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RESUMO 

 

VIEIRA, Andreza Maia. Efeito do ATL-1, um análogo sintético de 15-epi-Lipoxina A4, em 
células endoteliais moduladas pela interação com células de melanoma humano. 2014. 142f. 
Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

Tumores surgem a partir de um distúrbio patológico caracterizado pela proliferação 
celular excessiva, e se sustentam pela criação de um microambiente favorável. O melanoma é um 
tumor altamente metastático originado a partir de melanócitos. A angiogênese é necessária para o 
crescimento de tumores e metástases. O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é o 
principal agente pró-angiogênico e permeabilizante. O microambiente tumoral apresenta 
características de uma inflamação crônica com a presença de uma matriz extracelular (MEC) 
ativada. As lipoxinas (LX) e 15-epi-LX são lipídeos com potentes efeitos anti-inflamatórios e 
antiangiogênicos em diferentes modelos in vivo e in vitro. Contudo, seus efeitos nas células 
endoteliais (CE) em um microambiente tumoral são desconhecidos. No presente estudo foi 
investigada a modulação de CE pelo ATL-1, um análogo sintético de 15-epi-LX, em um modelo 
que mimetiza o microambiente tumoral. Inicialmente, foi caracterizado o efeito inibitório do 
ATL-1 sobre a permeabilidade endotelial induzida pelo VEGF. Este efeito ocorre por meio de 
mecanismos relacionados à estabilização de VE-caderina e redução da translocação nuclear de β-
catenina. Além disso, em ensaios de co-cultura, o pré-tratamento da CE primária (HUVEC) com 
ATL-1 reduziu a migração transendotelial de células de melanoma altamente metastáticas 
(MV3), mas não a migração de melanócitos normais (NGM). A secreção de VEGF em HUVEC, 
NGM e MV3 foi determinada por ELISA. A MV3 secreta grandes quantidades de VEGF de 
maneira tempo-dependente e o ATL-1 não alterou esta ação. A correlação entre a eficiência da 
MV3 em atravessar a monocamada endotelial e o acúmulo de VEGF foi feita em ensaio onde a 
monocamada endotelial foi estimulada com uma concentração de VEGF exógeno, em níveis 
comparáveis aos secretados pelas células MV3. Neste ensaio, observamos o aumento na 
migração de ambas as linhagens, MV3 e NGM. O ATL-1 inibiu a passagem de ambas as células. 
A influência do estroma alterado sobre o endotélio também foi avaliada utilizando a MEC 
extraída de melanoma. A matriz tumoral suporta o crescimento endotelial tornando a 
monocamada mais permeável, com níveis de expressão genética aumentada do principal receptor 
do VEGF, o VEGFR-2, bem como da citocina pró-angiogênica IL-8 e seu receptor, o CXCR-2. 
Além disso, a MEC tumoral induziu no endotélio um perfil inflamado, caracterizado pela 
produção de óxido nítrico e pela expressão gênica e proteica da molécula de adesão VCAM-1, 
que foi acompanhada pela maior adesão de mononucleares ativados. Estas ações foram inibidas 
pelo tratamento das CE com o ATL-1, assim como a maior capacidade tubulogênica apresentada 
pelo endotélio em contato com a matriz. Estes resultados sugerem uma intrínseca relação entre o 
endotélio e a MEC tumoral e sua importância na progressão e metástase do melanoma. Além 
disso, neste cenário, o ATL-1 surge como uma poderosa ferramenta anti-inflamatória e 
antimetastática. 

 

Palavras-chave: Célula Endotelial. Melanoma. Matriz Extracelular. VEGF. ATL-1. 

 



 

ABSTRACT 
 

VIEIRA, Andreza Maia. Effect of ATL-1, a synthetic analogue of 15-epi-Lipoxin A4, in 
endothelial cells modulated by interaction with human melanoma cells. 2014. 142f. Tese 
(Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 
 Tumors arise from a pathological disorder characterized by excessive cell proliferation 
and are supported by the establishment of a favorable microenvironment. Melanoma has a 
metastatic profile and originates from melanocytes. Angiogenesis is necessary for tumor growth 
and metastasis. The vascular endothelial growth factor (VEGF) is the main pro-angiogenic and 
permeable factor. Tumor microenvironment presents a chronic inflammation profile and an 
activated extracellular matrix (ECM). Lipoxins (LX) and 15-epi-LX are lipids with potent anti-
inflammatory and antiangiogenic effects in different models in vivo and in vitro. However, their 
effects on endothelial cell (EC) in the tumor microenvironment are unknown. In the present study 
we investigated the effect of ATL-1, a synthetic analog of 15-epi-LX, on EC, in a model that 
mimics the tumor microenvironment. Initially, the inhibitory effect of ATL-1 on VEGF-induced 
endothelial permeability was characterized. This action was related to the stabilization of VE-
cadherin and reduction of β-catenin nuclear translocation. Additionally, in co-culture assays, the 
pretreatment of EC (HUVEC) with ATL-1 reduced the transendothelial migration of highly 
metastatic melanoma cells (MV3), but not normal melanocytes (NGM). The secretion of VEGF 
by HUVEC, MV3 and NGM was determined by ELISA. The MV3 cells secreted large amounts 
of VEGF in a time-dependent manner and ATL-1 did not alter this action. The correlation 
between the efficiency of MV3 cells to migrate through an endothelial monolayer and the 
accumulation of VEGF was observed in an assay where the endothelial monolayer was 
stimulated with exogenous VEGF, in a concentration comparable to levels secreted by MV3 
cells. In this test, we observed an increase in cell migration of both cells which was inhibited by 
ATL-1. The influence of the reactive stroma of the endothelium was also evaluated using the 
ECM extracted from melanoma. Tumor matrix supports endothelial growth inducing HUVEC 
monolayer permeability, increasing VEGFR-2, the pro-angiogenic cytokine IL-8 and its receptor, 
CXCR-2, gene expression. Also, tumor-derived ECM induced a pro-inflammatory profile in 
HUVEC characterized by the production of nitric oxide and the adhesion molecule VCAM-1 
gene and protein expression, which was followed by an increased adhesion of activated 
mononuclear cells. These actions were inhibited by the treatment of endothelial cells with ATL-1. 
The increase in the tubulogenic capacity presented by endothelium in contact with the matrix was 
also inhibited by ATL-1. Taken together, these data suggest an intrinsic relation between 
endothelium and melanoma-derived ECM and a role in melanoma progression and metastasis. 
Moreover, in this scenario, ATL-1 appears as a powerful anti-inflammatory and anti-metastatic 
tool. 
 

Keywords: Endothelial cell. Melanoma. Matrix extracelular. VEGF. ATL-1. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Os tumores representam um distúrbio patológico do crescimento, caracterizado por 

uma proliferação excessiva e incessante de células. Há uma enorme variedade de tumores, que 

se originam, basicamente, de todos os tipos de células humanas. O crescimento tumoral é um 

processo complexo regulado por interações entre as células tumorais e componentes da matriz 

extracelular (MEC) além de células do sistema imune, fibroblastos e células endoteliais (L 

Addison, 2006).  

 O microambiente tumoral é determinante para o seu desenvolvimento. Enquanto o 

estroma normal pode retardar a tumorigênese, alterações em seus componentes promovem 

crescimento tumoral (Bissell e Radisky, 2001). Da mesma forma, a composição da MEC na 

massa tumoral é diferente da do tecido normal e favorece a proliferação e migração celular 

estimulando, consequentemente, a progressão tumoral. Os efeitos da MEC, produzida por 

células tumorais, sobre a ativação e modulação de células endoteliais constituiria, assim, um 

alvo terapêutico importante no tratamento de diversos tipos de tumores. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Endotélio 

 

 

 Os vasos sanguíneos formam uma rede de tubos que transportam sangue do coração 

em direção a outros tecidos e de volta para o coração. Estruturalmente, os vasos são divididos 

em três camadas: (1) a túnica externa é composta, basicamente, de tecido conjuntivo e de 

pequenos filetes nervosos e vasculares; (2) a túnica média é composta por fibras musculares 

lisas e pouco tecido conjuntivo elástico; (3) a túnica íntima forra internamente e sem 

interrupções as artérias e capilares, e é constituída por células endoteliais (CE) unidas 

lateralmente por firmes junções célula-célula (Dejana e col., 2008).  

Mesmo tendo sua origem mesodérmica, funcionalmente o endotélio é classificado 

como um epitélio simples pavimentoso (Junqueira e Carneiro, 2008). O endotélio atua como 

uma interface entre o sangue e os tecidos subjacentes, fornecendo uma superfície não 

trombogênica para os componentes sanguíneos, além de distribuir nutrientes e oxigênio por 

todo corpo (Mehta e Malik, 2006). Adicionalmente, as CE funcionam como uma barreira 

seletiva, controlando a passagem de proteínas plasmáticas e células circulantes do sangue para 

o interstício (Dejana e col., 2008). 

 As CE se originam de sucessivas diferenciações das células do mesoderma, que levam 

à formação das primeiras estruturas vasculares, as ilhas de sangue primitivas. As células do 

centro das ilhas darão origem às células hematopoiéticas, enquanto as da periferia 

diferenciam-se em angioblastos, os precursores das CE maduras. Este processo é denominado 

vasculogênese (Risau e Flame, 1995). Marcadores específicos como fator de Von Willebrand 

(fator VII), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a molécula de adesão célula 

endotelial/plaqueta (PECAM-1 ou CD31) são encontrados no endotélio.  

As CE encontram-se aderidas sobre uma lâmina basal composta por diferentes 

moléculas de colágeno, fibrina, elastina, glicoproteínas e proteoglicanas (Junqueira e 

Carneiro, 2008). Após a formação completa dos vasos, em condições normais, as CE maduras 

apresentam um perfil quiescente, com baixa capacidade proliferativa e uma prolongada 

longevidade. Contudo, sob condições rigorosamente controladas, como durante o ciclo 

ovariano ou na cicatrização de feridas, as CE podem formar novos vasos a partir da uma rede 
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vascular já existente, processo denominado angiogênese (Folkman e Shing, 1992; Rissau, 

1997; Conway e col., 2001; Otrock e col., 2007). 

  Proteínas sanguíneas, bem como leucócitos, podem passar através da barreira 

endotelial por duas maneiras: diretamente através do corpo da CE (rota transcelular) ou ainda 

entre as CE, o que requer a abertura dos contatos célula-célula (rota paracelular) (Vestweber e 

col., 2010). Ambas as vias podem ocorrer sinergicamente durante a regulação da homeostase 

vascular (Vestweber e col., 2010). 

A passagem através da rota transcelular requer fenestrações celulares ou um sistema 

de transporte de vesículas complexo, enquanto, a passagem paracelular é processo rápido e 

regulado por abertura e fechamento de junções célula-célula (Harris e Nelson, 2010).  

 Diferentes mediadores inflamatórios e fatores de crescimento, tais como trombina, 

histamina, fator de necrose tumoral (TNF)-α, bradicinina, fator de crescimento de endotélio 

vascular (VEGF), além de lipopolissacarídeos (LPS) podem aumentar a permeabilidade 

vascular (Vestweber e col., 2009). Contudo, a permeabilidade deve ser finamente controlada, 

a fim de manter a integridade endotelial. 

 A desestabilização do endotélio vascular está frequentemente associada a condições 

patológicas, e a perda da homeostase tecidual leva a estados trombóticos e a graves disfunções 

dos órgãos (Dejana e col., 2008). 

 

 

1.2 Junções intercelulares 

 

 

As junções intercelulares são estruturas determinantes para a manutenção da 

permeabilidade endotelial, sendo vitais para a formação e integridade dos vasos (Dejana e 

col., 1995). Estas estruturas são formadas por proteínas adesivas transmembranares ligadas a 

uma rede de proteínas citoplasmáticas que, por sua vez, se conectam ao citoesqueleto (Dejana 

e col., 1995; Wallez e Huber, 2008). 

Agentes como a histamina ou a trombina aumentam de maneira muito rápida a 

permeabilidade, aumento rapidamente reversível uma vez que os agentes são removidos. Por 

outro lado, citocinas inflamatórias necessitam de várias horas para aumentar a permeabilidade 

vascular, porém seus efeitos são sustentados por até 24 ou 48 horas. Essas observações 
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sugerem que o mecanismo de ação e as implicações funcionais do aumento da permeabilidade 

podem variar (Esser e col., 1998; Andriopoulou e col., 1999).  

A organização e a quantidade das junções endoteliais variam ao longo do leito 

vascular em função das condições específicas às quais os vasos estão expostos (Bazzoni e 

Dejana, 2004). Por exemplo, na barreira hematoencefálica, onde se faz necessário um controle 

rigoroso da permeabilidade, as junções são altamente desenvolvidas e bem organizadas 

(Rubin e Staddon, 1999). Em contraste, nas vênulas pós-capilares, principal local onde ocorre 

o extravasamento de leucócitos, as junções encontram-se fracamente estruturadas 

(Simionescu e Simionescu, 1991). 

Contudo, uma característica comum das junções endoteliais é a sua organização 

dinâmica. As CE são capazes de alterar rapidamente a arquitetura de suas junções para 

permitir a passagem dos constituintes do plasma e células sanguíneas da circulação. Na 

maioria dos casos, este efeito é rapidamente revertido, sendo o endotélio capaz de 

desorganizar e reorganizar suas junções intercelulares em questão de minutos (Caveda e col., 

1994, Dejana e col., 1995). 

As junções célula-célula também funcionam como estruturas de sinalização que 

comunicam a posição celular, limitam o crescimento, a apoptose e regulam a homeostase 

vascular em geral (Dejana, 2004). Os complexos juncionais desencadeiam a sinalização 

intracelular de diferentes maneiras. Eles podem fazê-lo diretamente, através do envolvimento 

de proteínas de sinalização ou de receptores para fatores de crescimento, ou indiretamente, 

por aprisionar fatores de transcrição na membrana celular, limitando assim sua translocação 

nuclear (Braga, 2002; Wheelock e Johnson, 2003; Matter e Balda 2003, Yoshihara e col., 

2010). Os principais tipos de complexos adesivos que medeiam às interações célula-célula no 

endotélio são as junções aderentes (JA) e as junções ocludentes (JO) (Dejana, 2004; Wallez e 

Huber, 2008, Harris e Nelson, 2010) (Fig. 1).  

Essas junções são formadas por diferentes moléculas, entretanto apresentam 

características semelhantes. São proteínas transmembranares adesivas que promovem ligações 

ao longo de toda borda celular (Balda e Matter, 2000; Bazzoni e Dejana, 2004; Dejana e col., 

2008).  

As JO, também chamadas de junções bloqueadoras, formam um complexo juncional 

intercelular estreito entre as CE adjacentes (Gumbiner, 1993) e regulam o movimento de íons 

e solutos entre as células, impedindo a troca de proteínas presentes nas membranas apical e 

basolateral, contribuindo para a polaridade celular (Hartsock e Nelson, 2008). 
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Figura 1 – Organização das junções célula-célula endoteliais 

 
 
Legenda: As junções ocludentes são mediadas principalmente por claudinas, ocludinas, membros das famílias de 

moléculas de adesão juncional (JAM). Os componentes citoplasmáticos de junções ocludentes são as 
proteínas ZO, cingulina, ZONAB, entre outros. Nas junções aderentes, a adesão é promovida pelas 
caderinas (VE-caderina e N-caderina) que se ligam diretamente às proteínas citoplasmáticas p120, β-
catenina e placoglobina. 

Fonte: Adaptada de Dejana e col., 2009.  
 

 

Nas JO, a adesão é mediada por membros da família das claudinas (1, 5- especifica 

para o endotélio e 12), ocludinas e moléculas de adesão juncional (JAM - do inglês junctional 

adhesion molecule). Estas proteínas integrais se ligam a proteínas citoplasmáticas, como as 

zônulas ocludentes (ZO)-1, ZO-2 e ZO-3, e estes complexos medeiam a ligação ao 

citoesqueleto de actina (Dejana e col., 2009). 

  As JA são zonas de contato formadas por glicoproteínas da superfamília das 

caderinas. As caderinas são proteínas transmembranares de cadeia simples que possuem uma 

região citoplasmática altamente conservada e um domínio extracelular que apresenta um ou 

mais domínios repetidos de caderina (EC – do inglês extracellular cadherin repeats). Entre os 

EC existem sítios de ligação para íons cálcio (Ca2+), que, uma vez ligados, promovem a 

transformação da estrutura em uma haste rígida, permitindo seu ancoramento à célula vizinha 

(Patel e col., 2003; Gonzalez-Mariscal e col., 2008) (Fig. 2).  

As caderinas promovem um reconhecimento homofílico e Ca2+-dependente, sendo 

expressas em todos os tecidos sólidos do organismo (Komarova e Malik, 2010). A 
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superfamília das caderinas pode ser subdividida em caderinas clássicas e caderinas não 

clássicas (Ivanov e col., 2001) (Tabela 1). 

 

Figura 2 - Estrutura e função das caderinas 

 

 
Legenda: (A) Uma molécula de caderina clássica. A proteína é um homodímero, com a parte extracelular de 

cada polipeptídio dobrada em cinco EC. Existem sítios de ligação para o Ca2+ entre cada par domínio 
repetido. (B) A influência do Ca2+ extracelular. 

Fonte: Adaptada de Molecular Biology of the Cell. 4th edition, 2002. 
 

 

As caderinas medeiam as junções celulares através da interação entre os domínios 

extracelulares idênticos localizados nas membranas das células adjacentes. A estabilidade 

destas junções é assegurada pela ligação do domínio intracelular das caderinas com o 

citoesqueleto de actina (Ivanov e col., 2001). Esta adesão célula-célula é altamente específica 

e desempenha um papel chave no tecido, no desenvolvimento de órgãos durante a 

embriogênese e na manutenção da estrutura normal dos tecidos no organismo adulto 

(Gumbiner, 2005; Komarova e Malik, 2010). Assim sendo, mudanças na composição ou 

função das JA poderiam ter efeitos complexos sobre a homeostase vascular geral. 

A expressão de caderina no endotélio vascular (VE-caderina) é exclusiva e especifica 

para o endotélio (Lampugnani e col., 1992). Embora outro membro da superfamília de 

caderina, a caderina neuronal (N-caderina), seja encontrada nos vasos, apenas a VE-caderina é 

capaz de iniciar a montagem das JA (Komarova e Malik, 2010). 

Tabela 1 - Membros da superfamília de caderinas 
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Fonte: Biologia Molecular da Célula, 5° Ed. 2010. 

 

 

1.2.1 VE-caderina 

 

 

A VE-caderina foi identificada pela primeira vez em 1991 por Suzuki e colaboradores, 

que clonaram o cDNA de oito novos membros da família de caderinas, dos quais apenas um, 

o clone 5, era encontrado somente nas  CE. 

Esta molécula de adesão desempenha funções fundamentais na permeabilidade 

microvascular, assim como em eventos morfogênicos e proliferativos associados à 

angiogênese (Dejana e col., 1999, 2001). A VE-caderina está presente nas CE de todos os 

tipos de vasos e sua importância é evidenciada à medida que anticorpos que bloqueiam sua 

função adesiva levam à dissociação da camada de CE in vitro (Breviario e col., 1995), 

aumentam o extravasamento de neutrófilos (Gotsch e col., 1997) e permeabilidade vascular 

(Corada e col., 1999) in vivo. 

Tal como as outras caderinas clássicas, a VE-caderina apresenta cinco domínios EC e 

medeia uma adesão homofílica Ca2+-dependente funcionando como um ponto de ligação entre 
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a membrana plasmática e o citoesqueleto (Angst e col., 2001). A VE-caderina se liga através 

de seu domínio citoplasmático a proteínas citosólicas, como as cateninas. A catenina p120 se 

liga na região justamembranar, recrutando a β-catenina e a placoglobina (também chamada γ- 

catenina). Estas podem, por sua vez, se ligar à α-catenina, que ancora todo o complexo ao 

citoesqueleto de actina (Vestweber, 2008) (Fig. 3).   

A interação das caderinas com o citoesqueleto é um requisito importante para o 

controle da estabilidade do contato celular. Além disso, a β-catenina, sob determinadas 

condições, e também a placoglobina, podem translocar para o núcleo e modular atividades 

transcricionais (Dejana e Giampietro, 2012). 

 

Figura 3 - Organização molecular da VE-caderina 

 
 

Legenda: A VE-caderina é representada como um dímero. EC1 - EC5 são os cinco domínios extracelulares 
homólogos de VE-caderina. O clustering de VE-caderina em contatos célula-célula promove a 
formação de complexos multimoleculares. As proteínas que são bem conhecidas por interagirem com 
VE-caderina são a catenina p120 , β-catenina (βcat) e placoglobina (plako) . A β-catenina e a 
placoglobina se associam diretamente com VE-caderina e a α-catenina (αcat). 

Fonte: Adaptada de Dejana e col., 2008. 
 

 

Vias endógenas que aumentam a permeabilidade vascular afetam a função e a 

organização da VE-caderina de diversas maneiras. O aumento da fosforilação, a endocitose, a 

S-nitrosilação ou a clivagem de proteínas gerados pela ativação de receptores para fatores de 

crescimento são exemplos de vias que facilitam a rompimento da barreira endotelial (Dejana e 

col., 2009; Harris e Nelson, 2010; Chen e col., 2012). Todavia, é largamente aceito que a 

fosforilação em resíduos de tirosina leva a um comprometimento da barreira endotelial (Potter 

e col., 2005; Vestweber, 2007; Dejana e col., 2008) (Fig. 4).  
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Figura 4 - Sítios de fosforilação da VE-caderina em tirosina e serina 

 

Legenda: Sítios de fosforilação em tirosina (Y) e serina (S). A interação da VE-caderina com proteínas 
individuais pode ser positivamente (CSK, β-arrestina-2) ou negativamente (p120, β-catenina), 
regulada pela sua fosforilação em resíduos de aminoácidos específicos. Algumas vias que conduzem à 
fosforilação de locais específicos são mostradas na figura. 

Fonte: Adaptada de Dejana e col., 2008. 
 

 

Por exemplo, a histamina (Andriopoulou e col., 1999), o LPS (Gong e col., 2008) e o 

VEGF (Wallez e col., 2007) induzem a fosforilação em tirosina da VE-caderina, que é 

acompanhada por um aumento da permeabilidade vascular e diapedese de leucócitos (Esser e 

col., 1998). Estes indutores variam no seu modo de ação e o entendimento de suas vias de 

sinalização tem sido um intenso campo de investigação (Tabela 2). 

Adicionalmente, proteínas tirosina quinases (PTK), como as da família Src, são 

necessárias para propagar estes sinais e fosforilar a cauda citoplasmática da VE-caderina (Fig. 

4). Esta importância foi demonstrada em experimentos onde a permeabilidade induzida pelo 

VEGF, na derme e no cérebro, foi inibida em camundongos nocautes para Src (Eliceiri e col., 

1999).  

A fosforilação da cauda citoplasmática da VE-caderina também pode ser regulada por 

fosfatases, tais como a proteína tirosina fosfatase (PTP) do endotélio vascular (VE-PTP) 

(Nawroth e col., 2002).  

