de mediadores angiogênicos e promover o 

crescimento tumoral, a medida que contribui para o remodelamento tecidual e para o 

desenvolvimento de um estroma necessário para o crescimento do tumor (GAIOTTI et 

al., 2000). 

Essa citocina pode ser detectada em vários tipos de cânceres entre eles: ovário 

(BURKE et al., 1996), mama (KOONG et al., 2000) , próstata (KOLLIAS et al., 1999), 

coloretal (LEJEUNE et al., 1998), linfomas e leucemias (NAYLOR et al., 1993). Foi 

mostrado que o TNF-α é capaz de induzir a invasão e migração in vitro de melanoma 

humano através de uma camada de fibronectina (KATERINAKI et al., 2003). Outra 

forte evidência do envolvimento direto do TNF-α em tumores provém das observações 

de que camundongos deficientes na expressão do gene que codifica o TNF-α são 

resistentes ao desenvolvimento de câncer de pele (BALWILL E MANTOVANI, 2001) 

A citocina IL-6 é capaz de modular a expressão de genes envolvidos na 

progressão do ciclo celular, assim como inibir a apoptose através da ativação da via de 

sinalização JAK-STAT (LIN E KARIN, 2007). A análise de biópsias de pacientes com 

câncer gástrico mostrou que os níveis dessa citocina estavam muito elevados quando 

comparados com a normal (KAI et al., 2005).  Além disso, em tumores de cólon, os 

níveis plasmáticos de IL-6 apresentaram uma correlação positiva com o 

desenvolvimento da doença (SCHNEIDER et al., 2000). 
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 Inicialmente, achava-se que a citocina IL-4 poderia desempenhar um importante 

papel no combate à diferentes tumores, pois observou-se em modelos murinos a  

rejeição de tumores que produziam IL-4 (GOLUMBEK et al. 1991). Verificou-se 

também que essa citocina exercia também efeito como agente anti-tumoral em câncer 

renal (GOLUMBEK et al., 1991) e de cólon (STOPPACCIARO et al., 1997; 

RODOLFO et al., 1999). Entretanto, nos últimos anos essa citocina tem sido associada 

com o desenvolvimento tumoral, pois se trata de uma citocina de padrão Th2, 

responsável por induzir a diferenciação de linfócitos T CD8+ não líticos contra tumores 

(KIENZLE et al., 2002; KIENZLE et al., 2005). Além disso, várias células tumorais 

expressam receptores para IL-4 como células de sarcoma murino (PURI et al., 1991), 

células humanas de carcinoma renal (OBIRI et al., 1993), câncer de pulmão humano 

(KAWAKAMI et al., 2002a), sarcoma de Kaposi humano associado a AIDS (HUSAIN 

et al., 1999), 

 Os macrófagos podem ser divididos em duas classes principais, os macrófagos 

M1 e M2. Os macrófagos M1 se originam a partir do encontro com interferon-γ (IFN-γ) 

e estímulos microbianos como o lipopolissacarídio (LPS) e são caracterizados pela alta 

síntese de IL-12, ativação de resposta Th1, atividade citotóxica contra microorganismos 

fagocitados e células neoplásicas. (SOLINAS et al., 2009) 

Entretanto, os monócitos se diferenciam em macrófagos M2, quando são 

estimulados com IL-4 e IL-13, por imuno-complexos, ligantes de TLR, com IL-10 ou 

glicocorticóides. Essa classe de macrófagos é caracterizada pela secreção de grandes 

quantidades de IL-10, CCL17, CCL22, CCL18 e IL-1ra (SOLINAS et al., 2009). 

Os TAM são originados a partir de monócitos do sangue e ao alcançarem a 

massa tumoral, sofrem uma polarização para macrófagos M2 por conta da ausência de 

sinais como o IFNɣ ou LPS bacteriano que orientem a polarização para macrófagos M1. 

Além disso, ocorre também a infiltração de linfócitos Th2, secretores das citocinas IL-4 

e IL-13 que contribuem para a polarização M2 (NEVALA et al., 2009; DEEPAK et al., 

2007). Essas células produzem VEGF, PDGF e EGF que são fatores de crescimento 

muito importantes para o processo de angiogênese (LEEK et al., 1996; BINGLE et al., 

2006). 

 Além de influenciarem o processo de angiogênese, os TAM são importantes 

para os processos de invasão e metástase. Foi demonstrado, em um modelo de 

melanoma murino, a produção de IL-1β pelos TAMs citocina associada à indução de 

metástase (GIAVAZZI et al., 1990). Outras evidências mostram que essas células 
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produzem matriz metalopeptidase-9 (MMP-9) que também é importante para o processo 

de invasão e metástase (HIRATSUKA et al., 2002). 

As células dendríticas (DCs) operam na interface entre os tecidos periféricos e 

os órgãos linfóides e são importantes na indução de respostas imunes mediadas por 

células T, atuando como células apresentadoras de antígenos (BANCHEREAU et al., 

2000). 

Muitos tumores possuem uma expressão aumentada da proteína STAT3 que 

aumenta a expressão de IL-10 e de TGFβ, citocinas imunossupressoras. (WANG et al., 

2004; KORTYLEWSKI et al., 2005; KOTYLEWSKI et al., 2008). 

O microambiente imunossupressor criado pelas células tumorais, muito rico em 

TGF-β gera DCs tolerogênicas. Dessa maneira, essas DCs mielóides possuem um 

fenótipo imaturo, promovendo a expansão de células T regulatórias nos linfonodos com 

a progressão do tumor, ou a ativação ineficaz das células CD4+ e CD8+ efetoras 

(GHIRINGHELLI et al., 2005). 

 

1.4) Enzima 5-lipoxigenase (5-LO) 

 

A enzima 5-LO é responsável pela conversão, em duas etapas, do ácido 

araquidônico (AA) da membrana nuclear ou de fagossomos em um epóxido 

intermediário denominado LTA4 (PETERS-GOLDEN et al., 2005). A proteína 

ativadora da enzima 5-LO (FLAP) é ativa na forma de um homodímero, ligada à 

membrana, e possibilita a transferência do ácido araquidônico para a 5-LO. Trata-se de 

uma enzima fundamental para que ocorra a conversão do ácido araquidônico pela 5-LO, 

pois a reação não ocorre em células que não a possuem ou quando a mesma é inibida 

farmacologicamente (PLANTE et al., 2006). 

Após a conversão do AA em LTA4, este pode ser convertido em leucotrieno B4 

(LTB4), em cisteinil leucotrienos (Cys-LTs) ou em lipoxina A4 (LXA4). O LTB4 é 

gerado pela enzima LTA4 hidrolase que converte o LTA4 em LTB4. A LXA4 é originada 

a partir da ação da enzima 12-lipoxigenase encontrada em plaquetas (FIERRO et al., 

2001). Já os cisteinil leucotrienos são gerados pela conjugação com glutationa reduzida 

pela enzima LTC4 sintase que irá gerar o LTC4, podendo esse ser convertido em LTD4 e 

LTE4. Existe uma especificidade celular no perfil de leucotrienos gerados, sendo que 

mastócitos e eosinófilos sintetizam principalmente os Cys-LTs, neutrófilos e células 
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dendríticas produzem o LTB4 e os macrófagos sintetizam ambas as classes (PETERS-

GOLDEN et al., 2004). 

A 5-LO contém 672 ou 673 aminoácidos cuja estrutura (baseada por analogia 

com a estrutura da enzima 15-lipoxigenase), possui dois domínios: o catalítico C-

terminal (resíduos 121-673), com estrutura em hélice contendo um íon Fe2+, e um 

domínio N-terminal menor, com estrutura em alça (GILLMOR et al., 1997). Os 

resíduos desse último domínio possuem a capacidade de ligar Ca2+, etapa importante 

para a ativação da 5-LO, como pode ser visto na figura 4 (HAMMARBERG et al., 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentre as células que expressam a 5-LO, podemos destacar os granulócitos, 

monócitos/macrófagos, mastócitos, células dendríticas e células de Langerhans. 

