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RESUMO 

 

 

COSTA, Hayandra Cunha da . Análise dos mecanismos moleculares envolvidos nos 
efeitos antitumorais da lipoxina em macrófagos associados ao tumor. 2021. 97 f. 
Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Macrófagos são células inflamatórias que podem adquirir perfis pró-
inflamatórios (M1) ou anti-inflamatórios (M2). Em microambientes tumorais, a 
população de macrófagos pode adquirir características promotoras de tumor, sendo 
assim denominados macrófago associado a tumores (TAM) que exibem um perfil 
semelhante aos M2. Nosso grupo demonstrou que a lipoxina (LX), um importante 
mediador lipídico com características anti-inflamatórias, possui efeitos antitumorais ao 
inibir o perfil M2 em TAMs. Essas ações são seletivas e específicas para a modulação 
do perfil M2 de TAMs uma vez que a lipoxina não altera o perfil de macrófagos com 
outros fenótipos M2. Esta regulação seletiva sugere que a LX modula esses efeitos 
por diferentes vias de sinalização que ainda não foram estudadas. Assim, o objetivo 
deste estudo é investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 
polarização diferencial de macrófagos, bem como os efeitos da LX na modulação 
destes mecanismos. Para obtenção de TAMs, os macrófagos derivados de monócitos 
humanos foram incubados por 72 horas com meio condicionado de MV3, uma 
linhagem de melanoma humano. Através de western blotting investigamos as 
principais vias de sinalização nos diferentes perfis de macrófagos. Primeiramente, 
vimos que LX diminui a ativação de ERK em TAMs e macrófagos M2 e não tem efeito 
nos macrófagos com perfil M1. Além disso, a LX aumenta a fosforilação de AKT em 
TAMs. Vimos também que a LX mantém a fosfotilação de STAT3, um importante fator 
de transcrição ativado nos TAMs. Analisamos, ainda, a participação do VEGF, um 
clássico fator pró-angiogênico, sobre a polarização de TAMs induzida pela lipoxina. 
Vimos que os TAMs secretam altos níves de VEGF, mas o tratamento com a LX não 
interfere nesta liberação. Vimos que o efeito da lipoxina na indução  de um perfil M1-
like em TAMs é dependente das ações do VEGF. Além disso, a LX diminui a 
fosforilação de VEGFR-1 e aumenta a expressão de SHP-1, uma das principais 
fosfatases encontradas em tumores, sugerindo que o efeito da lipoxina na modulação 
de VEGF em TAMs pode ser por regulação negativa de VEGFR pela SHP-1. Nossos 
resultados sugerem que a lipoxina modifica seletivamente a polarização de TAMs 
modulando importantes vias de sinalização ativadas por macrófagos no 
microambiente tumoral. 
 

Palavras-chave: Microambiente tumoral. Macrófagos. Lipoxina. Sinalização.  

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 
 

 

COSTA, Hayandra Cunha da. Analysis of the molecular mechanisms involved in the 
antitumor effects of lipoxin on tumor-associated macrophages. 2021. 97 f. Tese 
(Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Macrophage population is heterogeneous, being able to acquire pro-
inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) profiles. In tumor microenvironments, 
macrophages can acquire tumor-promoting characteristics. These tumor-associated 
macrophages (TAM) exhibit an M2-like profile. Our group demonstrated that lipoxin 
(LX), an important lipid mediator, has antitumor effects by inhibiting the M2 profile in 
TAM. These actions are selective and specific in the modulation of the M2 profile of 
TAMs, since lipoxin does not alter other M2 phenotypes, suggesting that LX modulates 
these effects by different signaling pathways not yet studied. Thus, the objective of this 
study was to investigate the cellular and molecular mechanisms involved in the 
differential polarization of Mphi, as well as the effects of LX in the modulation of these 
mechanisms. To obtain TAMs, Mphi derived from human monocytes were incubated 
for 72 hours with conditioned medium of MV3, a human melanoma cell lineage. By 
western blotting assay we investigated the signaling pathways involved in Mphi 
polarization. Firstly, we have seen that LX decreases activation ERK pathway 
activation in TAMs and M2 and have no effect in M1 mphi. Besides that, LX enhances 
AKT phosphorylation in TAMs. We next analyze the involvement of VEGF, a classic 
pro-angiogenic factor, on the polarization of TAMs triggered by LX. We observed that 
LX does not interfere in the release of VEGF in TAMs. Interestingly, our results shown 
that lipoxin effect on the induction of an M1-like profile in TAMs is dependent on the 
actions of VEGF. We also observed that LX decreases VEGFR-1 phosphorylation and 
increases SHP-1 expression in TAMs, one of the major phosphatases found in tumors, 
suggesting that the effect of LX on modulation of VEGF effects in TAMs may be 
through down-regulation of VEGFR phosphorylation by SHP-1. Our results suggest 
that lipoxin, selectively, modifies the polarization of TAMs by modulating important 
macrophage-activated signaling pathways in the tumor microenvironment. 