A fosforilação da VE-caderina não só desfaz as interações homofílicas, mas também 

pode resultar na sua endocitose e remoção da superfície celular (Gavard e Gutkind, 2006). A 

internalização de VE-caderina é um processo que ocorre dependentemente de clatrinas (Xiao 

e col., 2005), e, neste contexto, a fosforilação da VE-caderina em um resíduo de serina, e não 
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de tirosina, seria o requisito crucial para o aumento da permeabilidade (Gavard e Gutkind, 

2006) (Fig. 4). Em células endoteliais do cordão umbilical humano (HUVEC), o VEGF foi 

capaz de aumentar a permeabilidade da monocamada através da fosforilação em tirosina da 

VE-caderina, β-catenina e placoglobina, embora os cursos temporais de ambos os eventos 

sejam distintos (Esser e col., 1998). 

A partir do conhecimento de como a organização da JA pode ser modulada, é possível 

formular estratégias farmacológicas para controlar a função endotelial e, assim, tentar 

prevenir o edema encontrado em diversas enfermidades.  

 

Tabela 2 - Fatores indutores da permeabilidade (PIF) e os seus mecanismos de ação propostos 
 

PIF Efeitos sobre a VE-caderina Vias de sinalização propostas 

VEGF Fosforilação  
Internalização 
Dissociação da catenina 

Src 
Rac/PAK 
Ca2+/PKC 
 

Trombina Dissociação da catenina 
Fosforilação 

Ca2+/PKC 
Rho 
Rac/PAK 
MAPK 
 

Histamina Fosforilação  
Dissociação da catenina 
Internalização 

Ca2+/PKC 
Rho 
Rac/PAK 
 

TNF-α Fosforilação  
 

Ca2+/PKC 
Rho 
Rac/PAK 
 

LPS Fosforilação  
 

Rho 
Indiretas 
Src 
 

ROS Fosforilação  
Dissociação da catenina 
 

Rac/PAK 
Src 
Ca2+/PKC 
 

 
Fonte: Adaptada de Gavard, 2009. 
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1.3 Angiogênese 

 

 

A angiogênese é um evento dinâmico e complexo, que requer a atividade coordenada 

de múltiplas vias de sinalização, como VEGF e angiopoetinas, além de fragmentos pró- e 

anti-angiogênicos liberados pela matriz extracelular (MEC) (Yancopouco e col., 2000; 

Karamysheva, 2008).  

A ativação das CE por moléculas pró-angiogênicas induz o remodelamento das 

junções célula-célula (VE-caderina, ZO-1, entre outras) e da MEC, simultaneamente com o 

desprendimento das células murais (pericitos). Assim, CE especiais denominadas células 

lideres (do inglês tip cells) podem migrar em direção ao estímulo (Welti e col., 2013) (Fig. 5). 

Trabalhos demonstram a participação da via de sinalização de Notch neste processo, 

visto que, após a ativação das tip cells pelo VEGF, ocorre a expressão e ativação de Notch e 

seu ligante Dll-4 (do inglês Delta-like 4) (Adams e Alitalo, 2007; Welti e col., 2013).  

Uma vez as células lideres selecionadas, o vaso em formação se alonga através da 

proliferação de CE denominadas células do tronco vascular (do inglês stalk cells), que 

também estimuladas pelo VEGF, formam o lúmen e recrutam pericitos para estabilização 

vascular (Gerhardt e col., 2003, Welti e col., 2013). A formação do lúmen também contribui 

para a estabilidade dos neovasos, visto que o fornecimento de oxigênio promove a diminuição 

local de fatores angiogênicos induzidos pela hipóxia. 

Em indivíduos adultos os novos vasos surgem principalmente por angiogênese, 

embora a vasculogênese também possa ocorrer. Neste caso, pelo recrutamento de células 

semelhantes aos angioblastos, as chamadas células progenitoras endoteliais (EPC) da medula 

óssea (Conway e col., 2001).  

A angiogênese é regulada por um balanço homeostático entre fatores pró- e anti-

angiogênicos (Carmeliet e Jain, 2000; Distler e col., 2003). Ela é ativada em situações 

fisiológicas restritas, como as que ocorrem no sistema reprodutor feminino, durante a 

formação do corpo lúteo e proliferação endometrial; na embriogênese pelo remodelamento da 

vasculatura formada durante a vasculogênese; ou mesmo em situações onde a cicatrização se 

faz necessária (Folkman e Shing, 1992; Otrock e col., 2007).  Entretanto, a angiogênese 

também ocorre durante o desenvolvimento de muitos processos patogênicos, tais como a 

inflamação crônica, aterosclerose, artrite reumatóide, diabetes, obesidade e durante o 

desenvolvimento tumoral (Folkman, 1995; Otrock e cols., 2007). 
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Figura 5 - Esquema representativo dos eventos da angiogênese  

 

 
Legenda: A angiogênese é um evento dinâmico de várias etapas, que envolvem a ativação do endotélio e 

vasodilatação, retração das células periendoteliais, liberação de proteases pelas CE ativadas, 
degradação da MEC que circula o vaso pré-existente,  migração e proliferação das CE em favor do 
gradiente quimiotático liberado pela fonte do estímulo angiogênico, formação de estruturas 
semelhantes a tubos,  recrutamento de células de suporte,  fusão dos vasos recém formados e início do 
fluxo sanguíneo. 

Fonte: Adaptada de Angiogenesis foundation.  

 
 

 

Diferente da vasculatura normal, a angiogênese tumoral produz vasos altamente 

desestruturados e sinuosos, com junções endoteliais frouxas e MEC descontínua. Estes vasos 

apresentam hiperpermeabilidade que leva ao aumento da pressão intersticial facilitando o 

intravasamento das células tumorais (Carmeliet e Jain, 2000). Sendo assim, durante o 

desenvolvimento tumoral, a angiogênese não é importante apenas para crescimento e 

suplemento sanguíneo do tumor, mas também para a metástase para focos secundários 

(Gomes e col., 2013).  
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1.3.1 Fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF)  

 

 

 O VEGF foi inicialmente descrito como fator de permeabilidade vascular (VPF), 

secretado pelas células tumorais, que estimula o aumento rápido e reversível da 

permeabilidade microvascular sem dano para as CE (Senger e col., 1983). Mais tarde, esta 

glicoproteína mostrou-se um fator de crescimento altamente seletivo e notavelmente potente 

para as CE (Connolly e col., 1989; Ferrara, 2000). 

A ação mais proeminente do VEGF é o aumento da permeabilidade vascular. Seu 

efeito torna-se evidente dentro de um ou dois minutos após a injeção na derme e persiste por 

aproximadamente 20 minutos. A permeabilidade induzida pelo VEGF não é bloqueada por 

anti-inflamatórios, incluindo os que bloqueiam a histamina, a trombina e o fator de ativação 

de plaquetas (PAF). Adicionalmente, a hiperpermeabilidade apresentada em vasos tumorais 

está diretamente atribuída à produção de VEGF pelas células tumorais (Roberts e Palade, 

1997; Feng e col., 1999; Cross e col., 2003). 

O VEGF é um dímero proteico, secretado com ação parácrina, que ativa receptores 

transmembranares específicos expressos principalmente em CE, promovendo a migração, 

crescimento e sobrevivência celular (Ferrara, 1999). Em mamíferos, a família VEGF inclui 

cinco membros conhecidos: o fator de crescimento placentário (PlGF), VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D  (Senger e col., 1983; Koch e col., 2011). 

O VEGF-A é o membro da família mais estudado e melhor caracterizado, o gene que o 

codifica está localizado no braço curto do cromossomo 6. Através do splicing alternativo de 

seu RNA mensageiro (RNAm)  há produção de pelo menos quatro isoformas diferentes: 

VEGF121, VEGF165, VEGF189 e VEGF206  contendo, respectivamente, 121, 165, 189 e 206 

aminoácidos (Houck e col., 1991; Tischer, 1991; Distler e col., 2003;  Koch e col., 2011). 

O splicing alternativo pode regular a interação do VEGF com componentes da MEC, 

uma vez que isoformas maiores tem a capacidade de ligação ao heparan-sulfato, resultando no 

acumulo na MEC, enquanto a isoforma menor, solúvel, difunde-se livremente (Koch e col., 

2011). As isoformas associadas à MEC podem funcionar ainda como reservatórios e, quando 

necessário, serem liberadas através de clivagem na região C-terminal (Lee e col., 2005; 

Karamysheva, 2008). 

O VEGF165 é a isoforma mais frequentemente encontrada e sua expressão é aumentada 

em diversos tumores sólidos. É um homodímero com 45 kDa secretado, que tem, contudo, sua 
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maior parte imobilizada na MEC (Koch e col., 2011; Vempati e col., 2013), podendo ainda 

ser processado por metaloproteinases de matriz e voltar a sua forma solúvel (Lee e col., 

2005). 

A difusão diferenciada do VEGF devido à sua ligação a MEC afeta a distribuição 

temporal, espacial e a sinalização disparada por seu receptor, além de modula-la 

qualitativamente, por exemplo, pelo recrutamento de integrinas para o complexo de 

sinalização (Chen e col., 2010). 

O VEGF desempenha um papel central na vasculogênese e na angiogênese, e sua 

expressão desregulada contribui para o crescimento de tumores sólidos (Folkman, 1975). A 

expressão do VEGF pode ser aumentada por diversas moléculas, como o fator de crescimento 

epidérmico (EGF), o fator transformador de crescimento (TGF)-α e β, o fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF)-1, o fator de crescimento para fibroblasto (FGF), o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), espécies reativas de oxigênio (ROS- do inglês 

Reactive oxygen species), angiotensina II e hipoglicemia, entre outros (Lamalice e col., 2007; 

Karamysheva, 2008).   

Contudo, uma característica intrínseca ao VEGF é sua resposta à hipóxia. Fatores 

induzidos por hipóxia (HIF) são poderosos reguladores de sua expressão em tecidos em 

crescimento, seja em condições fisiológicas ou patogênicas (Shweiki e col., 1992; Carmeliet e 

Jain, 2000). 

Adicionalmente, estudos demonstraram que condições de hipóxia aumentam a 

expressão do RNAm do VEGF (Olsson e col., 2006) que fornece um mecanismo para re-

oxigenação tecidual por estimular a angiogênese (Bergers e Benjamin, 2003). 

Através da indução da síntese de metaloproteinase de matriz (MMP)-1, o VEGF 

facilita o remodelamento da matriz perivascular (Peppe e col., 1991). Além disso, ativa a 

quinase de adesão focal (FAK) e vias de sinalização complementares que culminam com a 

mobilização do citoesqueleto de actina e a migração das CE (Ferrara e col., 1996; Carmeliet e 

col., 1996; Le Boeuf e col., 2004). A sinalização disparada pelo VEGF influencia também na 

sobrevivência celular pela ativação de fosfatidil inositol-3 quinase (PI3-K) além da quinase 

antiapoptótica Akt/proteína quinase B (PKB) que vai inibir as proteínas pró-apoptóticas Bad e 

caspase 9 e, com isso, a morte celular por apoptose (Ferrara e col., 2003). 

O VEGF também pode induzir a expressão de quimiocinas capazes de interferir com o 

processo inflamatório e angiogênico (Pober e Sessa, 2007). Baker e colaboradores (2009) 
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mostraram que o VEGF induz um aumento na secreção das interleucinas (IL)-10, IL-8, IL-6, 

interferon (INF)-γ e TNF-α. 

 A neovascularização contribui também para promoção de doenças humanas que são 

caracterizadas por uma angiogênese anormal e hiperpermeabilidade vascular. Em adultos, a 

expressão desregulada do VEGF está envolvida em uma variedade de patogenias, que vão 

desde a inflamação, edema e reações trombóticas, até câncer e metástases (Weis e Cheresh, 

2005). 

 

 

1.3.1.1 Receptores para VEGF 

 

 

Existem três receptores específicos identificados para o VEGF, o VEGFR-1 (Flt-1 – 

fms-like tyrosine kinase-1), o VEGFR-2 (Flk1 - fetal liver kinase-1 ou KDR - kinase insert 

domain-containing receptor) e o VEGFR-3 (Flt4), homólogos e membros da superfamília de 

receptores acoplados à tirosina-quinase (RTK) ativados através de homo- ou hetero- 

dimerização induzida pelo ligante (deVries e col., 1992; Millauer e col., 1993; Cross e col., 

2003). Além disso, co-receptores para o VEGF, que não possuem a atividade catalítica 

intrínseca, indiretamente modulam a resposta ao ligante, o que contribui para o efeito 

biológico final (Koch e col., 2011). 

 O VEGF-A, VEGF-B e PlGF (Fig. 6) possuem alta afinidade pelo VEGFR-1, que é 

encontrado distribuído na superfície das CE, células tronco hematopoiéticas, macrófagos e 

monócitos (Cross e col., 2003), podendo também ser encontrado na forma solúvel, produzida 

por splicing alternativo, sVEGFR-1 (Shybuya e Claesson-Welsh, 2006).  

 A alta afinidade do VEGF-A pelo VEGFR-1 não reflete, contudo, seus efeitos 

biológicos, haja vista a fraca fosforilação induzida por esta ligação (Seetharam e col., 1995). 

Especula-se que este receptor apresente uma função moduladora. Experimentos 

demonstraram que animais nocautes para VEGFR-1 morrem por volta do oitavo dia 

embriológico, em consequência de uma proliferação excessiva das CE e um desenvolvimento 

desordenado da rede vascular (Hiratsuka e col., 1998). Adicionalmente, a forma solúvel do 

receptor, que não possui o domínio tirosina quinase, mas mantém uma alta afinidade por seu 

ligante, funciona como um sequestrador das moléculas de VEGF, impedindo sua ligação ao 

VEGRF-2 (Karamysheva, 2008). 
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  O VEGFR-3 é sintetizado como uma proteína precursora que sofre proteólise, gerando 

um peptídeo na região N-terminal que permanece ligado à proteína mãe através de ponte 

dissulfeto (Koch e col., 2011). Este receptor está largamente distribuído em vasos linfáticos, 

sendo um regulador crítico para a função linfo-endotelial. Trabalhos mostram que este 

receptor pode ainda formar heterodímeros com o VEGFR-2, sendo ativado pelo VEGF-C e 

VEGF-D (Koch e col., 2011) (Fig. 6). 

Ainda, uma classe diferente de receptores com os quais o VEGF pode interagir foi 

encontrada na superfície de alguns tumores e CE. Esses receptores diferem dos VEGFR por 

não possuírem o domínio tirosina quinase (Soker e col., 1998). As neuropilinas (NRP1 e 

NRP2) foram inicialmente identificadas como receptores para membros da familia 

semaforina/colapsina envolvidos na regulação de células do sistema nervoso (Klagsbrun e 

col., 2002).   

As NRP atuam como co-receptores para formas especificas do VEGF aumentando a 

afinidade do ligante por seu receptor (Koch e col., 2011). A NRP1 pode modular a sinalização 

disparada pelo VEGFR-2 levando ao aumento da migração (Wang e col., 2003), além de 

influenciar a permeabilidade vascular (Becker e col., 2005).  Já a NRP2 está associada com o 

sprouting de vasos linfáticos estimulados pela ligação do VEFG-C ao VEGFR-3 (Xu e col., 

2010). 

 

Figura 6 - Interação dos membros da família VEGF com seus respectivos receptores 

 
Legenda: VEGFR-1 e os seus ligantes estão em amarelo, o VEGFR-2 e os seus ligantes estão em azul  e o 

VEGFR-3 e os seus ligantes estão em verde. Ligantes sombreados em duas cores se ligam a mais de 
um tipo de receptor. O VEGFR-1 é expresso em células hematopoiéticas estaminais, macrófagos e 
monócitos, bem como no endotélio vascular. O VEGFR-2 é expresso nos endotélios vascular e 
linfático, ao passo que o VEGFR-3 é majoritariamente expresso no endotélio linfático. 

Fonte:Adaptada Cross e col., 2003. 
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1.3.1.2  Sinalização pelo VEGFR-2 

 

 

O VEGFR-2 é uma glicoproteína de 210-230 kDa à qual se ligam, além do VEGF-A, os 

VEGF-C e VEGF-D (Fig. 6). Uma forma solúvel do VEGFR-2 (sVEGFR-2) pode ser 

produzida por processamento transcricional alternativo, sendo encontrada em diferentes 

tecidos, bem como no plasma (Koch e col., 2011). O sVEGFR-2 é capaz de regular a 

migração de células  murais, contribuindo para a maturação dos vasos (Lorquet e col., 2010) 

ou, ainda, se ligar ao VEGF-C impedindo sua ligação ao VEGFR-3 e reduzindo a proliferação 

das CE linfáticas (Albuquerque e col., 2009). 

A expressão do VEGFR-2 é induzida por angiogênese em condições fisiológicas ou 

não, e ainda em células tumorais de melanoma e doenças hematológicas malignas 

(Youssoufian e col., 2007). Ainda que a afinidade do VEGF pelo VEGFR-2 seja dez vezes 

menor que pelo VEGFR-1, suas principais ações são decorrentes da ligação a este receptor 

(Shinkai e col., 1998).  

A sobrevivência, proliferação, migração e formação de tubo vascular induzidos pelo 

VEGF são resultantes da fosforilação do VEGFR-2 em diferentes resíduos. Os principais 

sítios de fosforilação do VEGFR-2 são em tirosina (Tyr)951, Tyr1054, Tyr1059, Tyr1175 e Tyr1214 

(Koch e col., 2011) (Fig. 7). 

Dados mostram que o enfraquecimento das JA e aumento da permeabilidade induzidos 

pelo VEGF se dão pela fosforilação no resíduo Tyr951 do VEGFR-2, que em CE quiescentes 

encontra-se inativado e fosforilado durante a resposta angiogênica (Matsumoto e col., 2005). 

Esta fosforilação leva ao recrutamento da proteína adaptadora específica para célula T (TSAd) 

que ativa a c-Src (Sun e col., 2012).  Uma vez ativada, a c-Src induz a fosforilação de VE-

caderina em múltiplos sítios, incluindo a Tyr658 (Adam e col., 2010), que resulta na 

dissociação da catenina p120 da VE-caderina. 

Adicionalmente, a fosforilação no resíduo Tyr1059 também leva à ativação de Src, que 

vai fosforilar outros resíduos no VEGFR-2, como a Try1175, assim como proteínas da cascata 

de sinalização à jusante, como a proteína ligadora de actina IQGAP1 (do inglês - IQ-motif-

containing GTPase-activating protein 1). A IQGAP1 tem sido correlacionada à regulação de 

contatos célula-célula, proliferação e migração (Yamaoka-Tojo e col., 2006; Meyer e col., 

2008). 
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Figura 7 - Sítios de fosforilação em tirosina e de transdução de sinais do VEGFR-2 

 
Legenda: Após a ligação do VEGF-A aos domínios Ig-like 2 e 3 do VEGFR-2 moleculas sinalizadoras se ligam 

aos respectivos sítios de tirosinas fosforiladas no domínio intracelular e ativam cascatas de 
sinalização. As tirosinas (Tyr)1059 e Tyr1054 são cruciais para a atividade quinase do VEGFR-2. A rede 
complexa de vias de sinalização resulta em resposta biológicas como proliferação, migração, 
sobrevida e permeabilidade, que são todas necessárias para o arranjo coordenado das CE para formar e 
manter os vasos. 

Fonte: Adaptada de Koch e col., 2011. 
 

 

 

1.4 Matriz extracelular 

 

 

A MEC corresponde a um conjunto de macromoléculas de diferentes naturezas 

produzidas e secretadas pelas células que modulam estruturalmente os tecidos. Entretanto, a 

MEC pode regular respostas das células ao seu microambiente (Marastoni e col., 2008) 

modulando, por exemplo, o crescimento, diferenciação, proliferação, migração e sobrevida 

das CE durante a angiogênese (Pilorget e col., 2007). 

A MEC é composta por um conjunto de proteínas, glicoproteínas, proteoglicanos e 

polissacarídeos com diferentes propriedades físicas e bioquímicas (Ozbek e col., 2010). 

Estruturalmente, estes componentes formam tanto a lamina basal, presente em tecidos 

formadores de barreira, como os epitélios e o endotélio, fornecendo suporte mecânico às 
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células aderidas e referencial para o estabelecimento da polaridade tecidual, quanto a matriz 

intersticial, que é produzida principalmente por células do estroma (Lu e col., 2012).  

A membrana basal é uma MEC especializada, mais compacta e menos porosa do que 

matriz intersticial. Ele tem uma composição distinta, contendo colágeno tipo IV, 

proteoglicano de heparan sulfato perlecan, lamininas, fibronectina e proteínas como nidogênio 

(ou entactina), que ligam colágenos com outros componentes protéicos. Em contraste, a 

matriz intersticial é rica em colagénos fibrilares, proteoglicanos e várias glicoproteínas, como 

a tenascina C e fibronectina, e é, consequentemente, altamente carregada, hidratada (Danley e 

col., 2008; Egeblad e col., 2010; Lu e col., 2012). 

A síntese ou degradação alterada de um ou mais componentes da MEC levam a 

modificações em sua composição, bem como uma organização desconfigurada leva a 

mudanças na arquitetura, resultando em mudanças dinâmicas na MEC (Lu e col., 2011). 

 As células respondem às mudanças da MEC, principalmente, através de integrinas. As 

integrinas são proteínas transmembranas heterodiméricas formadas por uma subunidade α e 

uma subunidade β (Hynes, 2002).  

A dinâmica da MEC deve ser finamente regulada para assegurar o desenvolvimento 

normal dos tecidos. Isto é conseguido graças a mecanismos redundantes que modulam a 

expressão e função de enzimas difundidas na matriz. Quando esses mecanismos de controle 

estão corrompidos, a dinâmica da MEC torna-se desregulada, levando a diferentes estados 

patogênicos, incluindo câncer (Lu e col., 2011; Willis e col., 2013).  

Adicionalmente, estudos prévios têm mostrado que a composição da MEC em tumores 

é mais reativa quando comparada à MEC de tecidos normais. Proteínas como colágenos I e 

III, fibronectina, vitronectina e tenascina-C estão super-expressas, enquanto colágeno tipo IV 

e laminina tiveram sua expressão diminuída em tecidos neoplásicos (Tabela 3) (L Adison, 

2006). Ainda, o aumento de fibronectina, colágeno IV e tenascina na MEC de pacientes com 

câncer de pulmão em células pequenas foi correlacionado com uma menor sobrevida (Sethi e 

col., 1999), sugerindo que a modulação da composição da MEC pode contribuir ou atuar 

como um marcador para a agressividade da doença. 

Adicionalmente, estudos realizados por Barcellos-Hoff e Ravani (2000) demonstraram 

que agentes cancerígenos não só podem induzir mudanças genéticas nas células, mas também 

alterar a composição da MEC. Uma vez modificado, este estroma expõe fatores de 

crescimento com atividade alterada, influenciando a adesão, migração, diferenciação e morte 

celular, além da expressão alterada de receptores que medeiam as interações célula-célula 
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(Barcellos-Hoff e Ravani, 2000), e célula-matriz, especialmente a integrina β1 (Ruoslahti, 

1999). Juntos, esses estudos apontam a contribuição das alterações estromais para a 

tumorigênese.  