Também é importante ressaltar que a expressão dessa enzima é muito mais pronunciada 

em células mielóides diferenciadas do que em células indiferenciadas (STEINHILBER, 

1999). Assim, diferentes indutores como o dimetilsulfóxido (DMSO), ácido retinóico, 

1α,25-diidorxivitamina D3 [1,25(OH)2D3] e TGF-β vêm sendo utilizados, levando a um 

aumento na expressão de RNAm e na síntese proteica da 5-LO. (HARLE et al., 1999). 

Figura 3. Representação da estrutura da enzima 5-LO com 
seu respectivo domínio catalítico e as estruturas em cabeça e 
barril (RADMARK et al., 2007). 
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Em seu estado de repouso, a 5-LO pode estar localizada tanto no citosol (em 

neutrófilos, eosinófilos e macrófagos peritoniais) ou em um compartimento solúvel do 

núcleo associado à cromatina (em macrófagos alveolares e células de Langerhans) 

(WERZ, 2002). Sequências de importação nuclear (NIS), que são ricas em aminoácidos 

básicos, estão presentes tanto no domínio N-terminal e próximas ao C-terminal da 5-

LO. A elicitação de células em repouso por glicogênio ou citocinas causa a importação 

nuclear da 5-LO que, na maioria dos tipos celulares, confere um aumento na capacidade 

de síntese de LTs. A exceção são os eosinófilos, onde a localização nuclear da 5-LO 

suprime a sua atividade (LUO et al., 2004a; BROCK, 2005). 

A enzima 5-LO também pode ser encontrada no interior de estruturas 

denominadas corpúsculos lipídicos, que são organelas lipídicas encontradas em grandes 

quantidades em leucócitos (em neutrófilos, macrófagos e eosinófilos) e células 

endoteliais. A gênese dessas organelas ocorre durante infecções, neoplasias e outras 

condições inflamatórias, como por exemplo a arteriosclerose. Esses corpúsculos 

lipídicos são delimitados por uma monocamada de fosfolipídios, sendo a parte interna 

dessas estruturas ricas em lipídios neutros (BOZZA et al., 2009). 

A atividade da 5-LO é extremamente controlada. A quantidade de AA 

disponível como substrato (ZARINI et al., 2006) e a sua acessibilidade para a 5-LO são 

determinantes para a biossíntese de LTs (LUO et al., 2004a). Dessa forma, alguns 

estímulos capazes de ativar a formação de LTs como o fator ativador de plaquetas 

(PAF), zimosan opsonizado, C5a, IL-8 e ionóforos de Ca2+ causam tanto a ativação da 

5-LO quanto da fosolipase A2 citosólica (cPLA2) (WERZ, 2002). 

Quando ocorre a estimulação celular a 5-LO e a fosfolipase A2 citosólica 

(cPLA2) migram de um compartimento solúvel para a membrana nuclear, onde cPLA2 

libera o AA a partir da membrana fosfolipídica. A enzima 5-LO pode ser fosforilada, 

pois a mesma possui aminoácidos passíveis de fosforilação por proteínas quinases como 

a p38, ERK1/2, CaMKII e PKA (Luo et al., 2004b). As condições que induzem a 

ativação de MAPKAPK-2/3 e das ERKS (como estresse celular) induzem a 

translocação nuclear da 5-LO e aumento na formação de seus produtos, sendo que este 

processo pode ser inibido por inibidores de quinases (RADMARK et al., 2007).  

Como a catálise pela 5-LO requer a oxidação do Fe2+ para Fe3+ o equilíbrio 

redox é muito importante para a sua atividade. Assim, condições que promovam 

peroxidação lipídica, como por exemplo, a formação de espécies reativas de oxigênio, 

adição de peróxidos, inibição da enzima antioxidante GPx, redução de glutationa, 
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aumentam a síntese de produtos da 5-LO (WERZ et al., 2001; WERZ et al., 2002) A 

figura 5 evidencia todas as etapas reguladoras mostradas até aqui. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. a) Representação da via da 5-LO com seus respectivos produtos. 
b) Representação da enzima 5 lipoxigenase evidenciando todas as moléculas 
que a regulam (RADMARK et al., 2007) (-) estímulo negativo (+) estímulo 
postivo. Ser 663, Ser 271 e Ser 523 – resíduos fosforilados pelas proteínas 
quinases. 
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1.5) Leucotrienos e Imunidade Inata 

 

Os LTs são responsáveis por estimular o crescimento de células 

hematopoiéticas pluripotentes CD34+ na medula óssea e a posterior migração das 

mesmas na corrente sanguínea. Além desses efeitos, os LTs também aumentam a 

expressão de moléculas de adesão no endotélio (aumentando assim a adesão leucocitária 

à microvasculatura) e promovendo motilidade celular, levando à transmigração para os 

tecidos (PETERS-GOLDEN E HENDERSON 2007). 

Além dessas ações dos LTs acima citadas, a sua síntese é aumentada durante 

infecções bacterianas (HOPKINS et al., 1989), fúngicas (WOLF et al., 1992), virais 

(VOLOVITZ et al., 1988) e por protozoários (LOCKSLEY et al., 1985). Isso se deve ao 

fato dos leucócitos interagirem com os microorganismos através de receptores 

localizados na superfície celular, que podem ser tanto através de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) quanto por moléculas opsonizantes (PETERS-

GOLDEN et al., 2005). 

As moléculas opsonizantes mais estudadas são a IgG e proteínas do sistema 

complemento. A interação entre microorganismos opsonizados com IgG e o receptor 

Fcɣ de fagócitos desencadeia a liberação de AA e a síntese de LTs (MANCUSO et al., 

1998), fato que não é surpreendente uma vez que a ligação ao receptor Fcɣ aumenta os 

níveis de Ca2+ intracelular (GREENBERG E GRINSTEIN 2002). Entretanto, a 

fagocitose de partículas opsonizadas com os peptídios de complemento C3b e C3bi 

através dos receptores de complemento (CR)1, CR3 e CR4 não promovem a liberação 

de AA ou a biossíntese de LTs (FERNANDEZ et al., 2003). 

Dentre as funções efetoras dos LTs na imunidade inata podemos destacar: a 

indução de acúmulo leucocitário, fagocitose, atividade antimicrobiana e geração de 

mediadores inflamatórios. 

Os LTs induzem o recrutamento de leucócitos, estimulando a quimiotaxia de 

uma gama variada de células, como por exemplo, neutrófilos, células T CD4+, CD8+ 

(pelo LTB4) para locais inflamatórios (TAGER et al., 2003) assim como também de 

linfócitos T gammadelta (COSTA et al., 2009) e de células dendríticas (DC) para locais 

de estimulação antigênica (PARAMESWARAN et al., 2004) e linfonodos (pelos 

cysLTs) (ROBBIANI et al., 2000). Juntamente com a habilidade em recrutar leucócitos, 



30 
 

os LTs aumentam a sobrevida dos mesmos inibindo a apoptose (HEBERT et al., 1996; 

LEE et al., 2000). 

Os LTs induzem o aumento da fagocitose, amplificando o sinal gerado a partir 

das opsoninas ou dos receptores associados a patógenos (MANCUSO et al., 2001). 

A atividade anti-microbiana é aumentada, pois ocorre a liberação de enzimas 

lisossomais (SERHAN et al., 1982) e de α-defensinas (em neutrófilos humanos) 

estimuladas pelo LTB4. (FLAMAND et al., 2004). O complexo enzimático NADPH 

oxidase responsável por gerar espécies reativas de oxigênio pode ser ativado tanto pelo 

LTB4 (DEWALD E BAGGIOLINI, 1985) quanto pelos CysLTs em neutrófilos 

humanos e em macrófagos alveolares (LARFARS et al., 1999). 

Além de possuírem efeitos diretos nos leucócitos, os LTs promovem respostas 

imunes inatas estimulando a produção de outros mediadores inflamatórios, como por 

exemplo as citocinas e quimiocinas, que ativam o recrutamento de leucócitos e 

mecanismos anti-microbianos. A fim de exemplificar tal fenômeno, podemos citar que o 

LTB4 induz a produção de TNF-α (GOLDMAN et al., 1993)  e MCP-1 em monócitos 

(HUANG et al., 2004) e de IL-8 em neutrófilos (KUHNS et al., 2001). E os CysLTs 

induzem em mastócitos a produção de IL-5, TNF-α e MIP-1β (MELLOR et al., 2002). 