 
Keywords: Tumor. Macrophages. Lipoxin. Signaling. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Dados populacionais/Prevalência do câncer e melanoma 

 

  

 Câncer é um termo utilizado para designar mais de 100 tipos diferentes de 

doenças que possuem em comum o crescimento desordenado de células malignas. 

A partir da divisão desordenada, estas células podem migrar para os outros tecidos e 

espalhar-se para outras regiões do corpo (INCA, 2020). A mais recente estimativa 

feita pela Organização Mundial da Saúde (OMS), aponta aproximadamente 19,3 

milhões de novos casos de câncer em 2020, sendo o câncer de mama o mais 

incidente na população, seguido pelo câncer de pulmão, cólon e reto, próstata, 

estômago, fígado, cervical e esôfago. O câncer é a principal causa de morte das 

pessoas antes dos 70 anos de idade, ocupando a primeira ou segunda causa em 112 

países de 183 países investigados. Ainda segundo a OMS, o câncer de pulmão é o 

que mais mata no mundo, com aproximadamente 1,8 milhões de mortes, seguido pelo 

câncer de cólon e reto, fígado, estômago, mama, esôfago e pâncreas (OMS, 2020; 

Sung e col., 2021) (figura 1).  

 

 

Figura 1 - Número de novos casos de câncer em 2020 

 
 

 

Legenda: Números de novos casos de câncer e de mortes em 2020 em todo o mundo. 
Fonte: Adaptado de Sung e col., 2021. 
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No Brasil, a mais recente estimativa aponta que surgirão 625 mil novos casos 

de câncer no país para cada ano do triênio 2020-2022, sendo o câncer de pele não 

melanoma o mais incidente na população (INCA, 2020) (tabela 1). Segundo o INCA 

(2020), um terço dos casos de câncer pode ser evitado, aumentando a importância do 

controle da doença a partir de políticas públicas e da melhora dos hábitos de vida 

decorrentes do desenvolvimento da sociedade. Em todo o mundo, o câncer é um dos 

principais problemas de saúde pública e sua incidência e a mortalidade vêm 

aumentando por diversas causas, como envelhecimento, crescimento populacional e 

o desenvolvimento socioeconômico (INCA, 2020).  

Tabela 1 - Estimativa do número de casos novos de câncer, segundo sexo e 

localização primária 

 

Fonte: INCA, 2020. 
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Carcinogênese 

 

 

A carcinogênese, processo de formação do câncer, é composta por três etapas: 

iniciação, promoção e progressão. Na etapa de iniciação, as células sofrem alterações 

genéticas, causadas por mutações pontuais, amplificações ou deleções nos genes. 

Na etapa de promoção, as células geneticamente alteradas sofrem efeito dos agentes 

carcinogênicos, classificados como oncopromotores, transformando-as de forma lenta 

e gradual em células malignas. Na terceira e última etapa, a progressão, ocorre a 

multiplicação descontrolada e irreversível das células alteradas (Civetta e Civetta, 

2011). 