 

 

1.5 Câncer 

 

 

O termo câncer é utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de 100 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 

órgãos, podendo espalhar-se para outras regiões do corpo (INCA). Os tumores correspondem 

ao aumento de volume observado em qualquer parte do corpo. Quando o tumor se dá por 

crescimento do número de células ele pode ser benigno ou maligno. Os tumores benignos são 

geralmente autolimitados em seu crescimento e não invasivos, já os malignos apresentam a 

capacidade de invadir outros tecidos através da manifestação de algumas alterações essenciais 

na fisiologia celular. Estes representam um distúrbio patológico do crescimento, caracterizado 

por uma proliferação excessiva e incessante de células (Hanahan e Weinberg, 2011). 

Evidências indicam que a tumorigênese em seres humanos é um processo multifatorial e 

que reflete alterações genéticas que levam à transformação progressiva de células normais em 

células altamente malignas (King e Cidlowski, 1998; Hanahan e Weinberg, 2000). 

As causas do câncer estão relacionadas a fatores de risco que podem ser externos, como 

tabagismo, alcoolismo, alimentos, exposição à radiação (solar ou radioatividade) e fatores 

intrínsecos, como mutações herdadas e condições imunes. Esses fatores podem agir 

associados ou sequencialmente para iniciar o processo de carcinogênese. De todos os casos de 

câncer aproximadamente 80% estão associados a fatores externos (Jemal e col., 2007; Garcia 

e col., 2007). 

Em 2000, Hanahan e Weinberg descreveram que as manifestações de algumas 

alterações essenciais na fisiologia celular podem induzir um fenótipo celular maligno. 

Resumidamente, estas características são descritas como capacidades adquiridas de um 

crescimento celular autossustentável, dessensibilização a sinais de inibição do crescimento, 

escape da apoptose, potencial de replicação ilimitados, angiogênese sustentada, invasão 

tecidual e metástase.  
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Em 2011 essa lista foi estendida (Hanahan e Weinberg, 2011) com a inclusão de mais 

alterações como instabilidade genômica e cromossomal, inflamação crônica local, utilização 

de vias metabólicas alteradas para obtenção de energia e evasão do sistema imune.  Dessa 

forma, a progressão tumoral cria um microambiente que favorece a plasticidade, migração, 

invasão das células neoplásicas (Hendrix e col., 2003). 

Há uma enorme variedade de tumores que se originam, basicamente, de todos os tipos 

de células humanas, o que representa um grande problema de saúde pública. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano de 2030, podem-se esperar 27 milhões de 

casos incidentes de câncer, 17 milhões de mortes por câncer e 75 milhões de pessoas vivas, 

anualmente, com câncer. O maior efeito desse aumento vai incidir em países de baixa e média 

rendas. 

 

 

1.5.1 Melanoma 

 

 

A pele é composta de duas camadas principais: a derme e a epiderme. A derme contém 

vasos sanguíneos e linfáticos, folículos pilosos, glândulas e nervos. É um tecido altamente 

elástico devido a uma extensa rede de fibras de colágeno e elastina. A epiderme é a camada 

mais externa da pele e atua como uma barreira física, sendo a primeira linha de defesa do 

organismo. Ela é constituída principalmente por queratinócitos (Fig. 8), que aderem 

fortemente uns aos outros através dos desmossomos, o que proporciona impermeabilidade ao 

tecido (Chatelain e col., 2011).  

A pele é protegida de danos provocados pelo sol pelos melanócitos, que estão 

localizados na camada basal da epiderme e fornecem melanina para os queratinócitos através 

de organelas conhecidas como melanossomas, que absorvem e espalham a radiação solar 

(Jimbow e col., 1993). Os melanócitos são responsáveis pela pigmentação da pele. O 

crescimento dos melanócitos é controlado pelos queratinócitos, através de comunicação 

extracelular via fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular e sistemas de 

adesão célula-célula dependente de E-caderina (Haass e col., 2005; Lin e Fisher, 2007). 
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Figura 8 - Representação esquemática das duas primeiras camadas da derme 

 

 

Legenda: A epiderme é a camada mais externa e é composta principalmente de queratinócitos (90%) e 
melanócitos (5%) responsáveis pela pigmentação da pele. A epiderme é separada da derme por uma 
membrana basal. O fornecimento de nutrientes para estas duas camadas é feito por difusão a partir da 
rede vascular da derme e o oxigênio, a partir da atmosfera.  O câncer de pele se origina, em particular, 
a partir de queratinócitos (não melanoma) e melanócitos (melanoma cutâneo) que proliferam 
anormalmente e invadem a epiderme e a derme após a penetração através da membrana basal.  

Fonte: Adaptada Chatelain e col, 2011. 
 

 A exposição ao sol (Armstrong e Kricker, 2001) ou infecção por vírus (zur Hausen, 

1996) podem causar a desregulação das células epidérmicas que começam a proliferar de 

forma anormal, levando à invasão descontrolada dos tecidos adjacentes (Chatelain e col, 

2011).   

A maioria dos tumores de pele é classificada em dois tipos: não melanoma e 

melanoma de pele. Os cânceres de pele melanoma são originários de melanócitos, por vezes, a 

partir de lesões pré-existentes benignas denominadas nevi. Os melanomas, geralmente, se 

desenvolvem passando por uma fase de crescimento radial antes de invadir verticalmente a 

derme. Eles representam menos de 5%, mas são responsáveis por mais de 75% das mortes por 

câncer de pele (Chin, 2003; Chatelain e col., 2011). O melanoma é originado de mutações, 

randômicas ou não, em genes importantes para a diferenciação dos melanócitos (Chin, 2003).  

As estimativas do Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) 

para o ano de 2014 apontam a ocorrência de aproximadamente 576 mil novos casos de câncer 

no Brasil, e entre os cânceres mais incidentes na população brasileira está o de pele não 

melanoma (182 mil). Ainda, segundo as mesmas estimativas, em 2014 estão previstos 5.980 

novos casos de melanoma, sendo 2.960 casos em homens e 2.930 casos em mulheres. Em 

comum com outros tipos de câncer, a incidência aumenta com a idade.  
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 A cirurgia continua a ser a base do tratamento do melanoma e é mais eficaz no estágio 

inicial da doença. No entanto, melanomas mais espessos, mesmo quando completamente 

extirpados, estão associados com uma sobrevida de aproximadamente 10 anos (Retsas e col., 

2002) e mesmo nos pacientes diagnosticados com melanoma fino (inferior a um milímetro de 

espessura) 15% morrem dentro de 10 anos (White e col., 2002). 

 O melanoma apresenta um alto potencial metastático, sua disseminação periférica é 

mais comumente observada e ocorre através dos vasos linfáticos. Já a disseminação para 

focos distantes ocorre através da rede vascular. Tanto a quimioterapia convencional quanto a 

radioterapia têm sido ineficazes em pacientes com doença em estágios metastáticos. Sendo 

assim, há uma grande necessidade de novos alvos para o tratamento de melanoma (Emmett e 

col., 2011). O melanoma é um tipo de tumor angiogênico, demonstrando a formação de novos 

vasos como um passo importante na progressão da doença a partir de melanócitos atípicos 

(Streit e Detmar, 2003).  

 

 
1.5.2 Microambiente tumoral 

 

 

 Por décadas prevaleceu o conceito de que alterações genéticas em oncogenes e genes 

supressores de tumor eram suficientes para iniciar e suprir a progressão tumoral (Hanahan e 

Weinbeg, 2000). A visão contemporânea do câncer entende o crescimento tumoral como um 

processo complexo regulado por interações entre as células tumorais e componentes do 

microambiente (Allen e Louise, 2011). 

  O microambiente tumoral consiste, além das próprias células tumorais, de células não 

cancerígenas residentes e infiltrantes, como os fibroblastos, as células do sistema imune e 

inflamatório, as células endoteliais; de componentes da MEC, além dos diversos fatores 

solúveis, como citocinas, hormônios e fatores de crescimento (Blankenstein, 2005; Allen e 

Louise, 2011) (Fig. 9). O microambiente é determinante para o desenvolvimento do tumor. 

Enquanto o estroma normal pode retardar a tumorigênese, alterações em seus componentes 

promovem crescimento tumoral (Bissell e Radisky, 2001). 
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Figura 9 - Microambiente tumoral 

 

 
 
Legenda: Células tumorais interagem não apenas com componentes da matriz extracelular, mas igualmente com 

outros elementos celulares, como fibroblastos, células do sistema imune, células endoteliais e 
pericitos.  

Fonte: Adaptada de "Tumor and Host Microenvironment" from Fundamentals of Oncology for Public Health 

Practitioners.  
 
 

Da mesma forma, a composição da MEC na massa tumoral é diferente daquela no 

tecido normal e favorece a proliferação e migração celular estimulando, consequentemente, a 

progressão tumoral. Além disso, a MEC pode modular a capacidade proliferativa das CE, 

resultando no aumento da angiogênese. Delaney e colaboradores (2006) mostraram que os 

efeitos pró-apoptóticos e antiproliferativos da endostatina, um peptídeo angiostático derivado 

do colágeno, eram dependentes da composição da MEC em contato com as CE. A MEC 

possui uma função crítica para o crescimento e manutenção dos vasos, não só por manter uma 

base sólida que pode permitir a migração celular, mas também por aprisionar fatores de 

crescimento importantes que medeiam sinais intracelulares (Conway e cols., 2001). 

 As células cancerosas podem interagir diretamente, através de integrinas e outros 

receptores de superfície celular, com a MEC ativada induzindo sinais de crescimento 

(Lukashev e Werb, 1998; Giancotti e Ruoslahti, 1999). Esta ligação permite ainda a 

transdução de sinais que influenciam o comportamento celular, que vão desde a quiescência 

em tecidos normais à motilidade, resistência à apoptose e ativação do ciclo celular. 

Inversamente, a falha na sinalização das integrinas pode reduzir a motilidade celular, induzir 

apoptose ou causar arraste do ciclo celular (Giancotti e Ruoslahti, 1999). Os efeitos da MEC, 
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produzida por células tumorais, sobre a ativação e modulação de CE constituiriam, assim, um 

alvo terapêutico importante no tratamento de diversos tipos de tumores. 

 Adicionalmente, a interação das células tumorais com mediadores inflamatórios 

permite a construção de outro paradigma: a contribuição de processos inflamatórios para a 

carcinogênese. Os diversos componentes do sistema imune encontrados no microambiente 

tumoral são relativamente deficientes na atividade tumoricida quando comparados aos 

componentes sistêmicos. Por exemplo, estudos têm demonstrado a estreita ligação entre 

macrófagos e progressão tumoral (Leek e col., 1999; Pollard, 2004; Tsutsui e col., 2005; 

Joyce e Pollard, 2006). Os macrófagos formam a maior população de células inflamatórias na 

maioria dos tumores. Os macrófagos associados a tumores (TAM) são abundantes em 

tumores sólidos contribuindo para a carcinogênese por induzir a produção de fatores como 

EGF e VEGF (O'Sullivan e col., 1993; Lewis e col., 2000), a liberação de citocinas e enzimas 

que promovem a angiogênese, invasão e metástase, como MMP-9 (Mantovani e col., 2006; 

Lewis e Pollard, 2006) e também por diminuir a expressão de fatores antiangiogênicos, como 

a IL-12 (Sica e col., 2000; Allen e Louise, 2011). 

 As células invasivas poderão proliferar no novo ambiente ou se manter em dormência 

por períodos variáveis (Geho e col., 2005) (Fig. 10). A promoção da angiogênese é a principal 

via pela qual as células malignas escapam do tumor e entram na circulação estabelecendo 

metástases (Maeda e col., 2003). 

 No processo de metástase, as células tumorais adquirem a habilidade de se 

dissociarem de um tumor primário, ultrapassar a parede dos vasos e invadir tecidos (Kurschat 

e Mauch, 2000). A metástase é um processo que envolve uma sequência de eventos que 

compreende: (i) o descolamento das células do tumor primário, facilitado pela perda de 

expressão da E-caderina; (ii) a migração e invasão no estroma local; (iii) o intravasamento e 

trânsito – através dos capilares sanguíneos na periferia do tumor, com consequente acesso ao 

sangue; (iv) a ancoragem no leito vascular no tecido alvo, seguida de extravasamento; (v) 

migração, adesão e formação de micrometástases.  
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Figura 10 - Etapas da disseminação metastática 

 

Legenda: A transformação das células epiteliais normais conduz ao carcinoma in situ, o que, como resultado da 
perda de junções aderentes, evolui para a etapa de carcinoma invasivo. Após a degradação da 
membrana basal, as células tumorais invadem o estroma circundante, migram e intravazam para os 
vasos sanguíneos ou linfáticos, sendo transportados nos capilares até um órgão distante.  

Fonte: Adaptada de Bacac e Stamenkovic, 2008  
 

 A importância da angiogênese para a progressão e metástase tumoral levou ao 

desenvolvimento de terapia com inibidores (Tabela 4). A maioria tem como alvo o VEGF 

(Allen e Louise, 2011). 
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Tabela 3 - Alvos terapêuticos no microambiente (*) 
 
Alvo de 
micro-
ambiente 
 

Alvo 
Molecular 

Molécula Efeitos 

Angiogênese αvβ3 
 
 
 
 
αvβ5 
αvβ1 
HSP70 
VEGF 
PSMA 
 
 
CTGF 
 
 
 

Cilengitede 
 
 
 
 
Abegrin 
Volociximab 
17AAG 
Bevacizumab 
Anticorpo (MLN2704) 
 
 
 
FG-3019 
 
DN-9693 

Reduz a angiogênese e aumenta a apoptose de 
CE associada ao tumor in vitro. Na clinica ele tem 
demonstrado alguns efeitos na redução do 
crescimento do tumor e na sensibilização de 
tumores para outros tratamentos. 
Inibe a angiogênese 
Sensibiliza CE para radioterapia 
Sensibiliza CE para radioterapia 
Neutraliza o VEGF 
PSMA expresso em CE associadas ao tumor de 
muitos tumores sólidos; atrasa a progressão. 
 
Anticorpo bloqueador diminui o crescimento 
tumoral e a metástase. 
Inibe a estabilização do RNAm de CTGF mediada 
pelo VEGF 
 

Inibidores de 
sinalização 

FGFR 
 
HGF 
PKB/AKT e mTOR 

In vitro 

 
NK4 
siRNA in vitro 

Inibição da proliferação e do ciclo celular e 
aumenta a morte das células 
Antagonista de HGF 
Inibe a proliferação induzida por FN 
 

Inibidores de 
citocina 

SDF-1/CXCR4 
 
CD105(endoglin) 
 
 
 

Briostatin-5 
 
SN6j(Ac) 

Antagoniza a migração e metástase/ inibe a 
neovascularização mediada pelo CXCR4 
Inibe o antagonismo de CD105 nas funções 
inibitórias de TGF-β e induz a apoptose na hipóxia 

Inibidores da 
degradação de 
MEC 

FAPα (seprase)  
Tenascina C 
 
 
uPA/uPAR 
 
MMPs 
 

Sibrotuzumab 
81C6 (Anticorpo marcado 
com I131 
ITA1(aptamer) 
A6 
 
Marimastat(BB-2516) 
 
 
 
 
Rebimastat(BMS-275291) 

Reduz o crescimento e a invasão 
 
 
 
Atrasa o crescimento tumoral, prolonga a 
sobrevida 
Facilita o transporte de radioisótopos 
Reduz o crescimento tumoral, metástase e 
angiogênese 
Modelos in vitro e xenográfico mostram efeito anti-
invasivo, metastático e angiogênicos 
Não foram encontrados benefícios clínicos 
conclusivos  
 

Hipóxia CAIX 
 

WX-G250 
 

Induz toxicidade celular dependente de anticorpo 
 

Legenda: (*) Moléculas, anticorpos e RNA de interfêrencia atualmente em estudos pré-clínicos e clínicos de fase I-III que tem 

como alvo diferentes componentes do microambiente.  PSMA- antígeno de membrana próstata-específico; CTGF- fator de 

crescimento de tecido coectivo; SDF-1- fator derivado do estroma 1; FGFR-Receptor de crescimento para fibroblasto; HGF- 

fator de crescimentode hepatócito; uPA(R)- do inglês  uroquinase ativada por plasminogênio (receptor). 

Fonte: Adaptada de Allen e Louise, 2011.  
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1.6  Lipoxinas 

 

 

 Ácidos graxos poli-insaturados, como o ácido araquidônico (AA), são encontrados 

esterificados a fosfolipídeos de membrana e podem ser hidrolisados pela fosfolipase A2 e, em 

seguida, metabolizados nas CE por diversas enzimas, liberando mediadores lipídicos pró- ou 

anti-inflamatórios (Kadl e Leitinger, 2005). 

As lipoxinas (LX), um acrônimo derivado de lipoxygenase interaction products, são 

caracterizadas como mediadores biologicamente ativos e representam uma distinta classe de 

metabólitos do AA. Estes metabólitos possuem reconhecidas atividades anti-inflamatória, 

pró-resolutiva (Serhan, 2007) e antiangiogênica (Fierro, 2002).  As lipoxinas podem ser 

produzidas in vitro e in vivo, em diferentes espécies, a partir de fontes endógenas de AA 

(Fierro e Serhan, 2001). As LX, em sítios inflamatórios, estão separadas temporal e 

espacialmente dos outros eicosanóides pró-inflamatórios, como prostaglandinas (PG) e 

leucotrienos (LT), que são sintetizados nas fases iniciais da resposta inflamatória aguda.  

 

 

1.6.1 Biossíntese e Receptores de Lipoxinas 

 

 

 As duas principais rotas biossintéticas de LX ocorrem durante interações entre 

isoformas das lipoxigenases (LO) (Fig. 11). Na primeira via descrita, ocorre a inserção do 

oxigênio molecular no carbono 15 do AA pela 15-LO presente em células epiteliais, gerando 

o ácido 15S-hidroperoxieicosatetraenóico (15S-H(p)ETE) ou a sua forma álcool reduzida, o 

ácido 15S-hidroxieicosatetraenóico (15S-HETE) (Serhan e col., 1984). Estes podem servir 

como substrato para a 5-LO em neutrófilos levando à formação dos trihidroxitetraenos LXA4 

e LXB4. A segunda via ocorre, predominantemente, dentro da vasculatura e envolve a 

interação de leucócitos com plaquetas. A biossíntese é iniciada com a liberação de LTA4, 

formado pela 5-LO a partir do AA em leucócitos ativados, o qual é convertido por plaquetas, 

via 12-LO, a LXA4 e LXB4 (Edenius e col., 1988) (Fig. 11). 

 A aspirina influencia diretamente a geração de LX pela produção das formas epímeras 

de LX. As CE e epiteliais expressam a ciclooxigenase (COX)-2 em resposta a diversos 

estímulos como citocinas, hipóxia e infecções bacterianas, entre outros. A aspirina acetila a 
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COX-2, de forma irreversível, inibindo sua atividade catalítica para a biossíntese de 

prostanóides e desviando-a para a conversão do AA em 15R-HETE, que é, em neutrófilos, 

transformado pela 5-LO nos 15-epímeros de lipoxinas, 15-epi-LXA4 e 15-epi-LXB4 (ou ATL, 

do inglês aspirin triggered lipoxins) (Clària e Serhan, 1995) (Fig. 11). 

 

 

Figura 11 - Biossíntese das lipoxinas e 15-epi-lipoxinas (aspirin-triggered-lipoxins-ATL) 

 
 
Fonte: Adaptada de Chiang e col., 2005. 
 

 

 Circuitos adicionais de produção de ATL foram descritos. A biossíntese pode ser 

desencadeada pela pioglitazona e atorvastatina em miocárdio de ratos, especialmente com o 

seu uso combinado, um efeito independente de aspirina (Birnbaum e col., 2006), ou por 

lovastatina, via geração do ácido 14,15-epoxieicosatrienoico (14,15-EET) (Planagumà e col., 

2010). Estas vias indicam o papel fundamental que as LX podem ter em doenças vasculares, 

visto que a atorvastatina e a lovastatina possuem potentes ações na redução dos níveis de 

colesterol. 
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 As LX são biossintetizadas em resposta a diversos estímulos, como injúrias e 

infecções, têm ação local, e são rapidamente inativadas enzimaticamente. A principal via de 

inativação das LX é através da desidrogenação no carbono 15 por monócitos que convertem 

LX em 15-oxo-LXA4, seguido por uma redução da dupla adjacente e ω-oxidação no carbono 

20 (Clish e col., 2000). Devido à rápida transformação e inativação das LX e ATL in vivo, 

foram sintetizados análogos capazes de resistir a esse metabolismo, mantendo a integridade 

estrutural e ações biológicas (Parkinson, 2006).  

As LX, ATL e seus análogos sintéticos exercem suas ações através da ligação a um 

receptor específico acoplado à proteína G (GPCR), denominado ALX (Fig. 13), que foi 

inicialmente descrito como um receptor órfão e de alta homologia com o FPR, receptor do 

formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) (Fiore e col., 1994) sendo inicialmente 

denominado FPR-like-1 (FPRL-1) (Murphy e col., 1992).  

O ALX humano foi clonado e identificado em vários tipos celulares, como leucócitos 

e células residentes incluindo macrófagos, fibroblastos, células epiteliais do intestino e CE 

(Chiang e col., 2006). Além de interagir com o ALX, as LX são agonistas parciais da 

subclasse de receptores do LTD4 (CysLT1) (Fig. 12), antagonizando o efeito pró-inflamatório 

deste mediador e somando-se às bioações anti-inflamatórias das LX (Gronert e col., 2001). 

 Diversos estudos mostram que as LX inibem a proliferação induzida por fatores de 

crescimento como PDGF, EGF e fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF) com um 

mecanismo que envolve o cross-talk entre o ALX e os receptores tirosina-quinase destes 

fatores (McMahon e col., 2000, 2002; Wu e col., 2006) (Fig. 12). Corroborando estes 

achados, recentemente nosso grupo observou que a inibição de alguns efeitos do VEGF pelo 

ATL-1, um análogo sintético da 15-epi-LXA4, está relacionada com a associação da proteína 

SHP (fosfatase com domínios homólogos à Src)-1 ao receptor VEGFR-2 e à subsequente 

desfosforilação do mesmo (Cezar-de-Mello e col., 2008). Em células dendríticas, tanto a LX 

quanto seus análogos podem modular a reposta inata através da ligação a um receptor 

intracelular (Fig. 12) denominado aril hidrocarboneto (AhR) - um fator de transcrição ativado 

por ligante - e assim inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias via ativação de SOCS 

(suppressor of cytokine signaling proteins )-2 (Machado e cols., 2006). 
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1.6.2 Ações biológicas 
 

 

 As LX, ATL e seus análogos possuem um vasto leque de ações, modulando diferentes 

tipos celulares (Serhan, 2005), com um potente efeito inibitório nos processos inflamatório e 

angiogênico, em diferentes modelos in vivo e in vitro, inibindo ativação, adesão e migração 

celular (Fierro e Serhan, 2001; Fierro e col., 2002). 