 

1.6) Mediadores Lipídicos e Câncer 

 

O estudo sobre o envolvimento de mediadores lipídicos no processo tumoral 

não é recente, e vem sendo focado, principalmente, na produção e função da 

prostaglandina (PG) E2. 

A PGE2 é responsável por regular diversos processos fisiológicos, como 

inflamação, agregação plaquetária, dor, liberação de neurotransmissores, função renal e 

modulação do sistema imune. A produção de PGE2 depende da ação da enzima 

ciclooxigenase, que converte o AA da membrana celular em PGH2. A PGH2 recém 

formada pode ser convertida em PGI2, PGF2α, PGD2, PGE2 e TXA2 por enzimas 

sintases terminais (HARRIS et al., 2002). 

A participação da PGE2 no processo tumoral ocorre, principalmente, na 

promoção do seu desenvolvimento, pois a produção da mesma se dá em maiores 

quantidades em tecidos tumorais do que em tecidos normais (CHULADA et al., 2000). 

A PGE2 exerce efeitos antiapoptóticos pelo aumento da expressão da proteína Bcl-2, 
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promove angiogênese aumentando a produção de fatores de crescimento como o VEGF, 

além de estimular diretamente o crescimento do tumor (TSUJII et al., 1995; Pai et al., 

2001; SHENG et al., 1998). 

Foi reportado também que a PGE2 é responsável por mudar o perfil de resposta 

imunológica no microambiente tumoral de Th1 (anti-tumoral) para Th2 

(imunossupressora) através da inibição de citocinas de padrão Th1 como TNF-α e IFN-γ 

e aumento da produção de citocinas de padrão Th2 como IL-4 e IL-10 (HUANG et al., 

1998; STOLINA et al., 2000). 

Além disso, nos últimos anos estudos demonstraram que a PGE2 é capaz de 

inibir a proliferação e atividade de células T CD8+, a atividade anti-tumoral de células 

NK e estimular a expansão de células T reguladoras e de células mielóides supressoras 

(WANG E DUBOIS, 2010) 

As ações dos LTs ocorrem através da ligação dos mesmos a receptores 

específicos localizados na face externa da membrana plasmática de células estruturais e 

inflamatórias (TAGER E LUSTER 2003; KANAOKA E BOYCE, 2004). O LTB4 liga-

se aos receptores BLT1 (de alta afinidade) e BLT2 (de baixa afinidade). O receptor BLT1 

interage com uma proteína Gq, resultando ao final do processo em um aumento de Ca2+ 

intracelular. O receptor BLT1 é responsável por mediar às ações próinflamatórias e 

quimioatraentes do LTB4 (TAGER E LUSTER 2003). Os Cys-LTs se ligam aos 

receptores cysLT1 (de alta afinidade) e ao cysLT2 (de baixa afinidade). O receptor 

cysLT1 interage com uma proteína Gi, resultando em diminuição dos níveis de AMPc 

intraceluares (KANAOKA E BOYCE 2004). O receptor cysLT1 induz 

broncoconstrição, aumento da permeabilidade vascular e edema nas vias aéreas, tanto 

que antagonistas deste receptor são utilizados amplamente no tratamento da asma. O 

receptor cysLT2 não é responsável pela broncoconstrição, mas contribui com a 

permeabilidade vascular e fibrose tecidual (LYNCH et al., 1999). 
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O estudo da participação da enzima 5-LO e dos LTs em tumores se intensificou 

nos últimos anos, embora seja ainda muito menos significativo do que os estudos 

envolvendo a PGE2.  Assim, pode-se citar um trabalho em que pacientes com câncer de 

esôfago apresentaram alta expressão da enzima 5-LO em comparação com os 

indivíduos sadios. A inibição farmacológica da enzima reduziu a viabilidade de 

linhagens de células tumorais de esôfago através da indução de apoptose. Além disso, 

os efeitos desse inibidor eram revertidos quando LTB4 exógeno era administrado, 

indicando que a diminuição na sobrevivência celular devia-se à interrupção na 

biossíntese de LTB4 (HOQUE et al., 2005). 

Outros estudos também demonstraram que as enzimas 5-LO e a FLAP 

encontram-se aumentadas em casos de câncer colo retal, pancreático, adenocarcinoma, 

linfomas e leucemias (AVIS et al., 1996; ROMANO et al., 2001). 

Células de leucemias linfóides crônicas expressam grandes quantidades de 5-

LO e de BLT1, e o tratamento destas células com inibidores da 5-LO e da FLAP 

Figura 5. Representação da produção de leucotrienos com a respectiva 
ligação dos mesmos aos seus receptores (PETERS-GOLDEN AND 
HENDERSON 2007). 
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bloqueia a ativação das mesmas. Contudo, esse efeito foi revertido quando se adicionou 

LTB4 à cultura (RUNARSSON et al., 2005). 

Em modelo murino de câncer de pulmão induzido por um carcinógeno 

específico de tabaco, o tratamento com um inibidor da FLAP reduziu a biossíntese de 

LTs e o volume dos tumores (RIOUX E CASTONGUAY 1998). 

Outro estudo demonstrou que pacientes com câncer de próstata possuem níveis 

de LTB4, significativamente, maiores que os de pessoas sadias, mas o mecanismo ainda 

precisa ser elucidado (LARRÉ et al., 2008). 

Recentemente, foi demonstrado também que a inibição da via da 5-LO com 

ácido caféico e MK886 reduz o volume de crescimento tumoral subcutâneo em 

camundongos inoculados com as células Tm1 de melanoma murino. Esse mesmo 

estudo mostra que o LTB4 é responsável por um crescimento tumoral exacerbado 

mesmo quando se inocula quantidades subtumorigênicas de células Tm1 (BACHI et al., 

2009). 

Zhang e colaboradores demonstraram uma baixa ou ausente expressão por 

imunohistoquímica, do receptor CysLT1 em células endoteliais microvasculares do 

cérebro humano de regiões normais da massa cinzenta ou branca. Contudo, em casos de 

injúria traumática, sua expressão é aumentada em neurônios e células da glia das massas 

branca e cinzenta. O receptor CysLT1 também foi detectado em células de astrocitoma, 

ganglioma e adenocarcinoma metastático (ZHANG et al., 2004). 

O grupo de Sjolander demonstrou que o LTD4 está envolvido com a 

sobrevivência e disseminação de células de câncer de cólon e que o receptor CysLT1 é 

altamente expresso em adenocarcinoma coloretal (OHD et al., 2003). Em células 

humanas epiteliais intestinais normais a estimulação do receptor CysLT1  pelo LTD4 

reduz a apoptose (WIKSTROM et al., 2003) e causa regulação positiva de β-catenina, 

que ao se translocar para o núcleo dispara a ativação de protooncogenes  

(MEZHYBOVSKA et al., 2005).  Essas observações reforçam o conceito de que o 

LTD4 e o CysLT1 facilitam a sobrevivência e proliferação de células de câncer de cólon. 

 

1.7) Linhagem celular B16F10 

  

Em 1973, Fidler utilizando a linhagem de células de melanoma B16 com baixo 

potencial metastático in vivo obteve uma linhagem celular de melanoma com potencial 
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de metástase mais elevado. Posteriormente, foram selecionadas as variantes que tinham 

a habilidade de se implantarem, invadir, sobreviver e crescer, formando colônias 

tumorais no pulmão, após a injeção intravenosa (i.v.) em camundongos C57BL/6 

isogênicos. Quando os nódulos tumorais no pulmão se formaram, os mesmos eram 

identificados pela pigmentação da melanina e removidos para posterior crescimento em 

cultura. Essas células que cresceram em cultura depois da primeira seleção in vivo eram 

denominadas B16F1 e foram novamente injetadas i.v. para obter a linhagem duas vezes 

selecionada B16F2. Após 10 seleções a linhagem B16F10 foi obtida possuindo 

capacidade metastática muito maior do que a linhagem B16F1 (FIDLER, 1973). 