 Para iniciar o desenvolvimento de um tumor, ocorrem várias alterações 

essenciais na fisiologia da célula neoplásica, denominadas por Hanahan e Weiberg 

(2000) como “Halmarks of cancer”. Neste primeiro artigo foram descritos seis 

características principais: 1) autossuficiência em sinais estimuladores de crescimento; 

2)  insensibilidade para fatores que inibem o crescimento; 3) invasão em outros tecidos 

e capacidade de fazer metástases; 4) potencial ilimitado de multiplicação; 5) estímulo 

ao desenvolvimento de novos vasos sanguíneos; e 6) bloqueio dos mecanismos 

naturais de morte celular (Hanahan e Weinberg, 2000). Uma década depois, foram 

acrescentadas mais quatro características: 7) evasão do sistema imune; 8) promoção 

de processos inflamatórios; 9) reprogramação do metabolismo energético; 10) e a 

instabilidade genômica e mutação  (Hanahan e Weinberg, 2011) (figura 2).  
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Figura 2 - Os principais eventos da progressão tumoral 

 

 
 

 

Legenda: Proposta de dez alterações para o desenvolvimento tumoral por Hanahan e Weinberg 

Fonte:  Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011; criado com o site BioRender.com 

 

 

 

Melanoma 

  

 

 O melanoma, originado a partir da transformação maligna dos melanócitos, 

células produtoras de melanina, é a forma mais letal de câncer de pele devido a sua 

alta capacidade de metástase (INCA, 2020). Segundo o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA 2020), para o triênio 2020/2022, são estimados no Brasil 8.450 novos casos, 

sendo 4.200 em homens e 4.250 em mulheres, um aumento bem significativo quando 

comparado à estimativa de 6.260 casos no triênio anterior. O melanoma geralmente 

tem bom prognóstico, com altas possibilidades de cura quando diagnosticado em 

estágio inicial, razão pela qual a prevenção e o diagnóstico precoce assumem um 
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importante papel (Mendes e col., 2010). A sobrevida média mundial estimada em 5 

anos é de 69%, sendo de 73% nos países desenvolvidos e de 56% nos países em 

desenvolvimento (INCA, 2011).  

 O desenvolvimento do melanoma é caracterizado por cinco fases (figura 3). A 

primeira delas é a visibilidade de nevos benignos (constituído de melanócitos nevais), 

que ocorrem como consequência de algumas mutações precoces no gene BRAF (B-

RAF PROTOONCOGENE, SERINE/THREONINE KINASE) e NRAS (NRAS 

PROTOONCOGENE, GTPase) (Davies e col., 2002; Omholt col., 2003). A segunda 

fase apresenta uma lesão benígna. A progressão do melanoma é seguida pela 

tercaira fase de crescimento vertical, com a penetração de células malignas em níveis 

mais profundos de pele, ocorrendo a invasão da derme e dos vasos, iniciando a 

disseminação metastática. Em contraste com a quarta fase de crescimento radial, o 

infiltrado de células imunes durante a fase de crescimento vertical ocorre com pouca 

frequência (10-20%dos casos), mas quando presente, está fortemente correlacionado 

com a sobrevivência prolongada e uma menor incidência de doença metastática em 

desenvolvimento. Esta fase é definida também pela invasão dérmica. O melanoma 

metastático é a quinta e última fase, e é caracterizada pela presença das células 

malignas crescendo em locais diferentes do local de origem (Clark e col., 1984; 

Clemente e col., 1996; Hodi, 2006; Prasad e col., 2015).  
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Figura 3 - Visão geral da progressão do melanoma 

 
Legenda: O diagrama esquemático é uma adaptação do modelo proposto por Clark para o 

desenvolvimento do melanoma. Os números na figura referem-se às diferentes fases da 
progressão do melanoma. 

Fonte:  Adaptado de Prasad e col., 2015 
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Inflamação e câncer  

 

 

 A relação entre câncer e inflamação é de alta relevância uma vez que a 

inflamação é um componente crítico para o início e progressão do tumor. Além disso, 

mediadores inflamatórios presentes em diferentes etapas da inflamação tem um papel 

central na progressão tumoral mediando a angiogênese, invasão e metástase 

(Coussens e Werb, 2002; Hanahan e Weinberg, 2000).  