 

Figura 12 - Interação das LX e ATL com seus receptores 

 
Legenda: As ações das LX e ATL são mediadas através de muitos mecanismos. Estes incluem a ativação do seu 

receptor de alta afinidade, o ALX; a interação com receptores CysLT. Inibição indireta, através de 
outros receptores como CysLT e receptores para fatores de crescimento (VEGF e PGDF). Outro 
receptor da LXA4 é o receptor nuclear aril hidrocarboneto, que desencadeia a expressão da SOCS-2 
em células dendríticas estimuladas com LX.  

Fonte: Adaptado de Maderna & Godson, 2009.  
 

 

 As ações anti-inflamatórias das LX envolvem sua capacidade de inibir a quimiotaxia, 

a adesão, a transmigração de neutrófilos (PMN) (Serhan e col., 1995) e modular as interações 

PMN-endotélio ou epitélio (Colgan e col., 1993; Papayianni e col., 1996), possivelmente por 

sua capacidade de modular a expressão de L-selectina (Filep e col., 1999). Ainda em 

neutrófilos, podem inibir sua adesão às CE da artéria coronária humana devido à modulação 

da expressão de CD11/CD18 (Fiore e Serhan, 1995). As LX têm uma ação inibitória também 

sobre a quimiotaxia e a migração de eosinófilos (Bandeira-Mello e col., 2000) e diminuem a 
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citotoxicidade de células T ativadas através do bloqueio da ativação de ERK (Ariel e col., 

2003). 

 Dentre as ações das LX no âmbito da resolução da inflamação destaca-se sua eficácia 

ao estimular a quimiotaxia e aderência de monócitos sem causar degranulação e liberação de 

ROS (Maddox e Serhan, 1996; Maddox e col., 1997). Em estudos in vitro, as LX induzem o 

clearance de PMN apoptóticos por macrófagos de maneira não-flogística (Godson e col., 

2000), o que contribui significativamente para a resolução do quadro inflamatório. 

 Nas CE, as LX agem inibindo a expressão de E-selectina (Scalia e col., 1997) não 

permitindo a adesão frouxa de PMN ao endotélio, além de inibir a reorganização do 

citoesqueleto de actina e a migração induzidas por VEGF via fosforilação de FAK (Cezar-de-

Mello e col., 2006) demonstrando seu grande potencial antiangiogênico. As LX também são 

capazes de inibir outras ações angiogênicas importantes produzidas pelo VEGF, incluindo a 

fosforilação das vias PI3-K e quinase regulada por sinal extracelular (ERK), envolvidas com a 

proliferação das CE, expressão e atividade de MMP-9, envolvida com o remodelamento 

vascular, além de inibir a fosforilação do receptor VEGFR-2 pela ativação de fosfatase, 

reduzindo a resposta proliferativa das CE ao VEGF (Cezar-de-Mello e col., 2008). Estudos 

realizados pelo nosso grupo mostraram que o ATL-1, em células endoteliais, inibe a produção 

de espécies reativas de oxigênio mediada pela ativação da enzima NAD(P)H oxidase, 

protegendo contra o desenvolvimento e a progressão de doenças cardiovasculares 

(Nascimento-Silva e col., 2007). Além disso, este análogo induz a expressão da heme 

oxigenase (HO)-1, uma enzima com papel anti-inflamatório e antioxidante (Nascimento-Silva 

e col., 2005). 

 Mais recentemente Pang e colaboradores (2011) demonstraram que a LXA4, em 

concentrações fisiológicas, pode impedir a hiperpermeabilidade induzida por LPS através da 

manutenção da expressão da VE caderina e β-catenina. Este efeito sugere uma possível ação 

antimetastática para lipoxinas, uma vez que o aumento da permeabilidade é um evento inicial 

para o intravasamento de células tumorais. 

 Em tumores, um estudo demonstrou que a LXA4 em células de hepatoma (HepG2) 

suprime a invasão induzida por fator de crescimento para hepatócitos (HGF). Este efeito é 

devido à inibição da expressão da enzima COX-2, e das MMP-2 e -9 (Zhou e col., 2009). 

Corroborando este estudo, Hao e colaboradores (2011) mostraram que LXA4 promove a 

apoptose e inibe a proliferação, migração e angiogênese de células HepG. 
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Estes dados sugerem que as LX poderiam ser um candidato para a prevenção da 

invasão ou metástase, porém, ainda são poucos os estudos relacionados à modulação do 

comportamento das células tumorais por estes lipídios. Como os quimioterápicos utilizados 

tradicionalmente apresentam muitos efeitos adversos, um dos objetivos da pesquisa de novas 

moléculas com efeito antitumoral é a demonstração do efeito farmacológico associado à 

redução dos efeitos indesejáveis.  
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo geral  

 

 

Investigar o efeito do microambiente tumoral sobre o comportamento de células 

endoteliais humanas e a possível modulação deste efeito por um análogo sintético de 15-epi-

lipoxinas, 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1), em um modelo de melanoma 

humano. 

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 

• Estudar a modulação da permeabilidade endotelial por fatores secretados pelas 

células tumorais (fatores solúveis, com ênfase no papel do VEGF, e matriz 

extracelular imobilizada); 

 

• Investigar a regulação de proteínas presentes nas junções aderentes e as vias de 

sinalização envolvidas no controle da permeabilidade; 

 

• Estudar a modulação inflamatória e angiogênica de células endoteliais expostas 

a fatores tumorais, analisando a expressão de moléculas de adesão, de fatores 

angiogênicos e seus receptores e a diferenciação endotelial in vitro; 

 

• Neste contexto tumoral, analisar o efeito de ATL-1 na permeabilidade 

endotelial, na ativação inflamatória do endotélio, na diferenciação endotelial e 

na migração transendotelial de células de melanoma in vitro. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 Reagentes 

 

 

• Os reagentes utilizados no artigo 1 estão descritos na sessão Materiais e Métodos do 

manuscrito. 

• 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1) - doação do Dr. John Parkinson 

•  Concanavalina A (ConA), TNF-α - SIGMA ALDRICH 

• Matrigel- Becton Dickinson Labware 

• Primeres baseados na sequência de Homo sapiens senso para V-CAM 1 (5'- AAG 

GGA GCA CTG GGT TGA CT-3') e primer anti-senso  (5'- TGG GAA AGT TGC 

ACA GGA GT- 3'); anti-VEGF-A(catálogo QT 01682072); anti-KDR (catálogo QT 

00069818), Anti-IL-8. (catálogo QT00000322); anti-CXCR2 (catálogo QT 02377732) 

anti-GAPDH (catálogo QT 00079247); SYBR-green - QIAGEN 

• Anticorpos: anti-VCAM-1 e anti-GSK-3β – Santa Cruz Biotechnology; anti-p-GSK3-

β (Ser 9) – Cell Signaling 

• ELISA IL-8 (900-K18) - PeproTech Inc. 

 

 

METODOLOGIA GERAL  

 

A metodologia empregada no artigo 1 encontra-se descrita na sessão de Materiais e 

Métodos do manuscrito. 
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3.2 Cultura de células 

 

 

Células primárias 

 

 

Os cordões umbilicais foram obtidos do Hospital-Maternidade Carmela Dutra, Rio 

de Janeiro-RJ, em até no máximo 24 horas após o parto, e armazenados a 4°C em PBS 

estéril (NaCl 1,37 M, Na2HPO4 5 mM, KCl 40 mM, KH2PO4 1 mM; pH 6,5) contendo 

glicose 0,111 M (PBS-glicose). As células endoteliais da veia cordão umbilical 

(HUVECs) foram retiradas conforme método descrito anteriormente (Jaffe e col., 1973). 

Resumidamente, em câmara de fluxo laminar e após assepsia total do cordão, as 

extremidades da veia do mesmo foram canuladas com cânulas de metal e lavadas com 

PBS-glicose a 37°C. As células foram descoladas da parede interna da veia com adição de 

colagenase tipo IV 0,1% em PBS-glicose por 10 minutos a 37°C. Após as células foram 

coletadas em tubos contendo meio 199 (M199) (SIGMA ALDRICH) complementado com 

20% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM, fungisona 2,5 µg/ml e os antibióticos 

penicilina/estreptomicina 500 µg/ml e ciprofloxaxina 5 µg/mL. A suspensão celular foi 

centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos. O sedimento foi distribuído em garrafas com 

área de 25 cm2 previamente recobertas com gelatina 2% estéril e mantidas em estufa a 

37°C e 5% de CO2. O meio de cultura foi substituído a cada dois dias até que as células 

atingissem a confluência. A obtenção das subculturas foi feita através da dissociação das 

células primárias com tripsina 0,1% / EDTA 0,01% e centrifugação a 1.200 rpm por 10 

minutos. As células foram ressuspendidas em meio M199 suplementado com 20% SFB e 

cultivadas em garrafas de área de 75 cm2 previamente gelatinizadas. As subculturas foram 

mantidas a 37°C e 5% de CO2 até a confluência com a substituição do meio a cada 24 ou 

48 horas. 

Para a utilização nos ensaios, as células foram tripsinizadas como descrito acima e 

a contagem total foi determinada em câmara de Neubauer. O número de células foi 

ajustado conforme o ensaio. 

As células utilizadas neste estudo tiveram seu uso regulamentado pelo registro 

SISNEP / CONEP (Ministério da Saúde) / CAAE: 0086.0.314.325-10 (Protocolo de 
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origem # 74/10, aprovado pelo CEP/SMSDC-RJ - Comitê de Ética em Pesquisa da 

Secretaria Municipal de Saúde e Defesa Civil da cidade do Rio de Janeiro). 

 

 

Células de linhagem tumoral 

 

 

As células de linhagem de melanoma MV3 com elevado potencial metastático (van 

Muijen e col., 1991) foram gentilmente doadas pelo Dr. Cezary Marcienkevickz 

(Universidade de Temple, PA, EUA) congeladas (95% de SFB e 5% de DMSO) em 

nitrogênio líquido. As células foram descongeladas e expandidas em garrafas com área de 

25 cm2 cultivadas em meio DMEM (pH 7,2)  suplementado com 10% SFB, 100 U/mL 

penicilina e 100 µg/mL estreptomicina. O meio foi trocado a cada 24 ou 48 horas e as 

células em confluência foram passadas, após a dissociação com Hank’s / EDTA (5 mM) e 

centrifugação a 900 rpm por 10 minutos. As células foram redistribuídas em garrafas com 

área de 75 cm2 em meio suplementado com SFB.  

Para a produção das matrizes, as células foram descoladas das garrafas de cultura 

conforme descrito acima e a contagem total foi determinada em câmara de Neubauer. O 

número de células foi ajustado conforme o ensaio. 

 

 

3.3 Obtenção de matrizes extracelulares nativas  

 

 

 As células HUVECs e MV3, cultivadas por 72 horas sem alteração dos seus 

respectivos meios, foram lisadas para obtenção da matriz extracelular segundo técnica 

descrita por Morandi e colaboradores em 1994. Resumidamente, após formação da matriz 

uniforme, as células foram lavadas com SFB e extraídas com um tampão de extração (PBS 

pH 7,2 contendo CaCl2 0,001 M - PBS-Ca2+ - 0,1% de Triton X-100, NH4OH 0,1 M e 

inibidores de proteases PMSF 1 mM, 1 ml/ml de coquetel de inibidores - 10 mg/ml de 

aprotinina, 10 mg/mL de leupeptina, 2 mg/mL de pepstatina) a 4°C para a retirada do 

material celular. Posteriormente, os poços contendo a rede proteica invisível ao 

microscópio óptico, na qual é possível detectar elementos da matriz extracelular por 
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técnicas de imunocitoquímica, foram três vezes lavados com solução PBS+Ca2+ para 

eliminar restos celulares. Então, as matrizes foram bloqueadas com BSA 0,1% em PBS-

Ca2+, 1 ml/ml de coquetel de inibidores e 1 mL/mL de PMSF por 30 minutos para o 

bloqueio de eventuais áreas não cobertas por matriz. As células endoteliais foram 

imediatamente plaqueadas sobre as matrizes obtidas. 

 

 

3.4 Ensaio de permeabilidade 

 

 

 HUVECs e MV3 (4x104) foram plaqueadas em duplicata em insertos de transwell 

(BD Falcon) com membrana de porosidade de 0,4 µm (inseridos no interior de placas de 

cultura de 24 poços) para a secreção e extração da matriz como descrito em 3.3. Após, 

novas HUVECs (5x104) foram plaqueadas sobre as diferentes matrizes. A interação 

ocorreu por 24 horas em atmosfera úmida a 37°C com 5% de CO2. Em seguida, foi 

retirado o meio e a monocamada foi lavada com PBS 1x. Para determinar a 

permeabilidade endotelial frente às diferentes matrizes foram adicionados 150 µl de 

Dextran-FITC (1 mg/ml) diluídos em meio sem vermelho de fenol dentro do insert e 500 

µL de meio sem vermelho de fenol no poço da placa. A permeabilidade foi quantificada 

através da leitura da quantidade de Dextran-FITC encontrado no poço depois de 1 hora a 

37°C. A leitura foi realizada em leitor de placas Wallac EnVision 2104 Multilabel Reader 

(PERKINELMER) no comprimento de onda de 490 nm de excitação e 535 nm de 

emissão. 

 

 

3.5 Ensaio de tubulogênese in vitro 

 

 

Para avaliação da capacidade das células endoteliais formarem vasos foi realizado o 

ensaio de tubulogênese in vitro. Para isso, HUVECs e MV3 (5x105 células/poço) foram 

distribuídas em placas de 6 poços para a secreção da matriz como descrito em 3.3. 

Posteriormente, as células endoteliais (5x105 células/poço) foram plaqueadas em meio de 

cultura M199 suplementado com 20% com SFB sobre as matrizes formadas. Em seguida, as 
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células foram lavadas com PBS 1x e deixadas em M199 sem suplementos. As células então 

foram tratadas ou não com ATL-1 (100 nM) por 1 hora. Paralelamente, 65 µl de Matrigel® 

(11,46 mg/ml; Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) foram colocados em placas de 96 

poços durante 30 minutos a 37ºC para sua polimerização. Ao fim dos tratamentos, as células 

endoteliais aderidas nas diferentes matrizes foram tripsinizadas das placas de 6 poços e 

colocadas (4x104 células/poço) em triplicata distribuídas em meio de cultura M199 

suplementado com 5% com SFB, sobre o Matrigel®, durante 5 horas. Após esse tempo, o 

sobrenadante foi retirado e as células fixadas sobre o Matrigel® com glutaraldeído 1,1% em 

PBS durante 20 minutos em temperatura ambiente (Zemani e col., 2005). A retirada do 

fixador foi feita por três lavagens com PBS 1x. Não houve danos nas estruturas tubulares por 

esse tipo de fixação. A análise do número total das ramificações (prolongamentos celulares 

endoteliais, que resultam no aspecto em “rede” da diferenciação angiogênica) foi feita em 

campo claro, no microscópio invertido (Olympus IX71, Tóquio, Japão) em um aumento de 

4x. As imagens capturadas foram analisadas com o auxílio do programa Adobe Photoshop 9.0 

(Adobe Systems, San Jose, CA). 

 

 

3.6 Detecção da citocina IL-8 em meios condicionados 

 

 

  Para avaliar a secreção de IL-8 produzida pelo endotélio e pelo melanoma, 

HUVECs e MV3 (2x105 células por poço) foram cultivadas em placas de 24 poços 

overnight em seus respectivos meios suplementados. Em seguida, foram lavadas com PBS 

1x a 37°C antes da adição de 500 ml de meio M199 com 0,1% de albumina sérica bovina 

(BSA) e sem suplementos. As células então foram deixas por 4, 8, 16 ou 24 horas em 

atmosfera úmida a 37°C e 5% de CO2. Após os referidos tempos, os sobrenadantes foram 

retirados (meios condicionados) e estocados a -80°C até a realização do ensaio.  

Foi também avaliada a secreção de IL-8 produzida por HUVECs após contato com 

diferentes matrizes. Para tal, HUVECs e MV3 (1,5 x 105) foram plaqueadas em placas de 

cultura de 24 poços para a secreção e extração da matriz como descrito em 3.3. Em 

seguida, HUVECs (2x105 células por poço) foram plaqueadas. Após 1 hora de interação, 

as células foram tratadas ou não com ATL-1 (100 nM) e deixadas por mais 23 horas em 
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incubadora de CO2 a 37°C, totalizando o tempo de 24 horas. Após incubação, o 

sobrenadante foi retirado e estocado a -80°C até sua leitura.  

O ensaio foi realizado utilizando um kit de ELISA para IL-8, comercialmente 

disponível (PeproTech Inc.). A dosagem foi feita conforme as instruções do fabricante. As 

leituras foram efetuadas a cada 5 minutos em leitor de placas EnVision
TM no comprimento 

de onda de 490 nm corrigido com o comprimento de onda de 650 nm. Todas as dosagens 

foram feitas em duplicata. 

 

 

3.7 Imunocitoquímica 

 

 

HUVECs e MV3 (1,5x105) foram plaqueadas em lamínulas (13 mm de diâmetro) 

inseridas em placas de cultura de 24 poços para a secreção e extração da matriz como 

descrito em 3.3. Após, as HUVECs (2x105 por poço) foram cultivadas por 24 horas em 

M199 suplementado com SFB 20%. Em seguida foram lavadas com PBS 1x e deixadas 

em M199 sem suplementos. As células então foram tratadas ou não com ATL-1 (100 nM) 

por 1 hora. Ao fim da incubação, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas 

com PBS 1x gelado e fixadas com paraformaldeído 4% / sacarose 4% por 20 minutos. Em 

seguida foram incubadas com BSA 5% por 30 minutos e anticorpo anti-V-CAM-1 (1:400) 

overnight a 4°C em câmara úmida e escura. A incubação com anticorpo secundário anti-

IgG conjugado à biotina (1:400) foi realizada durante 1 hora, seguida por mais três 

lavagens com PBS 1x e incubação por 1 hora com Alexa Fluor® 555 (1:400) a 

temperatura ambiente. O núcleo foi marcado com 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) por 

1 minuto. As laminas foram montadas usando N-propilgalato 20 mM e 80% glicerol. A 

epifluorêscencia foi observada ao microscópio de fluorescência (modelo IX-71 Olympus, 

Tóquio, Japão). As imagens foram analisadas usando o programa Adobe Photoshop 7.1 

(Adobe Systems, San Jose, CA). 
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3.8 Análise da expressão gênica (qRT-PCR) 

 

 

As HUVECs (5x105) em duplicata foram incubadas durante 24 horas, a 37ºC e 5% 

CO2, sobre as matrizes obtidas através extração descrita em 3.3. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS 1x e deixadas em M199 sem suplementos. Posteriormente, o RNA total foi 

isolado utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen). As amostras de RNA foram estocadas em 

freezer -80ºC até o uso. A qualidade e a quantidade de RNA nas amostras foram analisadas 

por absorbância em NanoVue Plus (GE Healthcare). As amostras de RNA (100 ng) foram 

retro-transcritas em DNA complementar utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems). As amostras de DNA complementar foram estocadas em 

freezer -20ºC até o momento de uso. O cDNA foi amplificado com o uso de primers (Qiagen) 

para VCAM-1, KDR, VEGF-A, IL-8, baseados na sequências descritas em 3.1. O nível de 

expressão de cada gene analisado foi normatizado contra o GAPDH. O qPCR foi realizado em 

Rotor Gene Q e os amplicons foram quantificados pelo sistema de fluorescência SYBR-green 

(Qiagen). A condição padrão da reação de PCR foi: 95o C por 5 minutos, seguido de 45 ciclos 

a 95oC (5 segundos) e 60oC (10 segundos), seguido por uma curva-padrão de desnaturação. A 

expressão relativa foi determinada pelo método do 2-∆∆Ct , que representa o valor da 

expressão de genes analisados com os mesmos calibradores. 

 

 

3.9 Obtenção de células mononucleares 

 

 

 As células mononucleares humanas foram isoladas de sangue periférico de 

doadores saudáveis. Para isso, o sangue foi retirado e tratado com EDTA 5%. Em seguida 

foram adicionados 5 mL de sangue em 5 mL de Ficoll-Hypaque (GE-healthcare) e 

centrifugados (400g/25°C) por 40 minutos (Simões e Fierro, 2005). A camada de células 

mononucleares foi coletada, lavada com solução salina e ressuspendida em meio de 

cultura RPMI 1640 sem suplementação com SFB. As células foram contadas em câmara 

de Neubauer. 
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3.10 Adesão de mononucleares à monocamanda endotelial 

 

 

HUVECs e MV3 (1,5x105) foram plaqueadas em placas de cultura de 24 poços 

para a secreção e extração da matriz como descrito em 3.3. Após, HUVECs (2 x 105 por 

poço) foram cultivadas por 24 horas em M199 suplementado com SFB 20% em atmosfera 

úmida a 37°C e 5% de CO2. Os poços foram lavados 3 vezes com M199 e a monocamada 

endotelial foi incubada ou não por 4 horas com TNF-α (10 ng/mL) em meio RPMI 1640 

(SIGMA-ALDRICH) suplementado com L-glutamina 2 mM e os antibióticos 

penicilina/estreptomicina 500 µg/mL, ciprofloxaxina 5 µg/mL e fungisona 2,5 µg/mL e 

contendo 0,1% de BSA. As células mononucleares isoladas do sangue periférico de 

doadores saudáveis e posteriormente marcadas com fluorocromo vermelho (PKH-26, 

SIGMA ALDRICH) de acordo com as instruções do fornecedor, foram ativadas ou não 

com 4 µg/mL ConA e plaqueadas sobre a monocamada endotelial (2x105) em meio M199 

contendo 0,1% de BSA. A interação ocorreu durante 45 minutos em atmosfera úmida a 

37°C e 5% de CO2. Após a incubação, os poços foram lavados 3 vezes com M199 para 

retirada dos mononucleares não aderidos à monocamada. Foi adicionado paraformaldeído 

3,7% em PBS por 10 minutos para a fixação das células. Os poços foram lavados 3 vezes 

com PBS 1x e as células foram visualizadas em microscópio de fluorescência invertido 

(Olimpus IX71, Tóquio, Japão). A quantificação das células mononucleares aderidas se 

deu através da contagem de 10 campos aleatórios em aumento de 400x. 

 

 

3.11 Análise da produção óxido nítrico 

 

 

A produção de óxido nítrico (NO) foi analisada através de fluorimetria. Para tal 

HUVECs e MV3 (4 x 104) foram plaqueadas em quadruplicata em placas escuras de 96 

poços (Corning Incorporated) para a secreção e extração da matriz como descrito em 3.3. 

HUVECs (5 x 104) foram plaqueadas em meio M199 sobre as matrizes obtidas, tratadas 

ou não com ATL-1(100 nM) durante a primeira hora de interação. Após, foi adicionado 

aos poços 20% de SFB e as células foram deixadas por mais 23 horas em atmosfera úmida 

a 37 C e 5% de CO2. Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes com meio HBSS 
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(Hank's Buffered Salt Solution) (0,137 M NaCl, 5,4 mM KCl, 0,25 mM Na2HPO4, 

glucose, 0,44 mM KH2PO4, 1,3 mM CaCl2, 1 mM MgSO4, 4,2 mM NaHCO3). Após este 

tempo, as células foram incubadas com a sonda DAF-FM DA (5 µM, Molecular Probes) por 1 

hora, período em que a sonda é internalizada.  