A especificidade metastática das células B16F10 para o pulmão foi avaliada 

seguindo a distribuição de células de melanoma marcadas com [125I]-5-iodo-

2’deoxiuridina após injeção i.v. (veia caudal) ou intracardíaca (i.c.) no ventrículo 

esquerdo. Pela via i.c. ocorre sequestro extra-pulmonar, e posterior recirculação antes 

que as células atinjam a microcirculação pulmonar.  Um dia após a injeção das células 

tumorais, os órgãos e o sangue foram analisados quanto a quantidade de células 

tumorais marcadas e, o mesmo número de células viáveis foram encontradas no pulmão, 

independente da via de administração. Quando os animais foram sacrificados, 2 

semanas após a injeção das células B16F10, o mesmo número de nódulos  tumorais 

foram encontrados, independentemente da via de administração. Além dessa 

especificidade para o pulmão, não foram encontradas metástases extra-pulmonares 

(FIDLER E NICOLSON, 1976) 

O uso dessa linhagem como modelo de metástase de melanoma murino é 

amplamente difundido desde a sua criação, sendo fácil quantificar o crescimento 

tumoral, uma vez que o mesmo possui coloração negra devido à presença de melanina, 

somando-se ao fato de representar um meio de estudar o melanoma in vivo que não 

demande grandes gastos de recursos financeiros.  

 

1.8) Terapêutica 

 

A intervenção terapêutica mais eficiente utilizada para o melanoma maligno é a 

excisão cirúrgica. Em pacientes com tumores primários com menos de 1 mm de 

espessura, o risco do tumor originar metástases locais ou distantes é mínimo, sendo 

dispensável a busca por metástases viscerais no préoperatório. Já nos casos em que o 
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melanoma são mais espessos do que 1 mm, devem ser realizados o raio X do tórax e 

testes para avaliar a função hepática. Para pacientes que estejam no estágio III da 

doença, deve-se realizar também uma tomografia computadorizada. Quando se depara 

com um paciente no estágio IV, o mesmo procedimento para o estágio III é empregado, 

sendo que a detecção do local de metástase é fundamental para determinar uma melhor 

ou pior sobrevida para o paciente (MARKOVIC et al., 2007). 

A remoção cirúrgica é acompanhada também pela remoção das margens da 

lesão, sendo que a extensão da excisão varia de acordo com a espessura do tumor. Para 

tumores menores que 1 mm remove-se uma margem de 1 cm, de 1,1 a 2 mm remove-se 

de 1 a 2 cm e de 2,1 mm ou mais remove-se 2 cm (MARKOVIC et al., 2007). 

Embora a excisão da lesão maligna seja o principal tratamento utilizado 

existem terapias adjuvantes a fim de erradicar micro-metástases indetectáveis, como por 

exemplo, a imunoterapia, que consiste em melhorar o status imunológico do paciente. 

Entre os principais agentes utilizados destacamos o interferon alfa (IFN-α), o fator 

estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e interleucina-2 (IL-2). 

O IFN-α é utilizado em altas doses (20 milhões U/m2) durante 5 dias por mês, 

diminuindo-se a dose nos meses posteriores (10 milhões U/m2) 3 vezes por semana 

durante os 11 meses seguintes. O IFN-α intensifica a atividade citotóxica de células 

natural killer (NK) e aumentam a expressão de MHC classe I (MARKOVIC et al., 

2007). O GM-CSF, atua ativando macrófagos citotóxicos promovendo a lise de células 

tumorais, sendo utilizado subcutaneamente na dose de 125mg/m2 por pelo menos 1 ano, 

intercalando o uso de 2 em 2 semanas. Essas abordagens imunoterapêuticas possuem 

um elevado custo, e, somente o tratamento com IL-2 é aprovado pelo FDA  

(MARKOVIC et al., 2007). 

A IL-2 é uma citocina que tem a habilidade de ativar células T CD8+ e células 

NK, resultando, inicialmente na regressão do melanoma murino B16. A partir dessa 

observação a IL-2 passou a ser utilizada em estudos clínicos, gerando resultados 

consistentes, mas pouco expressivos, com uma resposta total de cerca de 13-17%. 

(FANG et al., 2008). 

Como se pode observar, embora seja uma doença de fácil diagnóstico e com um 

simples tratamento (remoção cirúrgica), o melanoma em seus estágios mais avançados 

apresenta um prognóstico muito ruim, com poucas chances de cura. Como a relação 

entre inflamação e câncer vem sendo estudada nos últimos tempos, decidimos investigar 

a participação de mediadores lipídicos inflamatórios no desenvolvimento desta doença. 
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2) Hipótese  

 

Os LTs modulam o desenvolvimento do melanoma murino.  

 

3) Objetivos 

 

Caracterizar a participação dos LTs na evolução do melanoma murino, em 

animais selvagens (WT) e deficientes na expressão da enzima 5-LO (5-LO-/-). 

Os objetivos específicos são: 

A) Verificar o crescimento tumoral através da quantificação de 

número de nódulos em animais WT e 5-LO-/-; 

B) Analisar a sobrevida dos camundongos de ambos os grupos;  

C) Analisar o crescimento tumoral no tecido extra-vascular dos 

camundongos; 

D) Analisar histologicamente e morfometricamente o tecido 

pulmonar dos camundongos de ambos os grupos; 

E) Verificar qual classe de LTs é responsável pela proteção frente ao 

melanoma murino, através do uso de antagonistas específicos. 
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4) Metodologia 

 

4.1) Animais 

 

Camundongos SV 129 e 129-Alox5tm1Fun  (CHEN et al., 1994),  que possuem o mesmo 

background genético dos animais S.V.129, pesando de 20 à 24g de ambos os sexos 

foram mantidos no laboratório de animais transgênicos (LAT) do Instituto de Biofísica 

Carlos Chagas Filho (UFRJ) e na Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 

Posteriormente, os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Ciências 

Biomédicas (ICB) da UFRJ por no mínimo 1 semana antes da utilização, sob condições 

de ciclo claro/escuro de 12 por 12 h, temperatura ambiente de 23ºC e com livre acesso a 

ração e água. Os protocolos utilizados envolvendo procedimentos com os animais de 

experimentação foram realizados de acordo com as diretrizes da Comissão de Uso de 

Animais (CEUA) do Centro de Ciências da Saúde (CCS) da UFRJ, protocolo número 

DFBCICB 028. Os grupos experimentais utilizados foram sempre de animais do mesmo 

sexo equiparados pelo peso/idade. 

 

4.2) Cultura de células  

 

Células B16F10 provenientes do INCA e livres de contaminação por 

micoplasma foram mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), penicilina G sódica (100 U/mL) e 

sulfato de estreptomicina (100 µg/mL), hepes (3 mg/mL), bicarbonato (2,2 mg/mL) e L-

glutamina (0,3 mg/mL). As células foram repicadas 2 vezes por semana, até atingirem 

confluência, sendo diluídas 10 vezes em cada passagem. 

 

4.3) Modelo de metástase in vivo  

 

Células B16F10 foram administradas i.v. nas concentrações de 1, 2 ou 3 x 105/ 

400 µL em tampão salina fosfato (PBS). Duas semanas após o inóculo, os animais 

foram eutanaziados com dose letal de hidrato de cloral (800 mg/kg). Em seguida, a 

traquéia foi canulada e o pulmão inflado com solução de PBS para que a contagem dos 
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nódulos tumorais fosse realizada. A contagem dos nódulos foi realizada com o auxílio 

de uma lupa, os mesmos foram quantificados um por um independente do tamanho e 

utilizando somente a superfície do pulmão voltada para cima. 

 

4.4) Modelo de crescimento local in vivo 

 

Células B16F10 foram injetadas subcutaneamente (s.c.) no dorso dos animais 

na concentração de 5 x 105/ 400 µL em PBS . Trinta dias após, os animais foram 

eutanaziados. Após a confirmação da morte dos animais, os tumores foram removidos 

cirurgicamente e pesados em balança analítica. 

  

4.5) Análise histológica 

 

 Duas semanas após a injeção de células B16F10, a cavidade torácica dos animais 

foi aberta e o pulmão dos animais foi perfundido pelo ventrículo esquerdo com 1 mL de 

PBS e, em seguida, com 1 mL de formol em 10% de PBS. Posteriormente, o pulmão foi 

inflado via traquéia com 1 mL de formol em 10% de PBS. Foram feitos blocos de 

parafina e cortes de 5 µm para a montagem das lâminas. As lâminas foram coradas por 

H&E, para que, em seguida, fosse realizada a análise histológica e morfométrica. 