A produção de NO foi avaliada através da fluorescência que foi monitorada, em 

intervalos de 30 minutos, após incubação de até 4h pela excitação em 495 nm e emissão em 

515 nm no fluorímetro (Envision
TM).  

 

 

3.12 Análise estatística 

 

 

 A significância foi obtida através do ANOVA seguido pela análise com o pós-teste 

Bonferroni ou teste t de Student sendo P < 0,05 considerado como estatisticamente 

significativo. 
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4 RESULTADOS 

 

 

Nosso grupo já avaliou diferentes efeitos antiangiogênicos do ATL-1, principalmente 

devido ao efeito inibitório deste análogo sobre diversas ações do VEGF. Entretanto, pouco se 

sabe sobre seu efeito em vasos presentes em um microambiente alterado, onde a angiogênese 

é constantemente estimulada por fatores secretados pelas células tumorais / estromais.  

Em um primeiro momento, foi avaliada a capacidade do ATL-1 de modular os efeitos 

do VEGF, um potente agente permeabilizante, em um contexto tumoral. Os resultados obtidos 

na primeira etapa deste projeto estão apresentados no corpo do manuscrito a seguir. 

 

 

4.1 Artigo 

 

 

ATL-1, A SYNTHETIC ANALOG OF LIPOXIN MODULATES ENDOTHELIAL 

PERMEABILITY AND INTERACTION WITH TUMOR CELLS THROUGH A VEGF-

DEPENDENT MECHANISM 

 

 

 

Andreza Maia Vieira; Edward Helal Neto; Camila Castro Figueiredo; Thereza 

Christina Barja-Fidalgo; Iolanda Margherita Fierro; Verônica Maria Morandi da Silva. 

Submetido para Biochemical Pharmacology 
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ABSTRACT 

Lipoxins (LX) and 15-epi-LX are lipids with a potent inhibitory effect on angiogenesis, in 

different models in vivo and in vitro. ATL-1, a synthetic analog of 15-epi-LXA4, inhibits 

various actions stimulated by vascular endothelial growth factor (VEGF). However, LX 

actions on endothelial cells (EC) in tumor-related contexts are still unknown. Here, we 

investigated the modulation of EC by ATL-1, in a model that mimics tumor extravasation. We 

observed that the analog inhibited endothelial permeability induced by VEGF, through the 

stabilization of VE-cadherin/β-catenin-dependent adherens junctions. We tested the ability of 

MV3 cells, a highly metastatic melanoma cell line, to transmigrate across unchallenged EC 

monolayers for 18 hours, as compared to NGM normal melanocytes. ATL-1 was able to 

inhibit only melanoma extravasation. MV3 cells secrete large amounts of VEGF and we 

observed that ATL-1 per se did not alter this ability.  Melanoma cells skills to crossing 

endothelial monolayers were due to the steady accumulation of tumor-derived VEGF. When 

endothelial cells were challenged with exogenous VEGF, added at levels comparable to those 

secreted by MV3 cells over 18 hours, and a short-term (4 hours) transendothelial migration 

assay was performed, both melanoma and melanocyte cells were able to extravasate, and 

ATL-1 was able to block the passage of both cells. These results indicate that ATL-1 has a 

potent inhibitory effect on the permeability induced by VEGF, and that this pharmacological 

effect could be used to block tumor extravasation across endothelial barriers, with a possible 

prospect of reducing the haematogenic spread of cancer cells. 
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1. INTRODUCTION 

Malignant tumors arise from genetic, epigenetic and microenvironmental alterations that 

might eventually culminate with the fostering of fast growing cell masses, not rarely primed 

for invasion of tissues and even of distant organs [1]. Metastasis is a multi-step process that 

includes transendothelial tumor cell migration, intravasation of cancer cells into vessels, 

followed by hematogenous extravasation and the settlement of new tumor cells at secondary 

sites [2]. Recent studies have shown that tumor growth and metastasis are strongly influenced 

by a variety of cues provided by stromal cells such as fibroblasts, immune system cells, and 

endothelial cells (EC), which create a supportive microenvironment for tumor progression [3-

5]. 

  Blood vessel walls form a selective barrier for the transport of molecules between 

blood and tissues, and vascular health is largely kept by endothelial integrity [6]. The 

endothelium is a continuous monolayer formed by cells linked to each other by different types 

of cell-to-cell junctions. These complex structures are formed by transmembrane adhesive 

molecules linked to a network of cytoskeletal proteins. On the basis of morphological and 

functional characterization, three types of junctions have been described in endothelial cells 

[7, 8] tight junctions, adherens junctions, and gap junctions. Adherens junctions are formed 

by cadherins, VE-cadherin being the one present at the endothelial cell surface. Cadherins are 

cell adhesion molecules, which are anchored with their cytoplasmic tail to a network of 

intracellular cytoplasmic proteins such as catenins, which are connected to the actin-based 

microfilament system [9]. Endothelial permeability changes are associated with redistribution 

of surface cadherins and stabilization of focal adhesion bonds [10]. Loss of barrier properties 

in pathophysiological situations can lead to extracellular edema.  

Many tumors express high levels of the proangiogenic factor VEGF [11]. VEGF exerts its 

effects mainly by binding two specific tyrosine kinase receptors, VEGFR-1 (also named Flt-

1) and VEGFR-2 (KDR/Flk-1). Signaling through endothelial VEGFR-1 in angiogenesis 

remains an elusive question, since the tyrosine kinase activity of this receptor is poor and not 

required for endothelial cell function [12]. However, a role of both membrane-bound and 

soluble VEGFR-1 as negative modulators of angiogenesis has been proposed in the last years, 

an activity centrally based on the very high affinity of this receptor for VEGF, which would 

render this growth factor less available for binding to VEGFR-2. This property would be 

responsible for keeping adequate rates of angiogenesis and vasculogenesis during 

development and also in normal homeostasis, and would explain why mice embryos bearing 
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vegfr1 – / – genotypes undergo early embryonic death, a failure linked to excessive formation 

of disorganized lumen-less vessels [13]. 

VEGFR-2 plays a central role in angiogenesis and permeability of EC [14]. Once activated, 

VEGFR-2 dimerizes and becomes autophosphorylated, leading to the phosphorylation of 

several cytoplasmic signaling molecules. VEGF has been reported to induce VE-cadherin 

phosphorylation, thus initiating the loosening of adherens junctions [15]. VEGF165 and 

VEGF189 are splicing variants of the VEGF-A isoform, and both constitute the most potent 

inductors of vascular permeability within this growth factor family [16]. 

The practical possibility of controlling vascular permeability has several therapeutic 

implications. For example, vascular leakage in tumors not only facilitates metastatic 

dissemination, but also contributes to the elevated interstitial pressure that is a trait shared by 

several solid tumors [17]. Elevated interstitial pressure is probably the cause of altered tumor 

perfusion and impaired drug delivery. Conversely, decreasing vascular permeability might be 

beneficial because it might increase drug accessibility to tissues.  

Non-steroidal anti-inflammatory drugs, such as aspirin (ASA), have been suggested to 

prevent certain types of cancer, such as lung, colon, and breast cancers, and its mechanism of 

action is thought to result from antiangiogenic activity [18,19]. ASAs therapeutic mechanism 

of action includes the inhibition of COX-2-derived prostanoids [20]. In addition, when 

acetylated by ASA, COX-2 ability to generate prostanoids is blocked, but remains active in 

EC to induce the biosynthesis of ASA triggered-15-epi-lipoxin A4 (ATL) [21]. These 

endogenous lipid mediators are the carbon 15 epimers of the native lipoxins (LX) and mimic 

some of their bioactivities [22]. ATL can be generated in vivo during cell–cell interactions, 

such as EC–neutrophil interaction [23] and display potent inhibitory actions in several key 

events in inflammation [24].  

Our group has reported diverse effects of 15-epi-16-(parafluoro)- phenoxy-lipoxin A4 (ATL-

1) on endothelial cells. We demonstrated that ATL-1 inhibited VEGF-stimulated endothelial 

migration, an essential component of the angiogenic process, in a concentration- dependent 

manner [25, 26]. Furthermore, ATL-1 modulates essential components of the motile process, 

by impairing actin polymerization and focal adhesion assembly [27].  

 Here, we demonstrated that ATL-1 inhibits VEGF-induced endothelial permeability, 

leading to an important impairment of the transendothelial migration capacity of a highly 

invasive human melanoma cell line. These effects were directly related to the integrity of VE-

cadherin-mediated junctions. Besides the well described anti-angiogenic properties of ATL-1 
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[25-28], the new data presented herein are supportive of the therapeutic potential of lipoxin 

synthetic analogs also as anti-metastatic drugs, through the targeting of the extravasation of 

tumor cells across endothelial barriers. 

 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Antibodies and other reagents 

Polyclonal rabbit anti-VE-cadherin [pY658] antibody, and  FITC-  or  Alexa Fluor® 455- 

streptavidin conjugates were purchased from Life Technologies  (Brazilian division, São 

Paulo, Brazil). Goat anti-histone H3 and anti-VE-cadherin, and rabbit anti-β-catenin antibody 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Biotin-labeled anti-

IgG antibody was obtained from Abcam (Cambridge, UK).  VEGF-A165 isoform (referred as 

VEGF in this paper) was obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Fetal calf 

serum (FCS) was purchased from Cultilab (Campinas, SP, Brasil). HEPES, trypsin, EDTA, 

bovine serum albumin (BSA), PMSF, benzamidine, leupeptin, soybean trypsin inhibitor, 

fluorescein isothiocyanate-dextran (dextran-FITC, average MW 40 000) and vital PKH26 red 

fluorescent dye for cell membrane labeling (PKH26GL-1KT) were from Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). General supplies for buffers and saline solutions, detergents and protease 

and phosphatase inhibitors were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Unless 

otherwise stated, all reagents for cell culture were purchased from Life Technologies  

(Brazilian Division, São Paulo, Brazil). 

 

2.2 Cell culture 

Primary endothelial cells were isolated from human umbilical vein (HUVEC) as previously 

described [29]. Umbilical cords were collected according to the guidelines provided by 

SISNEP/CONEP – Brazilian Ministry of Health (CAAE: 0086.0.314.325-10 - Source 

Protocol #74/2010, approved by the SMSDC-RJ/City of Rio Janeiro Research Ethics 

Committee). At least five independent primary cultures were pooled for each experiment, in 

order to minimize the interference of individual genetic variation. The human melanocyte cell 

line (NGM) was obtained from Cell Bank of Rio de Janeiro (RJ, Brazil). The human 

melanoma strain (MV3) with high metastatic potential [30], was kindly donated by Dr. 

Cezary Marcienkevickz, (Temple University, PA, USA). The immortalized human 
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microvascular endothelial cell line (HMEC-1) [31] was kindly provided by Dr. Francisco 

Candal (Emory School of Medicine & CDC, Atlanta, GA, USA). HUVECs were cultured in 

medium 199 containing 20% FCS, 50 U/mL penicillin, 15 µg/mL streptomycin, 8 U/mL 

heparin, and 6 g/L HEPES. MV3 and NGM were cultured in DMEM supplemented with 10% 

FCS, 100 U/mL penicillin, and 100 µg/mL streptomycin. HMEC-1 was cultured in MCDB-

131 culture medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 14,04 mM NaHCO3, 15 mM 

HEPES, 0.5 U/mL penicillin, 0.5 mg/mL streptomycin, 1 µg /mL hydrocortisone, 10 ng/mL 

EGF (Sigma, St Louis, MO, USA) and 10% FBS. The cultures were incubated at 37°C in 

humidified 5% CO2 atmosphere. The medium was changed every 24 to 48 hours and the cells 

were passaged at confluence, after dissociation with 0.1%/0.01% trypsin/EDTA. 

 

2.3 Preparation of cell extracts 

Endothelial cells were treated with ATL-1 and then stimulated with VEGF. To obtain whole-

cell extracts, 106 cells were resuspended in lysis buffer (50 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulphonic acid, pH 6.4, containing 1 mM MgCl2, 10 mM EDTA, and 1% 

Triton X-100), and also supplemented with the following protease inhibitors: 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM benzamidine, 1 µM aprotinin, 1 µM leupeptin 

and 1 µM soybean trypsin inhibitor. 

 

2.4 VEGF quantification by ELISA  

To investigate the rate of VEGF secretion, HUVECs, NGM and MV3 cells (2 x 105) were 

grown in medium supplemented with 0.1% bovine serum albumin (BSA) for 4, 8, 16 or 24 

hours. Collected conditioned media samples were stored at -80C. We also prepared samples 

from MV3 cells treated with ATL-1 (100 nM) and then incubated for 4 or 18 hours at 37°C in 

humidified 5% CO2 atmosphere. VEGF levels in tumor conditioned media were determined 

by using the standard ELISA Development Kit from Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA), 

according to the manufacturer's instructions.  

 

2.5 Tumor transendothelial migration assay 

HUVECs (5 x 104 cells) were plated on 8.0 µm-pore BD Falcon Cell Culture inserts (to fit 

inside standard 24-well culture plates). Cells were pretreated or not with ATL-1 (100 nM) and 

stimulated or not with VEGF (10 ng/mL) for 1 hour. After the treating medium was removed, 

PKH126-labeled MV3 melanoma cells (3 x 104) were allowed to migrate across endothelial 
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monolayers for 4 or 18 hours. The bottom side of each insert was fixed in 3.7% formaldehyde 

in PBS and the upper side was cleaned with a flexible rod. The labeled cells in at least 10 

fields per insert were counted on a fluorescence microscope (model IX-71, Olympus, Tokyo, 

Japan). 

 

2.6 Endothelial Permeability Assay 

To determine endothelial monolayer permeability, we used a standard Dextran-FITC protocol 

and an endothelial cell line of microvascular origin (HMEC-1 cells) which in our hands 

generated the lowest thresholds for 40 000 dextran-FITC detection (observations from 

previous protocol optimizations; not shown). HMEC-1 (5 x 104 cells) were plated on Falcon 

Cell Culture Inserts (0.4 µm-pore size, to fit inside standard 24-well culture plates). Cells 

were pretreated with ATL-1 (100 nM) and stimulated or not with VEGF (100 ng/mL) for 1 

hour. To detect changes in monolayer permeability, 500 µl assay medium without phenol red 

was added to each lower chamber and 150 µl assay medium without phenol red containing 

Dextran-FITC (1mg/mL) was added on the top of each insert. HMEC-1 monolayer 

permeability was quantified as clearance of Dextran-FITC from the upper chamber to the 

lower one, the fluorescent content was measured using Wallac EnVision 2104 Multilabel 

Reader (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA) at 490 nm and 535 nm absorption/emission 

wavelengths. 

 

2.7 Preparation of nuclear extracts 

Cells were treated with ATL-1 and stimulated with VEGF for 4 h. Intranuclear proteins were 

obtained by lysing the cells with 10 mM HEPES, pH 7.9, containing 10 mM KCl, 0.1 mM 

EDTA, 0.1 mM EGTA (ethylene glycol bis (β-aminoethylether)-N,N,N′,N′,-tetraacetic acid), 

1 mM DTT (dithiothreitol), aprotinin (10 µg/mL), leupeptin (10 µg/mL), pepstatin (2 µg/mL) 

and 1 mM PMSF for 15 min at 4 °C. NP40 (Nonidet P40) (5%) was next added and the 

nucleus was pelleted at 12 000 × g for 5 min at 4 °C. The pellet was resuspended in 20 mM 

HEPES, pH 7.9, containing 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, aprotinin 

(10 µg/mL), leupeptin (10 µg/mL), pepstatin (2 µg/mL) and 1 mM PMSF, and then it was 

incubated at 4 °C for 30 min.  The  whole  lysate was  centrifuged at 12 000 × g for 10 min at 

4°C. Only supernatants were used. The total amount of proteins in lysates was measured by 

the BCA kit (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA). 
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2.8 Western blots 

Cell lysates were denatured in sample buffer (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 1% sodium dodecyl 

sulphate, 5% β-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.001% bromophenol blue) and heated in a 

boiling water bath for 5 min. Samples were resolved by SDS-PAGE and proteins were 

transferred to PVDF membranes (Millipore Corp., São Paulo, Brazil). Rainbow-colored 

protein molecular weight markers (GE Healthcare Life Sciences, São Paulo, Brazil) were run 

in parallel to estimate molecular weights. Then, membranes were blocked for 30 min with 5% 

BSA in Tris-buffered saline (TBS-T) (20 nM Tris, pH 7.6, containing 0.8% NaCl and 0.1% 

Tween 20) and probed overnight with specific antibodies at 4 °C. The membranes were 

incubated with either anti-VE cadherin (1:500), or anti-phospho VE-cadherin  (Y658, 1:1 

000) or anti-β catenin (1:500), or anti-histone H3 (1: 1 000 ) primary antibodies. After 

washing steps with TBS-T, membranes were incubated with biotin-conjugated anti-IgG 

antibody for 1 h, washed again and then incubated with streptavidin-conjugated horseradish 

peroxidase. Bound antibodies were detected by enhanced chemiluminescence (ECL, Pierce, 

Rockford, IL, USA). The bands were quantified by densitometry, using Image J Software 

(Scion Co., Frederick, MD, USA). 

 

2.9 Immunofluorescence microscopy 

Endothelial cells grown to confluence on 13 mm diameter coverslips, previously covered with 

gelatin 2% were treated with ATL-1 and stimulated with VEGF for 4 h at 37°C. The 

monolayers were washed twice with PBS. Cells were then fixed with 4% 

paraformaldehyde/4% sucrose in PBS for 20 min and blocked with 5% BSA in PBS for 30 

min. The cells were then incubated with anti-VE-cadherin or anti-β-catenin Ab (1:400) 

overnight at 4°C. Subsequently, the cells were washed three times with PBS and incubated 

with biotin-conjugated anti-IgG (1:400), followed by incubation with FITC-  or Alexa Fluor® 

455-conjugated streptavidin  (1:400) for 1 h at room temperature. Cells were covered with 

4,6-diamidino-2-phenylindole for 1 min and washed three times with PBS. Coverslips were 

mounted on a slide with the use of a 20 mM N-propylgalate and 80% glycerol solution in PBS 

before examination under an microscope (model IX-71 Olympus, Tokyo, Japan) equipped for 

epifluorescence. The images were analyzed using Photoshop software (Adobe Systems, San 

Jose, CA). 
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2.10 Statistical analysis 

Statistical significance was assessed by ANOVA, followed by Bonferroni’s t-test, and P < 

0.05 was taken as statistically significant. 

 

 

3. RESULTS 

 

3.1 ATL-1 inhibits VEGF-induced endothelial permeability by stabilizing VE-cadherin-

dependent junctions 

We first decided to investigate whether ATL-1 could reduce the endothelial 

permeability stimulated by VEGF. Microvascular HMEC-1 cells, which usually generate 

more sensible thresholds for the detection of labeled macromolecule tracers for permeability 

assessments, were plated into porous inserts and then pretreated or not with ATL-1 (100 nM) 

for 30 minutes before the incubation with VEGF (100 ng/ml). As expected, the stimulation of 

endothelial cells with VEGF increased Dextran-FITC (MW = 40 000) passage through the 

endothelial monolayer (Figure 1). The pre-treatment with ATL-1 completely inhibited 

VEGF-induced permeability. Noteworthy, ATL-1 had no direct effect on endothelial 

permeability. 

To determine if ATL-1 could impair AJ disruption, we pre-incubated HUVECs with 

ATL-1 (100 nM) for 30 minutes and then with VEGF (100 ng/ml), before visualizing VE-

cadherin distribution by immunofluorescence analysis (Figure 2). We observed a strong 

pericellular staining of VE-cadherin in cells that were not treated with VEGF, and also in cells 

incubated with ATL-1 alone (Fig. 2A). By contrast, HUVECs stimulated with VEGF 

exhibited large portions of disrupted pericelullar VE-cadherin staining. This effect was 

completely precluded when the pretreatment with ATL-1 was performed. 

We next analyzed whether ATL-1 effect on VE-cadherin-dependent junctions was 

related to the inhibition of VE-cadherin phosphorylation induced by VEGF. As shown in 

Fig.2B, ATL-1 was able to impair VEGF-induced VE-cadherin phosphorylation on tyrosine 

658 (Y658). 

 

3.2 ATL-1 prevents the VEGF-induced nuclear translocation of β-catenin  

When HUVECs were treated with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes before incubation 

for 4 hours with VEGF, we observed a mostly continuous staining of β-catenin in the 
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pericellular region (Figure 3). By contrast, in the absence of ATL-1, VEGF treatment led to a 

reduction of the pericellular staining of the protein, with a significant loss of the continuous 

surface staining, a pattern consistent with a possible redistribution of β-catenin towards 

intracellular compartments. In fact, the comparative analysis of nuclear pools of β-catenin by 

western blotting (Figure 4) demonstrated that the pre-treatment of endothelial cells with 

ATL-1 prevented VEGF-induced nuclear translocation of β-catenin.  

 

3.3 ATL-1 reduces transendothelial migration of MV3 melanoma cells but not the 

migration of normal melanocytes: a role for tumor derived-VEGF 

We then decided to evaluate the effect of ATL-1 on the ability of MV3 cells, an 

invasive human melanoma cell line, to transmigrate across an endothelial barrier, as compared 

to a normal melanocyte cell line counterpart, NGM cells. For this purpose, HUVECs grown to 

confluence on porous inserts were pretreated or not with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes. 

After treatments, NGM or MV3 cells were incubated with the endothelial monolayer for an 

additional 18 hours. As shown in Figure 5, the total number of MV3 migrating cells was 

about 3-fold over the number of migrating NGM melanocyte cells. MV3 cells treated with 

ATL-1 showed a significant decrease in the migration as compared to untreated groups 

(control) or vehicle (ethanol) (Fig. 5A). However, ATL-1 per se had no effect on the 

transendothelial migration of NGM cells (Fig. 5B).  

We next decided to evaluate the endogenous production of VEGF by MV3 melanoma 

cells and to elucidate if ATL-1 could interfere with this secretion. Using a quantitative ELISA 

assay, we demonstrated that MV3 melanoma cells continuously secrete large amounts of 

VEGF in culture (Figure 6A). VEGF secreted by MV3 melanoma cells varied from pg/mL 

concentrations in the first hours of secretion, to ng/mL amounts after 24 hours (2ng/mL/2 x 

105 cells). By contrast, NGM melanocytes secreted extremely low basal levels of this 

angiogenic factor. In fact, even the amounts detected after 16 or 24 hours in NGM cells 

conditioned media were barely statistically significant (Fig. 6A). The secretion of VEGF by 

HUVECs was not detectable by this procedure. Additionally, the pre-treatment of MV3 cells 

with ATL-1 (100 nM) had no effect on the short-term (4 hours) and long-term (18 hours) 

secretion of VEGF (Figure 6B), indicating that the inhibitory effect of ATL-1 on melanoma 

transendothelial migration was not due to a direct interference on the ability of MV3 cells to 

secrete VEGF, and that the large endogenous production of VEGF by melanoma cells was 
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probably sufficient to trigger endothelial permeability along the 18 hours period used in the 

transmigration assay. 