 

4.6) Morfometria 

 

 O número total de metástases, macrófagos e neutrófilos alveolares foi estimado, 

contando-se dez campos aleatórios em lâminas não identificadas. Os campos foram 

observados com a objetiva de 40x através de um monitor (Philips mod. PV461/781, 

Manaus, Brasil) ligado a um sistema de vídeo-microscopia (câmera de vídeo colorida 

JVC mod. TK-C380, Osaka, Japão e microscópio Carl Zeiss mod. Axiolab, 

Oberkochen, Alemanha) em 30 campos de 26000 µm2 (10 campos aleatórios de três 

diferentes seções). A morfometria foi realizada em lâminas não identificadas por dois 

investigadores em tempos distintos. 

 

4.7) Sobrevida  
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Para avaliar a sobrevida dos animais de ambos os grupos experimentais, 105 

células B16F10 foram injetadas i.v. e a mortalidade foi acompanhada durante 60 dias. 

Os resultados são expressos como porcentagem de sobreviventes. Parâmetros como 

piloereção, letargia e insuficiência respiratória eram observados como fatores de 

impossibilidade de melhora e assim, os animais eram eutanaziados. 

 

4.8) Inibição farmacológica 

 

No experimento de inibição farmacológica, utilizamos o montelukast (Merck) 

como antagonista do receptor CysLT1, na dose de 1 mg/kg injetado 

intraperitonealmente (i.p.) e o composto Ly 292476 (Eli Lilly, Indianápolis, IN) como 

antagonista do receptor BLT1, na dose de 1,5 mg/kg injetado subcutaneamente (s.c.). 

Após esse tratamento, os pulmões foram analisados histologicamente e 

morfometricamente. Os inibidores foram injetados 30 minutos antes de se injetar as 

células e depois diariamente por 14 dias. 

 

4.9) Quantificação de IL-4 por ELISA 

 

O lóbulo esquerdo do pulmão dos animais foi retirado 2 semanas após o 

inóculo com 2 x 105 células B16F10, homogeneizado em 1 mL de tampão de lise (50 

mM de Tris e 100 mM de NaCl pH-8), contendo inibidor de proteases (Sigma), 

centrifugado a 1500 rpm e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20ºC até o dia 

da dosagem. Placas de 96 poços foram cobertas com anticorpo específico anti-IL-4 

(PeproTech). Este anticorpo foi diluído em solução de ligação (0.05 % Tween 20 - 

Sigma, 0.1 % BSA - Sigma em PBS) e incubado por 18 h a 4°C. As placas então foram 

lavadas quatro vezes com PBS + 0,05 % Tween 20. As ligações inespecíficas foram 

bloqueadas com PBS + 1 % BSA por 2 h à temperatura ambiente. Amostras e o padrão 

de IL-4 recombinante (PeproTech) foram adicionados nas placas e incubados por 24 h à 

4ºC. As placas foram lavadas com PBS-Tween-20 e incubadas com anticorpo anti – IL-

4 biotinilado (Peprotech). Após 1 h, as placas foram lavadas mais 4 vezes com PBS-

Tween 20, e o conjugado avidina-peroxidase adicionado segundo as especificações do 
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fabricante (PeproTech) e as placas foram incubadas por mais 30 min. As placas foram 

lavadas com PBS-Tween 20 mais 4 vezes e incubadas com 0,2 mg/ ml do subtrato TMB 

(terametilbenzidina, Sigma) em tampão citrato pH 5,0. Após 20 min, a reação foi 

interrompida com HCl 1 N e a densidade ótica (D.O.)  quantificada à 450 nm em 

espectrofotômetro (Spectra Max-250, Molecular Devices). 

 

4.10) Análise estatística 

 

A curva de sobrevida foi expressa como porcentagem de sobreviventes durante 

60 dias. Para a análise estatística da curva de sobrevida foi utilizado o teste Mantel-Cox 

Logrank (X2 chi squared), sendo que a diferença foi considerada estatisticamente 

significativa para P<0,05. 

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o teste Mann Whitney, 

sendo que os valores obtidos foram representados pela média e pelo erro padrão da 

média, e, somente valores de P<0,05 foram considerados significativos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

5) Resultados  

 

5.1) Crescimento tumoral metastático nos animais WT e 5-LO-/-. 

 

O modelo de metástase de melanoma murino já é bem estabelecido, desde 

1973, quando Fidler obteve a linhagem B16F10 com especificidade para produzir 

nódulos metastáticos nos pulmões dos camundongos C57Bl6. 

Com o objetivo de refletir sobre o quadro de metástase (com pior prognóstico) 

e avaliar a influência dos LTs nesse processo, injetamos i.v. 3 x 105 células B16F10, e 2 

semanas após deste inóculo os animais foram sacrificados para então avaliarmos o 

crescimento do melanoma nos pulmões dos animais. 

A figura 6 mostra que os animais WT possuem um número muito menor de 

nódulos tumorais do que os animais 5-LO-/-. Contudo, essa diferença não pôde ser 

quantificada, devido ao grande número de nódulos no pulmão do grupo 5-LO-/-. 
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A fim de quantificar o número de nódulos tumorais no pulmão, reduzimos o 

número de células tumorais injetadas para 1 x 105, (figura 7A) e verificamos que o 

mesmo padrão de crescimento foi observado, sendo possível quantificar o número de 

nódulos. Com 2 x 105 células, foi observado um crescimento mais pronunciado e 

confiável para contagem (figura 7B). Novamente os animais deficientes para a 5-LO-/- 

mostraram um crescimento tumoral maior, evidenciando que os LTs teriam um papel 

protetor contra o melanoma murino. 

 

                              

 

 

 

 

WT  

5-LO-/- 

Figura 6. Foto representativa do crescimento tumoral nos animais. 
Os animais de ambos os grupos receberam 3 x 105 células B16F10 e 2 
semanas depois seus pulmões foram coletados e fotografados. n=6 
animais por grupo. 
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Figura 7. �úmero de nódulos tumorais.de animais WT e 5-LO-/- 

desafiados com células B16F10. Os animais foram inoculados com 
105 (A) e 2 x 105 (B) células  B16F10 i.v. Duas semanas depois os 
animais foram sacrificados, os seus pulmões foram coletados e o 
número de nódulos quantificados. *P< 0,05 em relação ao WT. (A) 
WT n=5, 5-LO-/- n=4 (B) WT n=5, 5-LO-/- n=5 
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5.2) Quantificação do número de nódulos metastáticos por análise 

histológica em animais WT e 5-LO-/- desafiados com B16F10. 

 

Visto que diferenças significativas foram observadas quanto ao crescimento 

tumoral entre os dois grupos, resolvemos quantificar essa diferença através da contagem 

do número de nódulos metastáticos por campo histológico, verificamos que os animais 

5-LO-/- possuíam uma quantidade de nódulos tumorais muito superior em comparação 

aos animais WT (figura 8). 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. �úmero de nódulos metastáticos por campo em animais WT e 
5-LO-/- injetados com 2 x 105 células B16F10. Animais foram sacrificados 
duas semanas depois e, os pulmões foram coletados, analisados 
histologicamente, e as lâminas obtidas coradas com H&E. A quantificação de 
metástases por campo foi realizada. P< 0,05 em relação ao WT. n= 3 animais 
por grupo. 
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5.3) Análise histológica dos pulmões dos animais WT e 5-LO-/- 

desafiados com 2 x 105 células B16F10. 

 

Após verificarmos o crescimento tumoral, resolvemos avaliar o efeito deste 

crescimento tumoral na arquitetura pulmonar. A análise foi feita 2 semanas após a 

injeção das células. As diferenças nas lâminas são muito visíveis, evidenciando-se 

muito mais metástases tumorais nos animais 5-LO-/- em comparação com os animais 

WT. Além disso, o tamanho dessas metástases é maior nos animais 5-LO-/- em 

comparação com os animais WT (figura 9). A pleura dos animais 5-LO-/- encontrava-se 

muito mais afetada por metástases tumorais do que a dos animais WT (dado não 

mostrado).  