In order to ultimately demonstrate the effect of ATL-1 as an antagonist of endothelial 

permeability to tumor cells, we decided to directly stimulate endothelial monolayers with 

exogenously added VEGF (10 ng/mL), but now performing a short-term transendothelial 

tumor migration assay of 4 hours. (Figure 7). Effectively, in the presence of exogenous 

VEGF added at ng/mL levels, MV3 melanoma cells transmigrated in levels that were 

comparable to those observed in the long-term assay (18 hours), previously ran in the absence 

of exogenously added growth factor. The pre-treatment of HUVECs with ATL-1 impaired the 

VEGF-induced transmigration of MV3 cells (Fig. 7A). On the other hand, the treatment of 

endothelial cells with VEGF led to a significant higher number of NGM melanocytes to 

transmigrate across endothelial monolayers after 4 hours (Fig. 7B), as compared to the rates 

observed after 18 h (Fig. 5B), although the rates remain very low when compared with the 

malign cell line. Importantly, ATL-1 was able to partially abrogate NGM cells migration in 

this short-term VEGF-induced migration assay. These data clearly indicate that the ability to 

secrete elevated amounts of VEGF is rate-limiting to the process of cell extravasation across 

endothelial barriers, and also confirms that VEGF-activated pathways represent crucial targets 

to ATL-1 pharmacological activity. 

 

 

4. DISCUSSION  

 

The contemporary view defines cancer as tissues that would not only consist of 

transformed cells with excessive proliferation, but that also contain other cells and molecules 

able to interact, regulate and modify the behavior of tumor cells [3-5, 32, 33]. Vascularization 

is essential for the development of cancer, ensuring perfusion and sustainment of the whole 

tumor microenvironment [34]. Endothelial cells are the first in contact with any element 

present in the blood and are especially prevalent in malign tumors [35]. 

Besides, there are also strong evidences of a close association between inflammation 

and angiogenesis in various human diseases, including cancer [1, 36]. Understanding the 

inflammatory pathways involved in cancer is expected to help in the development of new 

anti-cancer therapies. Lipoxins, ATL and its analogs have been highlighted as lipid mediators 

that, beyond the anti-inflammatory and pro-resolution actions [37], have anti-angiogenic 
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actions [26-28, 38]. Here, we exploited the potential of ATL-1, a synthetic ATL analog, as a 

modulator of VEGF-induced vascular permeability, and its ability to modulate tumor cells 

transendothelial migration. 

Tumor vessels are characterized by increased permeability, which is expected to 

facilitate the infiltration of tumor cells towards secondary sites [39]. In endothelial cells, it has 

been shown that soluble factors such as histamine, thrombin and VEGF increase vascular 

permeability, by affecting tyrosine phosphorylation of several components of the VE-

cadherin/catenin complex [14, 31, 40, 41]. The activation of VEGFR-2 by VEGF leads to VE-

cadherin phosphorylation, which has been correlated with the relaxation of cadherin-mediated 

adhesion in many cell types [33, 42, 43-45]. The activation of VEGFR-2/Kdr receptor results 

in rearrangement and turnover of VE-cadherin and β-catenin on the cell membrane [14, 31, 

46]. Our group demonstrated that ATL-1 is a potent inhibitor of several steps of angiogenesis 

induced by VEGF [26].  Here, we demonstrated that ATL-1 was able to impair the 

permeability-inducing activity of VEGF, by stabilizing AJs at the pericellular region.  

A crucial mechanism underlying the VEGF-dependent loosening of AJs is the 

dissociation of β-catenin from the cytoplasmic tail of VE-cadherin [47, 48]. When β-catenin is 

dissociated from VE-cadherin, it may take different pathways: β-catenin may be 

phosphorylated and degraded quickly in the cytoplasm [49] or, in certain conditions, the non-

phosphorylated β-catenin may initially accumulate in the cytoplasm and later translocate to 

the nucleus, where it can trigger the activation of several transcription factors involved in the 

regulation of migration and proliferation of endothelial cells [50]. 

Several sites for tyrosine phosphorylation have been identified on the cytosolic portion 

of VE-cadherin so far [51]. Phosphorylation of Y658, Y731 [52] and Y685 [53] leads to 

inhibition of cell barrier function, in a process that largely depends on the activation of Src 

family kinases [52-54]. In the present work, we showed that ATL-1 inhibits VEGF-induced 

phosphorylation of VE-cadherin on Y658. Besides, we showed that the pre-treatment of 

endothelial cells precluded the translocation of β-catenin translocation to the nucleus after cell 

treatment with VEGF. We suggest that ATL-1 might favor β-catenin retention at AJ 

complexes, thus leading to the strengthening of endothelial junctions.  

We have previously shown that ATL-1 anti-angiogenic effects on endothelial cells 

were antagonized by sodium orthovanadate and correlated with SHP-1 phosphatase 

association with VEGFR-2 [26]. A number of other phosphatases such as VE-PTP, PTP1B, 

PTPµ and SHP-2, are also known to associate with VE-cadherin and control its level of 
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phosphorylation [55]. Therefore, although we hypothesize that ATL-1 primarily interferes 

with the most upstream component of VEGF-induced signaling pathway - namely, the 

phosphorylation of the tyrosine kinase receptor VEGFR-2 - the possibility that this analog 

could also affect phosphatases acting on VE-cadherin cytoplasmic tail deserves further 

investigation. 

Recently, it has been demonstrated that endothelial FAK (focal adhesion kinase) 

directly phosphorylates VE-cadherin on tyrosine Y658 in response to cell activation by 

VEGF; conversely, the endothelial barrier function is enhanced when FAK is inhibited [56]. 

Interestingly, we have previously shown that ATL-1 inhibited VEGF-stimulated migration of 

endothelial cells, by blocking focal adhesion clustering, due to the inhibition of FAK 

phosphorylation. Thus, the effect of ATL-1 in preserving the barrier properties of vascular 

endothelial cells in vitro could also result from its ability to inhibit endothelial FAK.  

A number of different molecules have been described as potent activators of vascular 

permeability, and also identified as tumor-secreted factors [reviewed by 57]. Among these, 

the secretion of large amounts of different VEGF isoforms appears as a hallmark of malign 

cancers. Increased VEGF expression occurs in malignant peritoneal and pancreatic ascites 

[58, 59], metastatic breast and lung cancers [60, 61], ovarian and melanoma tumors [56, 61, 

62], suggesting that metastatic cancer cells rely on VEGF-dependent mechanisms in order to 

cross the endothelial barrier. 

In order to examine the impact of cell-derived VEGF in the process of melanoma and 

melanocyte extravasation across endothelial monolayers, we characterized VEGF secretion by 

the cells used in the present study, and sought to correlate this trait with their ability to 

transmigrate. We observed a sustained VEGF secretion by MV3 melanoma cells over time, 

while the normal melanocyte cells (non-malignant) lineage barely produced this growth 

factor, a fact that well correlated with their respective skills to cross established endothelial 

monolayers in vitro, suggesting that the pronounced metastatic potential of MV3 could be 

related to an improved ability to secrete VEGF. Chen and colleagues [63] showed that ATL-1 

was able to inhibit the production of VEGF by mouse hepatocarcinoma cells (H22). However, 

in our model, such an inhibition by ATL-1 did not occur.  

Several previous works by our group and by others have demonstrated important anti-

angiogenic properties of ATL analogs [25-28]. Although VEGF has been extensively 

characterized both as permeability and angiogenic factor – a fact that prompted it to be named 

as VPF, from Vascular Permeability Factor – empiric evidences suggest that the signaling 
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pathways involved in angiogenesis and endothelial barrier regulation can be eventually 

independent from each other. For example, it has been shown that mice deficient in Scr or Yes 

small kinases do not exhibit vascular leak response to VEGF, but show a normal angiogenic 

response [64]. Therefore, studies to address the anti-metastatic potential of lipoxin analogs, in 

particular their effects on crucial cellular steps of intravasation and/or extravasation of tumor 

cells during hematogenous cancer spread, are greatly warranted and presently scarce in cancer 

cell literature.  

Overall, the results presented herein suggest that the antagonizing effect of ATL-1 on 

VEGFR-2-dependent signaling, already demonstrated as the basis for the anti-angiogenic 

properties of this synthetic analog, may also imply a relevant anti-metastatic potential of this 

molecule, a hypothesis that we intend to explore in vivo, in the next steps of this work. 
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Figure 1: ATL-1 inhibits VEGF-induced permeability. Dermal microvascular HMEC-1 cells 

(5x104) were grown on porous inserts (0.4 µm porosity) and pre-treated or not with ATL-1 

(100 nM) for 30 minutes, before incubation with (100 ng/mL) or without VEGF for 1 hour, in 

medium containing dextran-FITC (1 mg/mL). The fluorescence density was quantified using 

a plate reader (EnVisionTM) at an excitation wavelength of 485 nm and an emission 

wavelength of 535 nm. Results represent mean and standard deviation of three similar and 

independent experiments. *P<0.05 refers to the value obtained for VEGF treatment versus all 

other group 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

FIGURE 2 
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Figure 2: ATL-1 inhibits VEGF-induced permeability by stabilizing of VE-cadherin-

dependent junctions. (A) HUVEC (2 x105) were grown in 24 well plates and treated or not 

with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes prior to incubation with VEGF (10 ng/mL) or not for 1 

hour. Cells were immunostained with anti-VE-cadherin and nuclei were labeled with DAPI. 

Magnification: 60x. Images are representative of three similar experiments. (B) HUVEC 

(1x106) were grown in 6-well plates and treated or not with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes 

before the incubation with or without VEGF (10 ng/mL) for 10 minutes. The total extract was 

obtained and analyzed by western blotting using specific antibodies against phosphorylated 

VE-cadherin (Y658) and VE-cadherin. The bands were analyzed by densitometry. Values 

represent mean and standard deviation of three similar and independent experiments, and a 

representative blot is showed, for illustration purposes. *P<0.05 refers to the value obtained 

for VEGF treatment versus control, and #P<0.05 refer to ATL-1 + VEGF versus VEGF. 
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FIGURE 3 

 

 

 

 

Figure 3: ATL-1 modulates β-catenin translocation to cell nucleus. HUVEC (2 x105) were 

grown in 24 well plates and treated or not with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes before the 

incubation with or without VEGF (10 ng/mL) for 4 hours. Cells were incubated with an anti-

β-catenin antibody and revealed in green fluorescence, as described in the Methods section, 

and nuclei were labeled with DAPI. The cells were viewed with a fluorescence microscope. 

Magnification: 60 x. Images are representative of three similar experiments. 

 



77 

 

 

 

FIGURE 4 

 

 

 

 

Figure 4: ATL-1 inhibits VEGF-induced nuclear translocation of β-catenin. HUVEC 

(1x106) were cultured in 6 well plates and treated or not with ATL-1 (100 nM) for 30 minutes 

before the incubation with or without VEGF (10 ng/mL) for 4 hours. The nuclear extract was 

obtained and analyzed by western blot using specific antibodies against β-catenin and histone 

H3. The blots were analyzed by densitometry. Values represent mean and standard deviation 

of three similar and independent experiments. *P<0.05 refers to the value obtained for VEGF 

treatment versus all other groups. 
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FIGURE 5 

 

  

 

Figure 5:    ATL-1 inhibits long-term (18 hours) tumor transendothelial migration in the 

absence of exogenously added VEGF. HUVEC (5x104) were grown to confluence onto 

porous inserts (8 µm) and then pretreated or not with ATL-1 (100 nM) or EtOH (vehicle) for 

30 minutes. After the treatment, MV3 melanoma cells (3x104) (A) or NGM melanocytes 

(3x104) (B) previously labeled with PKH126 vital fluorescent dye were incubated with 

endothelial monolayers for 18 hours. Cells were counted in a fluorescence microscope. 

Values represent mean and standard deviation of three similar and independent experiments. 

*P<0.05, when compared to control and EtOH groups. 
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FIGURE 6 

 

 

Figure 6: VEGF quantification in cell conditioned media. (A) Conditioned media collected 

from HUVEC, NGM and MV3 cells (2x105) at different times (4, 8, 16 and 24 hours) were  

analyzed using ELISA. Values represent mean and standard deviation of 3 similar and 

independent experiments.*P<0.05 as compared with HUVEC, NGM and the times 4 and 8 

hours of MV3. (B) MV3 cells (1x106) were cultured in 6 well plates and treated or not with 

ATL-1 (100 nM) or EtOH (vehicle) for 4 or 18 hours. Conditioned medium was collected and 

analyzed using ELISA. Results represent mean and standard deviation of three similar and 

independent experiments. 
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FIGURE 7 

 

 

 

 

 

Figure 7:  Effect of ATL-1 on the short-term migration (4 hours) of melanoma cells and 

melanocytes across endothelial monolayers, in response to exogenous VEGF addition.  

HUVEC (5x104) were cultured in porous inserts (8 µm) and pretreated or not with ATL-1 

(100 nM) for 30 minutes before incubation with or without VEGF (10 ng/mL) for 1 hour. 

After the treatment, MV3 cells (3x104) (A) or NGM cells (3x104) (B) previously labeled with 

PKH126 vital fluorescent dye were incubated with endothelial monolayers for 4 hours. 

Migrating tumor cells were counted in a fluorescence microscope. Values represent mean and 

standard deviation of three similar and independent experiments. *P<0.05 VEGF versus all 

the other groups; **P<0.05 for VEGF versus control and ATL1+VEGF groups; #P<0.05 for 

ATL-1+VEGF versus control. 
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Na segunda etapa deste estudo, foram investigados os efeitos da interação de células 

endotelias com a matriz extracelular produzida por células de melanoma e a ação do ATL-1 

sobre o endotélio nestas condições. 

 

 

4.2 A matriz produzida por células de melanoma altera a permeabilidade endotelial 

 

 

 A MEC é definida como uma mistura complexa de proteínas, proteoglicanos e 

glicoproteínas adesivas que proporcionam um suporte estrutural, bioquímico e mecânico às 

células e tecidos. As proteínas da MEC atuam cooperativamente regulando uma variedade de 

processos celulares, tanto positiva como negativamente (Hynes, 2009). 

 Cada tipo celular apresenta receptores de superfície específicos para o seu ambiente 

tecidual, e a interação destes receptores com componentes MEC influencia a forma da célula, 

o comportamento e a resposta a moléculas solúveis, como citocinas e fatores de crescimento 

(Lin e Bissell, 1993). A MEC produzida pelo tumor é um componente chave do 

microambiente tumoral e está em contato imediato com as células presentes neste estroma 

modificado (Barkan e col., 2010).  

Como a interação da MEC tumoral com células endoteliais neste microambiente é um 

alvo de nosso estudo, decidimos investigar quais seriam os efeitos que uma matriz tumoral 

efetivamente exerceria sobre a permeabilidade endotelial, um passo primário para o escape e 

colonização de outros tecidos. Para isso, foram obtidas formas imobilizadas das matrizes 

secretadas por uma linhagem tumoral e por células endoteliais primárias. HUVECs foram 

plaqueadas sobre estas matrizes por 24 horas. Percebemos o início de aparecimento de 

espaços na monocamada quando as CE são semeadas sobre matriz de MV3 (fig 13-A) nesta 

condição, as células endoteliais apresentaram uma maior permeabilidade quando comparado à 

sua própria matriz (Fig. 13-B), o que indica que o estroma produzido por células tumorais 

contribui para o comprometimento da função de barreira do endotélio vascular.  
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Figura 13 - A matriz produzida por células de melanoma altera a permeabilidade endotelial 
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Legenda: (A) HUVEC ou MV3 foram cultivadas em placas de 24 poços por 72 horas e depois as matrizes 
secretadas foram obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (2x105) foram 
adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. Imagem representativa da monocamada em aumento de 
40x. (B) HUVEC ou MV3 foram cultivadas em insertos de transwell (0,4 µm) por 72 horas, após o 
que as matrizes foram obtidas. HUVEC (5x104) foram adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. O 
meio foi removido e foi adicionado Dextran-FITC (1 µg/mL) na câmara superior por 1 hora, e o 
extravasado para o poço foi coletado. A fluorescência foi medida com leitor de placas EnVision

TM. A 
média e erro padrão representam 3 experimentos idênticos e independentes, onde *P< 0,05. 

 

 

4.3 A matriz tumoral induz a expressão de fatores permeabilizantes em HUVECs 

 

 

Estudos prévios já mostraram que a MEC turmoral apresenta uma composição 

proteica alterada e assim pode influenciar as respostas celulares pela expressão de fragmentos 

pró- e antiangiogênicos (Pupa e col., 2002; Lu e col., 2012). Assim, a MEC poderia funcionar 

como um agente potencialmente oncogênico, direcionando a tumorigenicidade em células do 

estroma, como as células endoteliais, mesmo na ausência das células tumorais propriamente 

CE/Matriz autóloga CE/Matriz MV3 A 
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ditas. 

Os tumores se desenvolvem através de mecanismos semelhantes aos utilizados durante 

a organogênese (Ruoslahti, 2002). O VEGF é um potente fator hiperpermeabilizante e pró-

angiogênico que, através da sua ligação ao receptor VEGFR-2, é capaz de promover o 

crecimento tumoral e a metástase. Em nossos estudos observamos uma produção sustentada 

de VEGF pelas células tumorais (Artigo 4.1). Deste modo, avaliamos se a matriz produzida 

pelo melanoma poderia regular a resposta endotelial através da modulação de genes 

envolvidos com a resposta angiogênica. Para tal, HUVECs foram plaqueadas sobre a MEC 

produzida pelo melanoma. Após 24 horas, foi realizada a extração e análise da expressão 

molecular do RNAm para o VEGFR-2 (KDR). As células endoteliais expressaram níveis 

significativamente maiores de RNAm para este receptor quando em contato com a MEC 

tumoral (Fig. 14), sugerindo que a MEC pode modular positivamente a resposta do endotélio 

ao VEGF. 

 

 

Figura 14 - Aumento da expressão de VEGFR-2 induzido pela matriz tumoral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em duplicata em placas de 6 poços por 72 horas, após o que as 
matrizes foram obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (5x105) foram 
adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. As amostras de RNA foram retro-transcritas em DNA 
complementar. O cDNA foi amplificado com o uso de primers para VEGFR-2. O nível de expressão 
foi normatizado contra o GAPDH.  A média e erro padrão representam 3 experimentos idênticos e 
independentes, onde *P< 0,05. 
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A interleucina (IL)-8, também conhecida com CXCL8, é uma quimiocina pró-

inflamatória da família CXC frequentemente co-expressa com o VEGF em tumores, embora 

inicialmente caracterizada por suas ações durante a resposta inflamatória e imune (Mukaida e 

col., 1991; Waugh e Wilson, 2008). A IL-8 exerce seus efeitos através da ligação a dois 

receptores de membrana acoplados a proteina G, o CXCR-1 e CXCR-2 (Holmes e col., 1991). 

O aumento dos níveis desta citocina foi detectado em vários tipos de tumores, como câncer de 

mama (Benoy e col., 2004), glioblastoma (Desbaillets e col., 1997) e melanoma (Zhang e col., 

2011). Um estudo de Dwyer e colaboradores, em 2012, mostrou que a IL-8 produzida por 

células de linhagem de glioblastoma foi capaz de induzir, via CXCR-2, o aumento da 

permeabilidade em células endoteliais de microvasculatura cerebral, uma ação mediada pelo 

remodelamento de VE-caderina. 

Para avaliar se a linhagem de melanoma MV3 ou as células endoteliais (HUVECs) 

secretam IL-8, coletamos o meio condicionado destas células por 4, 8, 16 e 24 horas e 

realizamos o ensaio de ELISA para detecção da citocina nos sobrenadantes. Como mostrado 

na figura 15, a linhagem MV3 secreta níveis elevados de IL-8 quando comparada às 

HUVECs.  

 

 

Figura 15 - Secreção de IL-8 por HUVEC e MV3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Meio condicionado de células HUVEC e MV3 (5x104) foi coletado em diferentes tempos e analisado 
usando kit ELISA. A média e o desvio padrão representam 3 experimentos idênticos e independentes, 
onde *P<0,05. 
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Uma vez que as células tumorais secretam IL-8, uma citocina que apresenta 

propriedades pró-angiogênicas e permeabilizantes, investigamos se a matriz produzida pela 

linhagem MV3 poderia modular a produção de IL-8 ou de seu receptor nas células endoteliais. 

Para isso, analisamos a expressão molecular do RNAm para IL-8 e CXCR-2 em HUVECs 

após 24 horas de contato com sua matriz nativa ou com a matriz tumoral. Observamos que 

existe uma tendência de aumento da expressão, tanto da IL-8 quanto do receptor CXCR-2, 

pelas células endoteliais (Fig. 16) após a adesão sobre a matriz tumoral, o que sugere que 

vasos produzidos na presença de um estroma reativo estariam mais responsivos a fatores 

angiogênicos. 

 

 

Figura 16 - O contato com matriz tumoral induz a expressão de IL-8 e CXCR-2 em células 

endoteliais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em duplicata em placas de 6 poços por 72 horas, após o que as 

matrizes foram obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (5x105) foram 
adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. As amostras de RNA foram retro-transcritas em DNA 
complementar. O cDNA foi amplificado com o uso de primers para IL-8 (A) ou CXCR-2 (B). O nível 
de expressão foi normatizado contra o GAPDH.  A média e erro padrão representam 2 experimentos 
idênticos e independentes. 
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4.4 ATL-1 inibe a produção de óxido nítrico em HUVECs estimuladas pela matriz 

tumoral  

 

O NO é um radical livre e um importante mediador de processos intra e extracelulares, 

apresentando um papel central em uma variedade de eventos fisiológicos e patológicos (Guzik 

e col., 2003). O NO pode ser gerado através de três isoformas da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS): a NOS neuronal (nNOS) ou NOS1, a NOS induzida (iNOS) ou NOS2 e a NOS 

endotelial (eNOS) ou NOS3, sendo a eNOS expressa constitutivamente no endotélio 

(Knowles e Moncada, 1994). 

A expressão da NOS por células tumorais foi observada em câncer de mama, cólon, 

pulmão e melanoma (Fitzpatrick e col., 2008). Em melanoma e outros tipos de câncer, a 

atividade da NOS foi associada ao crescimento tumoral (Massi e col., 2001; Xie e Huang, 

2003; Ellerhorst e col., 2006), transformação maligna (Fukumura e col., 2006; Palmieri e col., 

2009), angiogênese (Palmieri e col., 2009) e resistência à apoptose (Salvucci e col., 2001). 

Fatores como VEGF, angiopoietinas e a força de cisalhamento podem estimular a 

liberação de NO pelas CE (Sessa, 2004). Todavia, a produção de NO induzida por VEGF é 

praticamente abolida em camundongos knockout para eNOS, resultando na redução da 

permeabilidade vascular (Fukumura e col., 2001), o que sugere um feedback entre estas vias. 

Além disso, a expressão constitutiva de iNOS foi detectada em melanomas metastáticos e em 

células de linhagem  de melanoma (Ekmekcioglu e col., 2000; Ekmekcioglu e col., 2003). 

Deste modo, avaliamos a secreção de NO em CE crescidas sobre a matriz produzida 

pelo melanoma e o efeito do ATL-1 neste contexto. Para tal, as HUVECs foram plaqueadas 

sobre a matriz produzida por MV3 ou sua matriz nativa e os grupos foram tratados ou não 

com ATL-1 (100 nM). Após 24 horas, monitoramos a produção de NO em intervalos de 30 

minutos, por 4h. Como podemos observar, as CE em contato com a matriz tumoral 

produziram níveis significativamente maiores de NO (Fig. 17) quando comparadas a matriz 

nativa (controle), um aumento sustentado por todo o tempo avaliado. Já o tratamento com 

ATL-1 reduziu de forma significativa a produção de NO. Esses achados corroboram dados 

recentes mostrando que o ATL-1 inibe a produção de NO induzido por LPS em um modelo 

neuro-inflamatório (Wang e col., 2011; Yao e col., 2014). 
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Figura 17 - ATL-1 inibe a produção de óxido nítrico em HUVECs estimuladas pela matriz 

tumoral 

 

 

 

Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em quadruplicata em placa escura de 96 poços por 72 horas, após o 
que as matrizes foram obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (5x104) 
foram incubadas por 24 horas sobre as matrizes imobilizadas. As células foram tratadas ou não com 
ATL-1 (100 nM). Em seguida, as células foram incubadas com a sonda DAF-FM DA por 1 hora. A 
produção de NO foi avaliada através da fluorescência, que foi monitorada em intervalos de 30 
minutos, após incubação de até 4h, pela excitação em 495nm e emissão em 515nm no fluorímetro 
(EnvisionTM). A média e erro padrão representam 3 experimentos idênticos e independentes, onde 
*P< 0,05 em relação ao controle e ≠P< 0,05 em relação ao grupo MV3. 
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4.5 A expressão de moléculas de adesão é induzida pela matriz tumoral e inibida pelo 

ATL-1 

 

 

 A metástase tumoral é um processo complexo que ocorre através de uma sequência de 

eventos que incluem a evasão do foco primário, intravasamento na circulação e 

extravasamento em sítios distantes. Poucas células do grande número que se desprendem do 

foco primário conseguem efetivamente colonizar focos secundários (Steeg, 2006). Dentre as 

barreiras enfrentadas pelas células tumorais durante a metástase, a adesão ao endotélio e 

transmigração para o espaço extravascular são considerados eventos críticos e limitantes 

(Chambers e col., 2002). 

 Dentre os mecanismos possíveis pelos quais as células tumorais aderem e transmigram 

pelo endotélio, já foi visto que certas células tumorais podem extravasar por rotas 

paracelulares através da indução de gaps nas CE, de maneira similar à migração leucocitária 

durante a resposta inflamatória (Chambers e col., 1995). Estudos prévios demonstraram a 

interação entre a integrina α4β1 e a molécula de adesão ao endotélio vascular (VCAM)-1 

durante a adesão ao endotélio e metástase de células de melanoma (Giavazzi e col., 1993; 

Sandig e col., 1997; van Wetering e col., 2003; Liang e col., 2008) e este evento foi 

relacionado à agressividade e metástase do melanoma (Melchiori e col., 1995). 

 Tendo como objetivo avaliar o efeito da matriz tumoral sobre a expressão da VCAM-1 

no endotélio, analisamos a expressão molecular do RNAm para esta molécula em HUVECs 

após 24 horas de contato com sua matriz nativa ou a matriz tumoral. Na figura 18 podemos 

notar que a interação com a matriz produzida pelo melanoma induziu um aumento 

significativo na produção do RNAm para VCAM-1, sugerindo que células endoteliais em 

contato com o estroma reativo se tornariam mais permissíveis à adesão celular.  

As LX apresentam a capacidade de modular as interações PMN-endotélio ou -epitélio 

(Colgan e col., 1993; Papayianni e col., 1996), possivelmente por sua capacidade de modular 

a expressão de moléculas de adesão como a L-selectina (Filep e col., 1999). A fim de avaliar 

se o ATL-1 exerceria algum efeito sobre a expressão de VCAM-1 observada nas células 

endoteliais em contato com a matriz tumoral, após 24 de interação realizamos o tratamento da 

monocamada com o ATL-1 (100 nM) por 1 hora. Em seguida, realizamos um ensaio de 

imunocitoquimica para marcação de VCAM-1. Assim como observado para o RNAm (Fig. 

18), a monocamada em contato com a matriz tumoral apresenta uma maior marcação para 
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VCAM-1 (Fig. 19) quando comparada às células em contato com a matriz nativa. Podemos 

perceber também um efeito inibitório do ATL-1, visto que o grupo que interagiu com a matriz 

tumoral, quando tratado com o análogo, apresenta uma marcação mais fraca para VCAM-1 

(Fig. 19). 

  

 

Figura 18 - A interação com a matriz do melanoma induz a expressão de VCAM-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em duplicata em placas de 6 poços por 72 horas, após o que as 
matrizes foram obtidas de acordo com descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (5x105) foram 
adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. As amostras de RNA foram retro-transcritas em DNA 
complementar. O cDNA foi amplificado com o uso de primers para VCAM-1. O nível de expressão 
foi normatizado contra o GAPDH. A média e erro padrão representam 3 experimentos idênticos e 
independentes, onde *P< 0,05. 

 

 

Ainda, avaliar a hipótese de que as CE em contato com o estroma se tornariam mais 

permissíveis à adesão celular realizamos um ensaio de adesão com células mononucleares. 

Para isso, CE foram plaqueadas sobre a matriz tumoral ou sua matriz autóloga por 24 horas. 

Estas células foram ativadas ou não com TNF-α (10 ng/mL) por 4 horas. Células 

mononucleares humanas pré-ativadas ou não com Concanavalina A (ConA - 2 µg/mL) e 

marcadas com fluorocromo vermelho foram incubadas sobre a monocamada por 45 minutos. 

Conforme mostrado na figura 20, em todas as condições experimentais observa-se uma 

tendência de maior adesão das células ao endotélio sensibilizado pela matriz tumoral. 

Contudo, esse aumento só foi estatisticamente significativo nas condições onde tanto o 
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endotélio, quanto os monócitos, encontravam-se ativados, respectivamente, pelo TNF-α e pela 

Con A. O efeito do análogo sobre a adesão celular encontra-se sob invetigação. 

 

Figura 19 - ATL-1 inibe a expressão de VCAM-1 em HUVECs em contato com a matriz 

tumoral 
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Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em placas de 24 poços por 72 horas e depois as matrizes secretadas 
foram obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (2x105) foram adicionadas 
sobre as matrizes por 24 horas. As células foram tratadas ou não com ATL-1 (100 nM) por 1 hora. A 
monocamada foi fixada com paraformaldeído 4% / sacarose 4% por 20 minutos. Em seguida foram 
incubadas com BSA 5% por 30 minutos e anticorpo anti-V-CAM-1 (1:400) overnight a 4°C em 
câmara úmida e escura. A incubação com anticorpo secundário anti-IgG conjugado à biotina (1:400) 
foi realizada durante 1 hora, seguida pela incubação com Alexa Fluor® 555 (1:400) por 1 hora. O 
núcleo foi marcado com 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) por 1 minuto. A epifluorêscencia foi 
observada ao microscópio de fluorescência invertido. As imagens foram analizadas usando o 
programa Adobe Photoshop. Imagem representativa de 3 experimento individuais e semelhantes. 
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Figura 20 - Adesão de células mononucleares à monocamada endotelial  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: HUVEC ou MV3 foram cultivadas em placas de 24 poços por 72 horas, após o que as matrizes foram 

obtidas de acordo com o descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (2x105) foram adicionadas sobre 
as matrizes por 24 horas. Os poços foram lavados e as HUVECs foram incubadas ou não por 4 horas 
com TNF-α (10 ng/mL). As células mononucleares marcadas com fluorocromo vermelho (PKH-26), 
ativadas ou não com ConA (2 µg/mL) e plaqueadas sobre a monocamada endotelial (2x105) . A 
interação ocorreu durante 45 minutos, os poços foram lavados e fixados. As células foram 
visualizadas em microscópio de flourêscencia invertido. A quantificação das células mononucleares se 
deu através da contagem de 10 campos aleatórios em aumento de 400x. A média e erro padrão 
representam 3 experimentos idênticos e independentes, onde *P< 0,05. 
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4.6 O tratamento da monocamada endotelial com ATL-1 inibiu a tubulogênese in vitro 

induzida pela interação com a matriz tumoral 

 

 

Melanomas têm sido relatados como tumores angiogênicos, claramente demonstrando 

a formação de novos vasos como um passo importante para a progressão da doença (Emmett e 

col., 2011). Erhard e colaboradores (1997) correlacionaram a produção de VEGF e o aumento 

da angiogênese com a transição da fase de crescimento radial, que apresenta um potencial 

metastático baixo, para a fase de crescimento vertical, mais agressiva, sugerindo um link entre 

a angiogênese e a metástase.   

Tendo em vista esta característica apresentada por melanomas, decidimos avaliar a 

capacidade que a matriz produzida por MV3 teria de induzir a formação de vasos in vitro e 

um possível efeito antiangiogênico do ATL-1. Para isso, HUVECs que estiveram sobre a 

matriz de MV3 ou sua matriz autóloga por 24 horas foram tratadas com ATL-1 (100 nM) por 

1 hora. Em seguida, estas células foram descoladas do poço com tripsina e colocadas sobre o 

matrigel por 5 horas. Após a contagem das estruturas similares a tubos, observamos que a 

matriz produzida por células de melanoma MV3 é altamente reativa e por si só induz 

significativamente a diferenciação de HUVEC, ao passo que o tratamento com ATL-1 

claramente inibe esta ação (Fig. 21), sugerindo que o ATL-1 possa ser uma potente 

ferramenta antiangiogênica e anti-metastática. 
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Figura 21 - O tratamento da monocamada endotelial com ATL-1 inibiu a tubulogênese in 

vitro induzida pela interação com a matriz tumoral 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: HUVECs ou MV3 foram cultivadas em duplicata em placas de 6 poços por 72 horas, após o que as 

matrizes foram extraídas de acordo com descrito em Materiais e Métodos. HUVEC (5x105) foram 
adicionadas sobre as matrizes por 24 horas. As células foram tratadas ou não com ATL-1 (100 nM) 
por 1 hora. As células endoteliais aderidas nas diferentes matrizes foram tripsinizadas, contadas e 
adicionadas em triplicata sobre o Matrigel®, durante 5 horas. A média e erro padrão representam 3 
experimentos idênticos e independentes, onde *P< 0,05 comparado aos demais grupos. Imagem 
representativa de 3 experimento individuais e semelhantes. Imagem representativa de 3 experimento 
individuais e semelhantes 
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5 DISCUSSÃO  

 

 

 Em contraste com a visão histórica, porém reducionista, de que tumores representam 

apenas um conjunto de células transformadas com proliferação excessiva, há cada vez mais 

evidências mostrando que interações heterotípicas entre as células tumorais e o estroma 

adjacente estão associadas à expressão de fenótipos mais malignos (Hanahan e Weinberg, 

2000; Bissell e Radisky, 2001; Franses e col., 2011). 

  A vascularização é essencial para o desenvolvimento do câncer, assegurando a 

perfusão da massa tumoral e a manutenção do microambiente (Folkman, 2006). As CE são as 

primeiras células em contato com qualquer elemento presente na vasculatura e prevalentes 

nos tumores (van Beijnum e col., 2008). A importância da angiogênese para o crescimento 

tumoral foi inicialmente levantada em 1972, com a observação de Folkman de que os tumores 

sólidos possuem recursos limitados. Neste ambiente, as células tumorais estimulam o 

surgimento de novos vasos a partir da vasculatura estabelecida, criando uma rede vascular 

dentro do tumor, que permite a obtenção de oxigênio e nutrientes para sua sobrevivência e 

multiplicação e facilita o escape do foco de instalação primária. Sendo assim, o estudo da 

vascularização tumoral representa a possibilidade de novas ferramentas para a terapia contra o 

câncer (Ferrara, 2002; Folkman, 2006).  

 O VEGF é o principal e mais potente indutor da angiogênese. Estudos indicam que 

este fator pode induzir a formação de vasos sanguíneos tumorais e ainda estimular a 

proliferação e migração em vários de modelos de câncer, como o pancreático, mieloma e 

câncer de mama, em cobaias e pacientes (Dineen e col., 2008; Tarhouny e col., 2008; Yang e 

col., 2009). Um estudo verificou níveis alterados de VEGF em pacientes em estágio inicial de 

câncer de mama e colo-retal quando comparados com voluntários sadios (Zaman e col., 

2006). Enquanto os voluntários mostravam, em média, níveis plasmáticos de 37,6 µg/mL de 

VEGF, os pacientes com câncer de mama apresentaram concentrações plasmáticas médias de 

52,9 µg/mL e pacientes com câncer colo-retal uma média de 109,6 µg/mL. Estes mesmos 

pacientes foram submetidos a cirurgia para extirpação de seus tumores primários e, entre seis 

e sete semanas pós-cirurgia, registrou-se uma diminuição nos níveis plasmáticos de VEGF 

(Zaman e col., 2006). Esta evidência mostra o efeito direto que a malignidade tem sobre 

fatores importantes para angiogênese. 
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O papel da inflamação na carcinogênese tem sido amplamente investigado. A 

transcrição imprópria de genes que codificam mediadores inflamatórios, fatores de 

sobrevivência e proteínas angiogênicas e metastáticas é um evento molecular chave na ligação 

entre inflamação e câncer (Kundu e Surh, 2012). Além disso, a estreita associação ou co-

dependência entre a inflamação crônica e a angiogênese em várias doenças humanas, 

incluindo o câncer, vem sendo amplamente descrita (Mantovani e col., 2008; Hanahan & 

Weinberg, 2011). A compreensão das vias inflamatórias envolvidas no câncer pode contribuir 

para terapias alvo antitumotais. 

 As LX, ATL e seus análogos sintéticos vêm se destacando como mediadores lipídicos 

que, além das ações anti-inflamatórias e de pró-resolução (Serhan, 2007), possuem ações 

antiangiogênicas (Fierro, 2005; Cezar-de-Mello, 2006; 2008; Baker e col., 2009). O aumento 

da permeabilidade e a migração das CE são eventos primordiais para a promoção da 

angiogênese. Cezar-de-Mello e colaboradores (2006), analisando mecanismos moleculares 

envolvidos no efeito inibitório do ATL-1 sobre migração de CE, demonstraram que o análogo 

modula o rearranjo do citoesqueleto de actina e adesões focais.  

Agentes patogênicos, como o Toxoplasma gondii, que expressam 15-LO, podem 

induzir níveis elevados de LX no soro do hospedeiro, auxiliando o escape do sistema imune 

(Bannenberg e col., 2004; Machado e Aliberti, 2006). Adicionalmente, verificou-se que o 

crescimento tumoral foi inibido, concomitantemente com a supressão da angiogênese, durante 

a infecção aguda pelo Toxoplasma gondii em camundongos (Hunter e col., 2001; Kim e col., 

2007). Esta observação sugere que as LX podem estar envolvidas na angiogênese tumoral, 

entretanto os mecanismos envolvidos neste processo ainda são desconhecidos. 

  Na primeira fase deste estudo, investigamos a interação da rede vascular com o 

microambiente tumoral, onde há uma acentuada produção de VEGF, e o papel do ATL-1 

como um agente anti-metastático. Em nosso estudo, demonstramos, pela primeira vez, que o 

pré-tratamento de CE com o ATL-1 inibe o aumento da permeabilidade, a ação mais 

proeminente do VEGF. 

A possibilidade de controlar a permeabilidade vascular representa uma série de 

implicações terapêuticas, uma vez que o extravasamento vascular contribui para o aumento da 

pressão intersticial comum em vários tumores sólidos (Weis e Cheresh, 2005). A pressão 

intersticial elevada gera zonas isquêmicas na massa tumoral, prejudicando a ação de 

medicamentos intravenosos, além de facilitar a penetração e disseminação metastática 

(Dejana e col., 2008). O extravasamento vascular provocado pelo VEGF é ainda responsável 
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pela formação de uma matriz provisional rica em fibrina e fibronectina, que favorece a 

angiogênese nos tecidos, em oposição ao efeito angiostático de uma lâmina basal íntegra, nos 

vasos quiescentes (Dvorak e col., 1983; Davis e Senger, 2005). 

Apesar do dano local causado por tumores primários, eles são responsáveis por apenas 

10% de todas as mortes relacionadas ao câncer, enquanto os outros 90% devem-se às 

metástases (Spano e col., 2012). Evidências experimentais destacam a importância crítica do 

aumento da permeabilidade vascular para o extravasamento de células tumorais. 

 Em nosso estudo, observamos que a inibição da permeabilidade pelo pré-tratamento 

com o ATL-1 foi resultado da manutenção das JA, uma vez que a ativação do receptor do 

VEGF reduziu a expressão de VE-caderina e β-catenina na membrana celular, o que foi 

prevenido quando as células foram pré-tratadas com o análogo. 

A fosforilação em tirosina de proteínas presentes nas JA tem sido correlacionada com 

o afrouxamento das junções mediadas por caderinas em vários tipos celulares (Hoschuetzky e 

col., 1994; McLachlan e Yap, 2007; Rhee e col., 2007).  Mostramos que o pré-tratamento com 

o ATL-1 reduziu a fosforilação no resíduo Try658 induzida pelo VEGF, o que está de acordo 

com estes achados.  

Diferentes estudos indicam que as quinases da família Src estão envolvidas no 

aumento da permeabilidade induzida pelo VEGF (Eliceiri e col., 1999; Weis e col., 2004) 

devido à fosforilação direta da VE-caderina (Adam e col., 2010). Outra proteína envolvida no 

efeito permeabilizante do VEGF é a FAK, sua inibição farmacológica previne a 

permeabilidade e a angiogênese associadas ao VEGF (Weis e col., 2008; Chen e col., 2012). 

A diminuição da expressão ou da atividade da FAK em CE em cultura reduziu a fosforilação 

do resíduo Try658 da VE-caderina (Zhao e col., 2010; Jean e col., 2014). Nosso grupo 

demonstrou previamente que o ATL-1 é capaz de reduzir a migração de CE estimuladas com 

VEGF pelo bloqueio de FAK (Cezar-de-Mello e col., 2006), o que nos leva a sugerir que o 

efeito anti-permeabilizante apresentado pelo ATL-1 poderia ser resultado da inibição de FAK. 

O aumento da fosforilação da VE-caderina também pode ser resultado da inibição de 

proteínas tirosina fosfatase (PTP) (Nawroth, 2002). Ukropec e colaboradores (2000) 

mostraram que a trombina aumenta a associação da VE-caderina com a SHP-2. Em trabalho 

anterior, nosso grupo demonstrou que o ATL-1 induziu a ativação e associação da fosfatase 

SHP-1 ao VEGFR-2 (Cezar-de-Mello e col., 2008). A modulação da ação de fosfatases 

associadas à VE-caderina poderia ser outro mecanismo do efeito anti-permeabilizante deste 

análogo, entretanto, mais estudos são necessários para confirmar esta hipótese. 
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A inibição da translocação nuclear de β-catenina induzida pelo VEGF após o pré-

tratamento com o ATL-1 indica um possível mecanismo do ATL-1 sobre a atividade 

metastática. A β-catenina, uma vez no núcleo, pode induzir a expressão de enzimas 

proteolíticas com as metaloproteinase, ou ainda de genes alvo envolvidos com a migração e 

proliferação e com o ciclo celular (Easwaran e col., 2003).  

Em condições fisiológicas normais, a β-catenina liberada no citosol é fosforilada pela 

glicogênio sintase quinase 3 beta (GSK-3β) sendo ubiquitinizada e posteriormente degradada 

(Aberle e col, 1997). A GSK-3 é uma proteína quinase serina / treonina, que regula a 

diferenciação e proliferação em diversos tecidos (Cohen e col., 2001). As GSK-3α e GSK-3β 

são codificadas por genes diferentes, contudo possuem uma homologia de 85% em sua 

sequência de aminoácidos. A estimulação da GSK-3β desempenha um papel importante na 

angiogênese através do controle da migração e diferenciação das CE (Kim e col., 2002). A 

inativação de GSK-3β e a translocação nuclear de β-catenina foram observadas após o 

estimulo com VEGF em diferentes estudos, ação que envolve a via de sinalização PI3-K/AKT 

e membros da família p38 MAPK (Kim e col., 2002; Skurk e col., 2005; Yang e col., 2012). 

Diferentemente de outras quinases, a GSK-3β é constitutivamente ativa em condições basais, 

e quando é fosforilada perde sua atividade. Assim, a β-catenina escapa da ubiquitinação, 

acumula-se no citoplasma e transloca para o núcleo onde age como co-ativadora de fatores 

transcricionais como o Tcf/Lef (do inglês T cell fator/lymphoid enhancing factor) (Yang, 

2012). 

Contudo, acreditamos que o efeito do análogo se deve à manutenção estrutural da JA 

já que o tratamento de HUVECs com VEGF induziu a fosforilação de GSK-3β no resíduo de 

serina 9, o que possivelmente causou o acúmulo de β-catenina no núcleo, um efeito que não 

foi alterado pelo pré-tratamento com o ATL-1 (Apêndice 1). 

Como mostrado em revisão por Koch e colaboradores, em 2011, a atividade do 

VEGFR-2, o principal receptor envolvido nas ações do VEGF, é altamente complexa (Fig. 7), 

com diferentes sítios de fosforilação passíveis de regulação. Estudos anteriores mostraram que 

a ligação da LXA4 e do ATL-1 ao seu receptor cognato leva à inibição do VEGFR-2 (Cezar-

de-Mello e col., 2008), por inibição do resíduo Tyr1175 (Baker e col., 2009). A ativação do 

VEGFR-2 leva à consequente ativação da fosfolipase (PL)Cγ, que é crucial para a 

proliferação induzida pelo VEGF. O ATL-1 inibe a ativação da PLCγ pelo VEGF (Takahashi 

e col., 2001; Baker e col., 2009). O resíduo Tyr951 está diretamente envolvido com a ativação 

de Src e fosforilação da VE-caderina (Koch e col., 2011). Mais estudos sobre a modulação de 
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diferentes resíduos de tirosina são necessários para esclarecer as diferentes vias intracelulares 

reguladas pela ativação do VEGFR-2. 

 Visto o efeito anti-permeabilizante do ATL-1 e a fim de analisar um possível papel 

anti-metastático do análogo, foram realizados experimentos de co-cultura com HUVEC, 

células de melanoma (MV3) e células não tumorais, melanócitos (NGM). O ATL-1 reduziu 

significativamente a migração transendotelial do melanoma, possivelmente devido a uma 

inibição do VEGF secretado pelo melanoma.  