Também, percebemos a presença de um infiltrado leucocitário muito maior na 

região peribronquiolar e, o extremo comprometimento da estrutura alveolar nos animais 

5-LO-/- (figura 9). 
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Figura 9. Análise histológica do pulmão dos animais WT e 5-LO-/-. Os animais foram 
injetados i.v com 2 x 105 células B16F10 e 2 semanas depois os animais foram sacrificados. Os 
pulmões foram coletados e analisados histologicamente e corados com H&E. Fotomicrografia 
representativa de um entre três animais no grupo. As setas indicam regiões de crescimento 
tumoral. Os campos possuíam 26000 µm2. 
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5.4) Análise morfométrica dos pulmões dos animais WT e 5-LO-/- 

 

Com o objetivo de quantificar o infiltrado leucocitário nos pulmões dos animais 

WT e 5-LO-/- fizemos a análise morfométrica dos pulmões dos animais, quantificando 

tanto o número de macrófagos quanto neutrófilos. Observamos que ambas as 

populações celulares estavam em quantidades muito superiores nos animais 5-LO-/- 

injetados com 2 x 105 células B16F10, representando cerca de 4 vezes mais células 

(figura 10). 
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Figura 10. Análise morfométrica de animais WT e 5-LO-/-. Lâminas histológicas 
provenientes de animais que receberam 2 x 105 células B16F10 foram analisadas 
morfometricamente para a quantificação de macrófagos (A) e  neutrófilos (B) *P< 
0,05 em relação ao WT com B16. WT Sal n=3; WT B16 n=3; 5-LO-/- Sal n= 3; 5-LO-
/- B16 n=3  
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5.5) Curva de sobrevida dos camundongos WT e 5-LO-/- injetados com 

células B16F10 

 

A partir da observação do crescimento tumoral pronunciado nos camundongos 

5-LO-/-, padronizamos que nos experimentos subsequentes usaríamos 2 x 105 células. 

Contudo, ao avaliarmos a sobrevida dos animais verificamos que essa quantidade de 

células não produzia diferença na mortalidade dos animais (dado não mostrado). Esse 

fato nos fez optar pela redução dessa quantidade para 105 células. Foi possível verificar 

que houve diferença significativa na mortalidade dos animais, pois no grupo WT houve 

100% de sobrevivência, enquanto que, no grupo de animais 5-LO-/- somente 30% dos 

animais sobreviveram após 60 dias (figura 11). O ponto não retorno dos animais podia 

ser observado quando os mesmos apresentavam piloereção, letargia e insuficiência 

respiratória. 
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Figura 11. Sobrevida dos animais WT e 5-LO-/- desafiados 
com células B16F10. Animais de ambos os grupos receberam 
105 células B16F10 i.v. e durante 60 dias os animais foram 
acompanhados e avaliados quanto a sobrevida. *P< 0,05 em 
relação ao grupo de animais WT. WT n= 9; 5-LO-/- n=10 
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5.6) Avaliação do crescimento tumoral local nos animais WT e  

5-LO-/- injetados com B16F10. 

 

Visto que o crescimento tumoral metastático foi muito mais pronunciado nos 

animais 5-LO-/-, resolvemos verificar se esse fato se repetiria no tecido cutâneo, foco 

original do melanoma, não ocorrendo os fenômenos de invasão e metástase. Assim, 

injetamos 5 x 105 células B16F10 por via s.c. em camundongos WT e 5-LO-/- e 

observamos se o mesmo tipo de resposta seria encontrada (figura 12). A massa tumoral 

que cresceu s.c. nos revelou que os animais 5-LO-/- tiveram um crescimento tumoral 

muito mais pronunciado, comparado aos camundongos selvagens, confirmando a 

incapacidade dos animais 5-LO-/- em controlar o crescimento tumoral e corroborando os 

resultados obtidos na avaliação do crescimento tumoral metastático. 
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Figura 12. Massa dos tumores após administração s.c.  de 
B16F10 em animais WT e 5-LO-/-. Animais receberam 5 x 
105 células B16F10 s.c. e 30 dias depois os tumores foram 
removidos cirurgicamente e pesados em balança analítica. 
*P<0,05 em relação ao WT. WT n=10; 5-LO-/- n=7 
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5.7) Inibição farmacológica 

 

Todos os resultados mostrados evidenciam que os LTs são importantes 

mediadores na proteção contra o melanoma murino, no entanto, como em nossos 

experimentos utilizamos animais deficientes para a enzima 5-LO não era possível saber 

qual classe de LT (se o LTB4 ou os Cys-LTs) era responsável por esta proteção. Com o 

intuito de esclarecer essa questão, os animais WT foram tratados com antagonista do 

receptor Cys-LT1 (montelukast) i.p. e do BLT1 (Ly 292476) s.c. nas doses de 1 mg/kg e 

1,5 mg/kg, respectivamente. Além do grupo controle que somente recebeu salina como 

tratamento, todos os animais foram injetados com 2 x 105 células B16F10, procedendo 

todas as análises 2 semanas após a injeção. 

 O primeiro parâmetro analisado foi a quantificação de nódulos tumorais nos 

pulmões. Os animais tratados com salina possuíam em média 50 nódulos tumorais, 

enquanto que os animais tratados com o inibidor Ly 292476 apresentavam, 

aproximadamente, o dobro de nódulos. Por sua vez os animais tratados com 

montelukast apresentavam o quádruplo de nódulos tumorais em relação ao controle. Os 

dados mostraram que ambas as classes de LTs contribuem para a proteção contra o 

melanoma, embora os Cys-LTs pareçam exercer um papel mais importante neste 

processo de proteção, como mostra a figura 13. 
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Em seguida, a análise histológica revelou que os animais tratados com Ly 

292476 (figura 15) possuíam mais metástases tumorais do que os animais tratados com 

salina. Entretanto, os animais tratados com montelukast possuíam a maior quantidade de 

metástases tumorais dentre todos os grupos, além de um maior comprometimento da 

pleura com tais metástases (figura 15). 

Em relação ao infiltrado leucocitário (macrófagos e neutrófilos), os animais 

tratados com Ly 292476 possuíam a maior quantidade de leucócitos, em relação aos 

demais grupos. Entre os animais tratados com montelukast e salina não houve diferença 

(figuras 14 e 15). 

A estrutura alveolar dos animais tratados com montelukast era a mais 

comprometida dentre todos os grupos, havendo poucas diferenças entre os grupos 

tratados com salina e Ly 292476 (figuras 14 e 15). 

 

 

Figura 13. �úmero de nódulos tumorais em animais tratados 
com Ly 292476, Montelukast e salina. O Montelukast foi 
injetado i.p. na dose de 1mg/kg e o Ly 292476 foi injetado 
subcutaneamente (s.c.) na dose de 1,5 mg/kg. Ambas as drogas 
foram injetadas 30 minutos antes de se injetar as células e, o 
tratamento perdurou 14 dias. Todos os grupos receberam 2 x 105 
células B16F10 i.v. e 2 semanas depois os pulmões foram 
coletados e quantificados.* P< 0,05 em relação ao Salina. **P< 
0,05 em relação ao Ly 292476. Salina n= 6; Ly 292476 n= 6; 
montelukast n = 5 
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Salina Ly 292476 

Figura 14. Análise histológica do pulmão dos animais tratados com Salina e Ly 292476. Os 
animais foram tratados, 30 minutos antes de se inocular as células B16F10, subcutaneamente 
(s.c.) com o inibidor Ly 292476 na dose de 1,5 mg/kg e o tratamento perdurou 14 dias. As 
células B16F10 foram inoculadas i.v na quantidade de 2 x 105 e 2 semanas depois os pulmões 
foram coletados, corados com H&E e analisados histologicamente. Fotomicrografia 
representativa de um entre três animais no grupo. As setas indicam regiões de crescimento 
tumoral. Os campos possuíam 26000 µm2. 
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A fim de quantificar o infiltrado leucocitário, a análise morfométrica dos 

pulmões dos animais foi realizada, podendo-se verificar que os animais tratados com Ly 

292476 apresentaram quantidades muito superiores de macrófagos e neutrófilos, tanto 

em relação ao controle (cerca de duas vezes mais) quanto em relação aos animais 

tratados com montelukast (cerca de três vezes mais) conforme pode ser observado na 

figura 16. 

 

 

 

 

Salina montelukast 

Figura 15. Análise histológica do pulmão dos animais tratados com Salina e com 
montelukast. Os animais foram tratados, 30 minutos antes de se inocular as células B16F10, 
intraperitonealmente (i.p.) com o inibidor montelukast na dose de 1 mg/kg e o tratamento 
perdurou 14 dias Os animais foram injetados i.v com 2 x 105 células B16F10 e 2 semanas depois 
os pulmões foram coletados, corados com H&E  e analisados histologicamente. Fotomicrografia 
representativa de um entre três animais no grupo. As setas indicam regiões de crescimento 
tumoral. Os campos possuíam 26000 µm2. 
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Figura 16. Análise morfométrica de lâminas histológicas provenientes de animais 
WT tratados com salina, montelukast e Ly292476. Ambas as drogas foram inoculadas 
30 minutos antes da administração das células B16F10 e nos 14 dias seguintes. O Ly 
292476 foi inoculado subcutaneamente (s.c.) na dose de 1,5 mg/kg e o Montelukast foi 
inoculado intraperitonealmente (i.p.) na dose de 1mg/kg. Os animais receberam 2 x 105 
células B16F10 e tratados com Ly292476, Montelukast e salina foram analisadas 
morfometricamente para a quantificação de macrófagos (A) e  neutrófilos (B). *P< 0,05. 
em relação ao Salina. **P< 0,05 em relação ao Montelukast. 3 animais por grupo. 
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5.8) Quantificação de IL-4 

 

 A dosagem da citocina IL-4 é importante por ser uma clássica citocina de padrão 

de resposta Th2. Assim, a sua quantificação sugere que tipo de resposta está 

acontecendo no microambiente tumoral. Verificamos que os animais 5-LO-/- possuem 

quantidades de IL-4 muito superiores quando comparados com os WT (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Quantificação da citocina IL-4 em animais WT e 5-
LO-/- desafiados com B16F10 ou salina. Animais de ambos os 
grupos receberam 2 x 105 células B16F10 e 2 semanas depois  os 
animais foram sacrificados e o lóbulo esquerdo do pulmão foi 
removido, homogeneizado e procedeu-se a quantificação da 
citocina IL-4 foi feita por meio de ELISA. WT Sal n=3; WT B16 
n= 4; 5-LO-/- Sal n = 3; 5-LO-/- B16 n= 4 
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6) Discussão 

 

A descrição da relação entre inflamação e câncer não é nova, pois em 1863 

Virchow observou o surgimento de tumores em sítios de inflamação crônica e a 

presença de células inflamatórias em amostras de biópsias de tumores. Entretanto, essa 

conexão ficou abandonada por muito tempo até que demonstrou-se a redução do risco 

de desenvolvimento de certos tipos de câncer, como por exemplo, de cólon e de mama, 

e a diminuição da mortalidade induzida por estes tumores com o uso de anti-

inflamatórios não esteroidais. Observou-se também que células inflamatórias, citocinas 

e quimiocinas estão presentes no microambiente tumoral de todos os tipos de câncer em 

modelos animais e em humanos. Além disso, foi mostrado que doenças de fundo 

inflamatório aumentam o risco de desenvolvimento de câncer. Estima-se que infecções 

e processos inflamatórios crônicos estejam associados com 15-20% de todas as mortes 

de câncer no mundo inteiro (BALKWILL E MANTOVANI 2001). Esses dados fizeram 

com que essa correlação fosse resgatada (MANTOVANI et al., 2008). 

Visto a importância dessa relação entre inflamação e câncer resolvemos avaliar a 

participação dos mediadores lipídicos neste processo, mais especificamente dos LTs. 

Para tal, utilizamos em nossos experimentos animais 5-LO-/-. 

Como modelo experimental para induzir o processo tumoral utilizamos a 

linhagem de melanoma murino B16F10, por representar um modelo bem estabelecido 

de metástase, usado desde a década de 1970. Além disso, a presença de melanoma nos 

pulmões representa o quadro grave, que na clínica médica tem grande impacto na 

sobrevida dos pacientes acometidos pela doença. 

O primeiro parâmetro avaliado foi o número de nódulos tumorais nos pulmões 

dos animais, e pode-se perceber que, independente da quantidade de células tumorais 

injetadas, os animais 5-LO-/- sempre apresentaram mais nódulos tumorais nos pulmões 

quando comparados com os animais WT. Esse dado indica que os LTs exercem um 

papel importante no combate à proliferação das células tumorais injetadas. Esse fato foi 

confirmado pelo ensaio de sobrevida dos animais que receberam as células B16F10, 

onde apenas 30% dos animais 5-LO-/- sobreviveram, enquanto que todos os animais WT 

sobreviveram.  

Dados da literatura sugerem que os LTs (LTB4 e Cys-LTs) favorecem o 

crescimento de tumores através de variados mecanismos, como por exemplo, a inibição 
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da apoptose (IHARA et al., 2007) e a ativação de MAPK (TONG et al., 2005), e que 

células tumorais expressam maiores quantidades da enzima 5-LO quando comparadas 

com células não transformadas (RUNARSSON et al., 2005). Vale ressaltar que esses 

estudos foram realizados in vitro ou em biópsias de pacientes avaliando o papel dos LTs 

na carcinogênese. Em nosso estudo, injetamos células já transformadas tumorais e 

verificamos um papel protetor dos produtos da 5-LO na indução de metástases 

pulmonares. 

Nosso grupo defende a hipótese que a ausência de LTs impede ou diminui a 

chegada de células capazes de modular negativamente o crescimento do tumor, pois já 

foi demonstrado que o LTB4 exerce efeitos diretos em células CD8
+ e CD4

+ através do 

receptor BLT1, induzindo a migração destas células para locais de inflamação 

(GOODARZI et al., 2003; TAGER et al., 2003). Além de exercer esses efeitos diretos, 

em células T, foi demonstrado que esse mediador pode exercer efeitos indiretos em 

células dendríticas, promovendo o aumento da expressão do receptor CCR7 nas 

mesmas. Este receptor é responsável pela migração dessas células para os órgãos 

linfóides, onde as células dendríticas exercem suas funções de apresentadoras de 

antígeno (PRETE et al., 2007). 

Além das células acima mencionadas, a figura 19 ilustra outras células que 

expressam os receptores BLT1 e Cys-LT1. 

 

 

 

 

 

A análise histológica realizada foi de vital importância porque mostrou que as 

observações feitas macroscopicamente podiam ser confirmadas microscopicamente, 

somando detalhes como a estrutura alveolar, infiltrado leucocitário e visualização da 

pleura, que antes não eram evidenciados. Quando analisamos o infiltrado leucocitário 

(macrófagos e neutrófilos) observarmos que os animais 5-LO-/- possuíam maiores 

Figura 18. Representação esquemática das células que respondem ao LTD4 
através do receptor Cys-LT1 e das células que respondem ao LTB4 através do 
receptor BLT1 (PETERS-GOLDEN AND HENDERSON, 2007). 
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quantidades destes tipos celulares em relação ao WT. A nossa hipótese para explicar tal 

observação é que a população de células recrutadas deve ser de macrófagos e 

neutrófilos associados ao tumor, ao invés de células ativadas pela via clássica (M1 e 

N1). Isso justificaria o fato dos animais 5-LO-/- apresentarem um crescimento tumoral 

mais exacerbado, pois uma quantidade maior dessas células no microambiente tumoral 

favoreceria a evolução da doença. O inverso também parece ser verdadeiro, o ambiente 

tumoral induz o recrutamento de macrófagos associados ao tumor, por isso um grande 

aumento nos animais deficientes (os quais apresentam grande quantidade de nódulos 

comparados aos animais selvagens). Tais hipóteses necessitam de futuros experimentos 

para sua validação. 

Quando os monócitos (que se diferenciam em macrófagos posteriormente) 

alcançam a massa tumoral, encontram um microambiente que é pobre em IFNɣ e em 

componentes bacterianos, mas ricos em grandes quantidades de IL-4 ou IL-13, fazendo 

com que ocorra uma polarização destas células para macrófagos associados a tumores 

(TAM) os quais possuem fenótipo M2 (MANTOVANI et al., 2004). Esses TAM são 

responsáveis por produzirem enzimas que modulam a angiogênese em tumores como, 

por exemplo, MMP-2, MMP-7, MMP-9 e MMP-12. Além disso, os TAM são 

responsáveis por favorecer o processo de invasão e metástase (DENARDO et al., 2008). 