Em tumores comumente ocorre a hipóxia que promove angiogênese, metástase e leva 

à resistência terapêutica (Wouters e Koritzinsky, 2008). A expressão do VEGF induzido pela 

hipóxia serve para o recrutamento de vasos para os tecidos isquêmicos. 

Diferentemente de Chen e colaboradores (2010) que demonstraram que o ATL-1 

inibiu a produção de VEGF por células de hepatocarcinoma (H22), em nosso modelo tal 

inibição não ocorreu. As LX e seus análogos exercem seus efeitos principalmente através da 

ligação ao receptor ALX. A ausência deste receptor na superfície das células da linhagem 

MV3 poderia justificar a ausência do efeito do análogo. Esta hipótese está sob investigação 

em nosso laboratório. 

 A linhagem de melanócitos não secreta VEGF, enquanto o melanoma produz níveis 

bastante aumentados deste fator de crescimento. A fim de confirmar que a secreção de VEGF 

seria o diferencial para o alto poder metastático do melanoma, analisamos o efeito do ATL-1 

sobre a migração transendotelial desses dois tipos celulares na presença de VEGF endógeno. 

Em experimentos de co-cultura com as diferentes linhagens, observamos uma reduzida 

transmigração de melanócitos em quatro horas quando comparados ao melanoma. Contudo, o 

VEGF exógeno promoveu um aumento da transmigração destas células, demonstrando a 

importância do VEGF para a abertura de junções celulares e, consequentemente, para a 

invasão celular. Esse aumento na transmigração foi maior nas células de melanoma após o 

tratamento com VEGF. O pré-tratamento do endotélio com o ATL-1 preveniu o aumento de 

células intravasadas nos dois casos, demonstrando que, além de ações antiangiogênicas, o 

ATL-1 pode ser também um potente agente anti-metastático. 

 A inibição da angiogênese é um processo complexo que inclui um grande número de 

alvos potenciais. No entanto, diversos estudos reconhecem o sistema VEGF como um 

regulador chave, que atua na iniciação e regulação de múltiplas respostas celulares, além de 

sua especificidade pelo endotélio vascular (Petrova e col., 1999).  
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Há muito busca-se determinar marcadores celulares envolvidos na iniciação e 

desenvolvimento de cânceres. No entanto, estudos mais recentes vem destacando a  

importância dos componentes não celulares, em especial a matriz extracelular, na  progressão 

tumoral (Levental e col., 2009; Alves e col., 2011). Embora durante muito tempo vista como 

uma estrutura estável, que desempenha apenas o papel de suporte, a MEC é dinâmica e 

versátil e pode influenciar, direta ou indiretamente, o comportamento celular (Lu e col., 

2012). 

 A progressão do tumor requer uma constante evolução das interações entre células e a 

MEC. Um passo relevante deste processo é o remodelamento do microambiente tumoral, 

formado por um estroma reativo e responsivo, que regula o balanço entre fatores angiogênicos 

e angiostáticos associados à MEC. Estes podem modificar o comportamento de células 

tumorais e / ou endoteliais (Pupa e col., 2002). As células tumorais reorganizando a MEC 

facilitam suas comunicações e escape do controle homeostático exercido pelo microambiente 

e, assim, podem modificar a resposta aos tratamentos citotóxicos (Pupa e col., 2002). Há 

evidências de que a MEC tumoral, remodelada pelas células tumorais, apresenta componentes 

estruturais que podem ser explorados pelas células neoplásicas para criar um ambiente pró-

tumor (Campbell e col., 2010). 

Portanto, na segunda etapa deste estudo, investigamos o impacto que uma MEC 

tumoral exerce sobre as CE e o possível efeito do ATL-1 neste contexto.  Para isso, obtivemos 

as matrizes tridimensionais através de modelo in vitro já estabelecido em nosso laboratório 

(Morandi e col., 1994). Avaliamos se a matriz tumoral poderia promover um perfil endotelial 

ativado semelhante ao observado durante uma resposta inflamatória. 

  Estudos paralelos realizados em nosso laboratório buscaram caracterizar as diferenças 

entre a MEC produzida pelas células de melanoma e melanócitos. Foi visto que a matriz do 

melanoma apresenta a expressão de laminina e tenascina-C aumentadas, ao passo que a 

expressão de fibronectina (FN) e trombospondina (TSP)-1 encontrava-se diminuída em 

relação à matriz do melanócito (Anexo 1) (Helal-Neto e col., dados não publicados). 

Alves e colaboradores (2011) mostraram que a matriz subendotelial de HUVECs é 

formada principalmente por colágeno tipo IV, laminina, TSP-1 e FN e que a tenascina-C está 

envolvida na seleção de uma subpopulação de HUVECs com perfil mais proliferativo e 

angiogênico. A laminina está associada a eventos de invasão tumoral e metástase, 

aumentando a malignidade do melanoma (Givant-Horwitz e col., 2005).  
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Além disso, a diminuição da FN e da TSP-1 está relacionada à adesão célula-matriz e 

pode contribuir para a invasão tumoral (Kim e col., 2011). A TSP-1 atua como um inibidor 

natural da angiogênese (Ferrari e col., 2002; Trapp e col., 2010). Assim, a composição 

alterada da matriz do melanoma favorecendo a produção de proteínas reativas e suprimindo 

proteínas matricelulares associadas à instabilidade celular colaboraria para um perfil mais 

metastático, característico desse tipo de câncer.  

O contato das células tumorais com o endotélio aumenta a permeabilidade vascular, 

aparentemente pela desorganização de proteínas adesivas como a VE-caderina e PECAM-1 

(Lewalle e col., 1997; Cai e col., 1999). Nossos dados demonstraram que a adesão das CE à 

matriz tumoral foi o suficiente para alterar a permeabilidade endotelial (Fig. 13). Em estudos 

prévios, Helal-Neto e colaboradores (dados não publicados) observaram uma maior formação 

de fibras de estresse induzida pela adesão das CE à matriz do melanoma. Acreditamos que a 

adesão endotelial alterada pelo contato com a matriz tumoral contribuiu para o aumento do 

extravasamento vascular observado. Existe ainda a possibilidade que esse aumento na 

permeabilidade também resulte do acúmulo de VEGF produzido e estocado pelas células do 

melanoma em suas matrizes, contribuindo para a modulação do complexo caderina-catenina. 

Entretanto, mais estudos são necessários para avaliar estas possibilidades. 

Os efeitos pró-angiogênicos do VEGF são desencadeados principalmente via ligação 

ao VEGFR-2, o que resulta também na indução da expressão do próprio receptor (Shen e col., 

1998). A presença de receptores para VEGF em células de melanoma pode indicar a ação 

autócrina deste fator (Lacal e col., 2000). Corroborando com um estudo prévio, que mostrou a 

secreção de VEGF por 19 linhagens de melanoma humano originadas de tumores primários 

ou metastáticos (Lacal e col., 2000), as células de linhagem MV3 utilizadas neste estudo 

secretam grandes quantidades de VEGF (Artigo em 4.1).  

Adicionalmente, em estudos in vitro, Lacal e colaboradores (2005) mostraram que 

células de melanoma humano que produzem e expressam simultaneamente o VEGF-A e o 

VEGFR-2 exibem uma capacidade espontaneamente maior de invadir a MEC do que as 

células de melanoma que não expressam este fator de crescimento ou seu receptor. Esses 

dados reforçam o importante papel que a ativação do VEGFR-2 tem para o crescimento e 

progressão do melanoma. Ainda, a análise de amostras de carcinoma gástrico humano 

mostrou que metástase tumoral é aumentada quando as células tumorais expressam VEGF e 

os vasos do estroma adjacente expressam o VEGFR-2 (Takahashi e col., 1996). 
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Avaliando a modulação de genes envolvidos com a resposta angiogênica em CE, 

mostramos pela primeira vez que o aumento da expressão do VEGFR-2/KDR é induzido 

apenas pelo contato com a matriz produzida pelas células tumoral (Fig. 14). Estes dados em 

conjunto sugerem que, além da capacidade invasiva intrínseca das células tumorais, estas 

também produzem uma MEC capaz de modificar o endotélio vascular intra-tumoral tornando-

o mais responsivo ao VEGF. Esse efeito pode ser decorrente da mudança na expressão de 

componentes que formam essa matriz ou do aprisionamento de fatores de crescimento por 

essa matriz. 

Outros fatores pró-angiogênicos são expressos em melanomas, incluindo PDGF, FGF-

2, IL-8, PIGF (Westermark e col., 1986; Reed e col., 1994, Nürnberg e col., 1999; Lacal e 

col., 2000). A IL-8 é super-expressa em muitos tipos de câncer, frequentemente em resposta a 

quioterapia, radioterapia ou hipóxia, e apresenta um papel importante para a progressão 

tumoral (Waugh e Wilson, 2008). Além de ações diretas sobre o crescimento, sobrevivência e 

invasividade tumoral, esta citocina também apresenta ações pró-angiogênicas por estimular a 

expressão do VEGF-A e do VEGFR-2 em CE (Matin e col., 2009), exercendo assim, efeitos 

profundos sobre o microambiente tumoral. 

Devido à sua ação em diferentes etapas da progressão tumoral, a IL-8 tornou-se alvo 

do nosso interesse. Através do ensaio de ELISA observamos a intensa produção da citocina 

pelas células tumorais, diferentemente do endotélio, que não produziu quantidades 

singnificativas (Fig. 15). O contato com a matriz tumoral induziu um aumento na expressão 

do RNAm tanto da IL-8 como do receptor CXCR-2 (Fig. 16), indicando que a matriz do 

melanoma pode induzir uma ação autócrina contínua da IL-8 em CE. Dados recentes da 

literatura mostraram que a IL-8 produzida por células de linhagem de glioblastoma induz, via 

CXCR-2, abertura de junções e aumento da permeabilidade em CE de microvasculatura 

cerebral (Dwyer e col., 2012). 

Nossos resultados sugerem que a matriz produzida pelas células tumorais favorece a 

produção de fatores permeabilizantes e pró-angiogênicos, que podem agir sinergicamente a 

favor da manutenção de um microambiente ativado. Corroborando com nossa hipótese, a IL-8 

é frequentemente co-expressa com VEGF em tumores e teve sua secreção relacionada ao 

aumento da permeabilidade endotelial, contribuindo para o aumento da pressão intertisial e 

formação de edemas dentro da massa tumoral (Petreacae col., 2007). A IL-8 é, primariamente, 

um mediador inflamatório, e seu aumento após a radioterapia pode estar relacionado a uma 

inflamação local (Lattanzio e col., 2013). Interessantemente, a LXA4 reduziu a secreção de 
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IL-8 induzida pelo VEGF em CE (Baker e col., 2009), assim pretendemos ainda avaliar o 

efeito do análogo sobre a produção de IL-8 induzida pela matriz tumoral.  

A inflamação e a angiogênese relacionam-se intrinsicamente no microambiente 

tumoral (Hanahan e Weinberg, 2000; 2011). O papel do óxido nítrico no câncer ainda é 

complexo e indefinido, uma vez que ambos os efeitos pró- e antitumorigênico podem ser 

observados dependendo do tempo de exposição e da concentração do gás. Contudo, a 

exposição prolongada ao NO, como em doenças inflamatórias crônicas, pode gerar um estado 

pró-tumorigênico (Choudhari e col., 2013). 

A expressão do NO e da NOS vem sendo observada em diferentes tumores, tais como 

pulmão, colon, mama e melanoma (Thomsen e col., 1995; Ambs e col., 1998; Grimm e col., 

2008). Os mecanismos pelo qual o NO induz a inflamação associada à carcinogênese variam 

desde danos ao DNA, supressão de enzimas de reparo ao DNA, modificação pós-trancricional 

de proteínas, até o aumento da proliferação celular, angiogênese e metástase (Hussain e col., 

2008; Kundu e Surh, 2012). 

O NO também é associado às ações permeabilizantes do VEGF, uma vez que 

camundongos knockout para eNOS apresentaram  a permeabilidade vascular reduzida quando 

estimulados com VEGF (Fukumura e col., 2001). Ainda, a eNOS pode ser ativada pela 

fosforilação induzida por AKT, ou pelo influxo de cálcio dependente de PLCγ (Dimmeler e 

col., 1999; Fulton e col., 1999). O NO pode exercer suas ações pró-angiogênicas através da 

inibição de fatores angiostáticos presentes na MEC, como a TSP-1, que teve sua produção 

reduzida em HUVECs tratadas com doadores de NO (Ridnour e col., 2005). A angiostatina, 

um inibidor da angiogênese presente da MEC, teve sua produção aumentada em CE tratadas 

com o L-NAME, um inibidor de NOS (Matsunaga e col., 2002). Também, a resposta das CE 

ao NO é inibida pela TSP-1 de um modo dependente de GMPc (Isenberg e col., 2005). 

Em nosso estudo observamos que as CE em contato com a matriz tumoral exibiram a 

produção sustentada de NO (Fig. 17), ação que atribuímos aos menores níveis de 

trombospondina-1 expressos por essa matriz. 

Contudo, o tratamento com ATL-1 das CE em contato com a matriz reduziu 

significativamente a produção de NO. Este efeito pode estar relacionado com as ações 

inibitórias das LX e seus análogos sobre o VEGF, uma vez que o VEGF pode induzir a 

liberação de NO (van der Zee e col., 1997). Ainda, foi visto que a LX ou ATL-1 inibem a 

fosforilação da via PI3K/AKT induzida pelo VEGF (Cezar-de-Mello e col., 2008; Baker e 
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col., 2009), o que pode contribuir para a inibição da atividade da eNOS (Dimmeler e col., 

1999; Fulton e col., 1999).  

A inflamação, caracterizada pelo influxo de leucócitos, desempenha um papel 

relevante no desenvolvimento do câncer. Embora a sua função inicial seja suprimir o 

crescimento tumoral, as células imunes, incluindo os macrófagos, são frequentemente 

alteradas e recrutadas a favor da massa tumoral (Coussens e Werb, 2002). A transmigração 

dos leucócitos é dependente da ativação de moléculas de adesão presentes no endotélio e nos 

próprios leucócitos. A migração transendotelial é um aspecto essencial do tráfego de 

leucócitos, bem como de células malignas (Hordijk, 2006). 

Durante a metástase, em um processo similar ao rolamento de leucócitos pelo 

endotélio inflamado, as células tumorais interagem com as CE e extravasam para o novo sítio 

de colonização (Jahroudi e Greenberger, 1995). Este processo é mediado por moléculas de 

adesão (selectinas e integrinas) presentes nas CE e carboidratos expressos na superfície das 

células tumorais (Krause e Turner, 1999). 

A VCAM-1, através da ligação com receptores da família das integrinas, é responsável 

pela adesão firme dos leucócitos ao endotélio vascular. Esta proteína encontra-se ausente em 

células em repouso, mas é fortemente regulada por estímulos inflamatórios (Hordijk, 2006). 

Khanna e colaboradores (2010) estudando a interação entre melanoma e endotélio mostraram 

a importância da secreção de citocinas como IL-8, IL-6 e IL-1β, e da interação com VCAM-1 

para ativação da MAPK p38 e desorganização de VE-caderina. 

Nós observamos que a matriz tumoral induziu a expressão gênica de VCAM-1 nas 

HUVECs (Fig. 18), o que foi confirmado pela robusta marcação de VCAM-1 observada em 

ensaio de imunocitoquímica (Fig. 19). O tratamento com o ATL-1 reduziu a VCAM-1 

induzida pela MEC tumoral. O endotélio ativado facilita a transmigração dos leucócitos que, 

no foco tumoral, podem ser modulados a favor do tumor, contribuindo com a inflamação 

sustentada característica do microambiente tumoral. Análogos de LX podem afetar a resposta 

inflamatória através da modulação da expressão de moléculas de adesão de leucócitos em 

repouso ou ativados, inibindo a adesão de neutrófilos ao endotélio ativado (Filep e col., 1999). 

Adicionalmente, o ATL-1 inibiu a expressão de E-selectina e VCAM-1 em CE ativadas com 

TNF-α, efeito mediado pela indução enzima anti-inflamatória heme-oxigenase-1 

(Nascimento-Silva e col., 2005).  

Decidimos, então, investigar a relevância fisiológica do aumento de VCAM-1 nas CE 

através de ensaios de adesão com células mononucleares ativadas ou não com Concanavalina 
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A. Observamos uma maior adesão de mononucleares à monocamada de HUVEC plaqueadas 

sobre a matriz derivada de tumor, contudo essa resposta só foi estatisticamente significativa 

no grupo onde o endotélio foi estimulado com TNF-α, uma citocina pró-inflamatória, 

comumente encontrada no microambiente tumoral (Fig.20). Acreditamos que as ações 

citoprotetoras do ATL-1, em parte pela inibição de proteínas de adesão, fariam deste 

mediador lipídico uma importante ferramenta antitumoral. 

As células tumorais promovem a angiogênese ainda nas etapas iniciais da 

tumorigênese, contudo, estes novos vasos apresentam diferenças morfológicas e estruturais 

(Carmeliet e Jain, 2000). Um passo inicial na formação de novos vasos é a ativação do 

endotélio quiescente pela liberação de fatores proveniente das células tumorais e / ou pelo 

estroma. 

A MEC, neste caso, além de fornecer um suporte para a migração endotelial pode 

influenciar o comportamento celular, afetando o crescimento, diferenciação, motilidade e 

viabilidade (Marastoni e col., 2008). Em neoplasias, alterações da composição da MEC 

influenciam diretamente a carcinogênese (Marastoni e col., 2008).  

Devido à menor expressão de TSP-1 e FN na matriz do melanoma, resolvemos avaliar 

a capacidade desta matriz de induzir a diferenciação de HUVEC em estruturas similares a 

tubos. As CE, em contato com a matriz tumoral, apresentaram uma capacidade tubulogênica 

significativamente maior no matrigel em relação às CE sobre a matriz subendoteial. Ainda, o 

tratamento com ATL-1 reduziu a tubulogênese induzida pela matriz, o que demonstra um 

significativo efeito do análogo no comportamento das CE (Fig. 21). 

Evidências indicam que fármacos, incluindo glicocorticóides, anti-inflamatórios não 

esteroidais e imunomoduladores, exercem suas propriedades benéficas, em parte, através de 

efeitos pleiotrópicos sobre a MEC (Järveläinen e col., 2009). Ainda, alguns anti-inflamatórios 

não esteroidais apresentaram a capacidade de alterar a MEC através da supressão da 

expressão, síntese e atividade de metaloproteinases de matriz (Sadowski e Steinmeyer, 2001; 

Pavlovic e col., 2006). Nosso grupo demonstrou que o ATL-1 modula a expressão e atividade 

das MMP-2 e MMP-9 de CE estimuladas com VEGF (Cezar-de-Mello e col., 2008), o que 

poderia estar relacionado ao remodelamento da matriz extracelular. Neste estudo, observamos 

o importante papel da matriz extracelular do melanoma na promoção da diferenciação 

endotelial, ativando diretamente as CE e tornando-as mais sensíveis a fatores pró-

angiogênicos comumente produzidos pelas células tumorais. 
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O principal conceito na base das terapias antiangiogênicas para combate ao câncer é 

ter a CE endotelial como alvo terapêutico, pois, diferentemente das células tumorais, são 

geneticamente estáveis e apresentam um perfil característico na vasculatura intratumoral, 

contribuindo para a seletividade e eficácia do tratamento. Neste contexto, nosso estudo 

apontou o ATL-1 como uma poderosa ferramenta farmacológica, por inibir múltiplas ações 

produzidas pelo estroma tumoral nas células endoteliais. 

 Controlar o ambiente tumoral não corresponde a tratar somente a célula cancerosa. Há 

necessidade de se entender a importância exercida pelo microambiente tumoral e pelas 

alterações genéticas predisponentes ao câncer na resposta às diferentes modalidades 

terapêuticas. Pretendemos, com este trabalho, colaborar para o entendimento das interações 

entre os componentes do estroma e sua relevância para a progressão tumoral, e, assim, 

contribuir para a criação de novas estratégias para manter o câncer sob controle e aumentar a 

eficácia de agentes tumoricidas já utilizados.  
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CONCLUSÃO 

 

 

As lipoxinas e ATL têm demonstrado um efeito inibitório sobre as ações de VEGF em 

células endoteliais. Neste trabalho foi investigado o efeito direto do ATL-1 sobre a 

transmigração de células tumorais através do endotélio e a produção de VEGF pelas mesmas. 

O análogo não possui efeito direto sobre as células de melanoma, contudo, inibe a ação do 

VEGF produzido por essas nas junções aderentes, preservando proteínas juncionais como a 

VE-caderina e β-catenina, consequentemente reduzindo a hiperpermeabilidade endotelial 

necessária para a angiogênese e a metástase. 

Além disso, estudando a interação da matriz produzida por células de melanoma com 

as células endoteliais, obsevamos a influência direta que a matriz tumoral exerce sobre o 

comportamento das células endoteliais, que passam a expressar um perfil ativado. Este perfil 

foi caracterizado pelo aumento da permeabilidade endotelial, super expressão do VEGFR-2 e 

também do agente angiogênico IL-8 e seu receptor CXCR-2, além do aumento da expressão 

da molécula de adesão VCAM-1 e do mediador pró-inflamatório NO. A ativação endotelial 

culminou com uma aumentada tubulogênese apresentada pelas células suportadas pela matriz 

tumoral. O ATL-1 inibiu o perfil inflamado e pró-angiogênico induzido nestas células, o que 

resultou na diminuição da quantidade de vasos formados. 
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APÊNDICE - ATL-1 não inibe a fosforilação de GSK-3β induzida pelo VEGF 
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Legenda: HUVECs (1x106) foram cultivadas em placas de 6 poços foram pré-tratadas ou não com ATL-1 (100 

nM) por 30 minutos antes do estímulo ou não com VEGF (10 ng/ml) durante 10 minutos. O extrato 
total foram obtidos e analisados por transferência de Western utilizando anticorpos específicos contra 
a GSK-3 fosforilada (Ser-9) e  GSK-3 total. As bandas foram analisados por densitometria. A média e 
o desvio-padrão representam três experimentos independentes e idênticos, onde *p< 0,05 em relação 
aos grupos controle e ATL-1. 
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ANEXO - Caracterização das proteínas da MEC derivadas de MV3 e NGM 
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Legenda: (A) MV3 ou NGM foram cultivadas em placas de 96 poços durante 48 horas. As células foram lisadas 
para se obter a matriz extracelular . A presença de tenascina - C (TN - C), trombospondin (TSP), 
laminina (LN), fibronectina (FN), colágeno I (Col I) e colágeno IV (Cl IV) na matriz foram 
determinadas por realização de um ensaio de ELISA , utilizando anticorpos específicos para cada 
proteína de matriz . Resultado representativo de 3 experimento individuais e semelhantes (*p< 0,05). 
(B e C) Matrizes produzidas por MV3 NGM em 72 horas. Amostras observadas com microscópio 
eletrônico de varredura (JEOL 5800) usando voltagem de aceleração de 25 KV. Ampliação. 8000X. 

 

 

 

 

 