Em relação à população de neutrófilos observada, foi descrito recentemente, que 

assim como os macrófagos, os neutrófilos também possuem subpopulações, destacando-

se a população N1 e a N2 (neutrófilos associados a tumores). Os neutrófilos N1 são 

mais citotóxicos frente à células tumorais e com um perfil de produção de citocinas pró-

inflamatórias mais elevado do que os N2 (FRIDLENDER et al., 2009). 

É possível que em nosso estudo, a população N2 seja preponderante, contudo, 

maiores estudos são necessários para confirmar tal hipótese. Fridlender et al., ao 

caracterizar essas duas populações, demonstrou a necessidade de se bloquear o receptor 

de TGF-β para que a população N1 aumente. O TGF- β se trata de uma citocina muito 

expressa em tumores e capaz de bloquear as respostas imunes contra os mesmos. 

 Visto a importância dos LTs na proteção frente o desenvolvimento do 

melanoma murino, o próximo passo foi determinar qual classe de LTs seria a 

responsável por esta proteção, pois o animal 5-LO-/- não sintetiza nenhuma das classes 

de LTs (LTB4 e Cys-LTs). Resolvemos lançar mão da inibição farmacológica através do 

uso de antagonistas dos receptores BLT1 (Ly292476) e CysLT1 (montelukast) em 

animais WT. 
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Os dados mostram que ambas as classes de LTs exercem efeito protetor frente ao 

melanoma, sugerindo que pode haver sinergismo entre ambas no combate a essa 

doença, contudo, quando utilizamos o montelukast o crescimento tumoral foi mais 

pronunciado. Vale ressaltar que o efeito no infiltrado celular obtido com o tratamento 

com montelukast ou com Ly 292476 foi quantitativamente menor do que aquele 

observado nos animais deficientes.  

Além disso, ao verificarmos o infiltrado leucocitário de macrófagos e neutrófilos 

no grupo que foi tratado com o fármaco montelukast, parece não haver correlação entre 

o desenvolvimento tumoral e o infiltrado leucocitário. A explicação para tal observação 

pode advir do próprio montelukast, pois recentemente foi mostrado que esse antagonista 

é capaz de inibir a expressão de IL-8 (citocina associada ao recrutamento de 

neutrófilos), induzida pelo TNF-α,  através da inibição de uma histona que apresenta 

atividade de acetiltransferase (TAHAN et al., 2008).  Essa histona é uma proteína co-

ativadora da transcrição de genes inflamatórios como, por exemplo, o NF-кB p65 e AP-

1, e a ativação dessa proteína leva a um aumento na expressão destes genes. Esses 

menores níveis de IL-8 podem ser os responsáveis pela falência na migração dos 

neutrófilos observadas em nossos experimentos (TAHAN et al., 2008). Verificou-se 

também que o montelukast inibe diretamente o NF-кB, reduzindo a produção de TNF-α, 

IL-6 e MCP-1, sendo a última um importante quimioatraente de monócitos (MAEBA et 

al., 2005). Em relação ao antagonista Ly 292476, embora se verifique um infiltrado 

leucocitário mais pronunciado, o mesmo ainda é muito inferior ao encontrado nos 

animais 5-LO-/-. Entretanto, a literatura carece de informações que relacionem esse 

fármaco com a inibição de fatores de transcrição, produção de citocinas e quimiocinas.  

Quando avaliamos o crescimento local do melanoma (injeção s.c.) foi possível 

observar que independente da via utilizada, o mesmo parâmetro de crescimento 

observado no pulmão também foi identificado no tecido subcutâneo, mostrando que 

tanto de forma local como de forma sistêmica os LTs são importantes na defesa contra o 

desenvolvimento do melanoma. Embora o crescimento local do melanoma pudesse 

gerar uma série de resultados, o nosso objetivo sempre foi avaliar o quadro de 

metástase. 

Já foi demonstrado que na ausência da enzima 5-LO, a produção de IL-10 é 

aumentada e uma resposta imunológica de padrão Th2 é preponderante (DiMeo et 

al.,2007) razão essa que nos levou a avaliar a produção de IL-4 no interstício pulmonar, 

sendo possível verificar que os animais 5-LO-/- injetados com B16F10 possuíam cerca 
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de 400 ng de IL-4/mg de proteína enquanto que os animais WT injetados possuíam a 

metade deste valor. Esse resultado corrobora os dados da quantificação de nódulos e 

sobrevida do nosso estudo. A relação dessa citocina no desenvolvimento tumoral já foi 

bem estudada, estando sempre associada com um pior prognóstico da doença. 

Foi demonstrado que várias células tumorais expressam o receptor de IL-4, 

dentre elas: sarcoma murino (PURI et al., 1991), células humanas de carcinoma renal 

(OBIRI et al., 1993), câncer de pulmão humano (KAWAKAMI et al., 2002a), sarcoma 

de Kaposi humano associado a AIDS (HUSAIN et al., 1999), câncer ovariano (KIOI et 

al., 2005), linfoma de Hogdkin (KAWAKAMI et al., 2005), carcinoma de mama 

(LELAND et al., 2000), câncer de cabeça e pescoço (STROME et al., 2002) e tumores 

pancreáticos (KAWAKAMI et al., 2002b). 

Em modelo de melanoma murino um estudo utilizou as células B16F10 e as 

células B16F1 e demonstrou-se que no baço de camundongos injetados com B16F10, 

foi gerada uma população de linfócitos Th2 produtoras de  altas quantidades de IL-4 e 

IL-10 quando ativadas com anti-CD3. Essas células Th2 foram transferidas 

adotivamente para camundongos injetados com células B16F1, promovendo o aumento 

do número de nódulos tumorais igualando-se ao número de nódulos observados nos 

camundongos injetados somente com B16F10 (KOBAYASHI et al., 1998). Um 

resultado semelhante foi observado quando os camundongos que receberam a linhagem 

B16F1 foram tratados com IL-4r, igualando o número de nódulos tumorais aos dos 

animais que receberam a linhagem B16F10 (KOBAYASHI et al., 1998). 

Esse trabalho mostrou-se importante na caracterização do papel dos leucotrienos 

frente ao melanoma murino, que até então era desconhecido. Contudo, maiores estudos 

são necessários para elucidar os mecanismos envolvidos nessa proteção. 
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7) Conclusão 

 

Esse trabalho nos permite concluir que ambas as classes de LTs, LTB4 e Cys-

LTs, são de fundamental importância na proteção contra a proliferação do melanoma 

murino. Uma resposta imunológica do tipo Th2 pode estar relacionada pelas 

quantidades da citocina IL-4 encontradas. Entretanto, maiores estudos serão necessários 

para que tal afirmação se confirme. 

 

8) Perspectivas futuras 

 

Em relação ao tratamento farmacológico, várias possibilidades ocorrem, dentre 

elas: 

a) associar ambos os fármacos e observar se o crescimento tumoral se igualaria aos 

dos animais 5-LO-/-; 

b) o uso de outros antagonistas ou de animais deficientes para os receptores de 

LTs; 

c) Avaliar a diferença entre as linhagens de camundongos, pois a ausência da 5-LO 

pode acarretar diferenças bioquímicas e fisiológicas ainda não elucidadas. 

Como solução para a possível interferência do Montelukast no infiltrado 

leucocitário, uma possibilidade seria utilizar outro antagonista e verificar se esses 

efeitos são mantidos. 

Uma forma de comprovar nossas observações realizadas até aqui seria através da 

utilização de diferentes linhagens de células tumorais nos animais WT e 5-LO-/- e 

verificar se os mesmos parâmetros se repetiriam. 

Como forma de elucidar qual tipo de resposta imunológica está ocorrendo (Th1, 

Th2 ou Th17) se faz necessário dosar citocinas como IFN-γ, TNF-α, IL-10, IL-12, IL-13 

e IL-17. 

Determinar as classes de macrófagos e neutrófilos presentes nos tecidos 

pulmonares de animais WT vs 5-LO-/-. 

Verificar o efeito de LTB4 e Cys-LTs na viabilidade das células B16F10.  
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