 A inflamação é uma resposta do organismo a um dano do tecido e pode ser 

originária de infecção, injúria tecidual, lesões isquêmicas, exposição a toxinas ou 

outros tipos de trauma (Singh e col., 2019). O processo inflamatório é um processo 

coordenado, principalmente, por várias células do sistema imune chamadas de 

leucócitos, além de células endoteliais e fibroblastos. Na sua fase inicial, as primeiras 

células a migrar para o sítio inflamatório são os neutrófilos. Posteriormente, outros 

tipos de leucócitos, como monócitos e linfócitos, serão ativados e migrarão para o 

local inflamado através da ativação de uma cascata de sinalização desencadeada por 

fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, resultando na defesa contra a injúria 

tecidual e por fim no reparo tecidual (Coussens e Werb, 2002; Nathan, 2002; Philip e 

col., 2004; Lu e col., 2006) (figura4). 

A inflamação aguda visa reparar os tecidos lesados e eliminar patógenos 

indesejados e células neoplásicas. O resultado ideal esperado após a inflamação 

aguda é a resolução completa com um retorno à homeostase, que é executada pelos 

mediadores pró-resolutivos especializados, como por exemplo as lipoxinas (LXs), 

resolvinas (Rvs), protectinas e maresinas (MaRs) (Serhan, 2014; Zhang e col., 2017). 

Se não resolvida, a inflamação persistente leva à inflamação crônica, evento onde a 

mutação e proliferação celular podem criar um ambiente propício ao desenvolvimento 

do câncer. As células predominantes neste microambiente inflamatório são os 

macrófagos que, juntamente com os outros leucócitos, geram altos níveis de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) para combater a infecção. Entretanto, 

este cenário pode gerar um dano contínuo ao tecido e consequente proliferação 

celular, cuja persistência é prejudicial ao tecido. Esses mecanismos de combate à 

infecção podem produzir agentes mutagênicos, como peróxido de nitrito, que reage 

com o DNA e causa mutações nas células epiteliais do estroma (Singh e col., 2019). 

 Desta forma, as células inflamatórias podem ter um papel benéfico e/ou 
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prejudicial no desenvolvimento das neoplasias. As células do sistema imune podem 

controlar a progressão do tumor devido a sua propriedade de vigilância imunológica, 

disparando um mecanismo capaz de perceber e eliminar as células malignas. No 

entanto, no quadro de inflamação crônica, os mediadores inflamatórios, como 

quimiocinas e citocinas produzidas pelos macrófagos e neutrófilos, podem promover 

alterações genéticas, o desenvolvimento de mutações tumorigênicas e a instabilidade 

genética necessária para permitir, por exemplo, o desenvolvimento do tumor 

(Coussens e Werb, 2002; Elinav e col., 2013) (figura4).  

 Aproximadamente 15% a 20% de todos os casos de câncer são precedidos por 

infecção, inflamação crônica ou autoimunidade (Mantovani e col., 2008; Grivennikov 

e col., 2010). Nesses casos, a inflamação que promove o câncer é induzida muito 

antes da formação do tumor no intuito de controlar e reparar algum estímulo prejudicial 

ao organismo. Os fatores ambientais que predispõem e promovem o câncer podem 

ser provocados pela indução da inflamação crônica de baixo grau e intensidade que 

precede o desenvolvimento do tumor (Greten e Grivennikov, 2019). 

 O surgimento do câncer induzido por inflamação crônica foi descrito em várias 

patologias, incluindo câncer gástrico em associação com infecção por Helicobacter 

pylori; exposição ao amianto ou cigarro no câncer de pulmão; exposição ao arsênico 

e câncer de pele; refluxo gastroesofágico para câncer de esôfago; doença intestinal 

inflamatória para câncer colorretal, pancreatite crônica para câncer de pâncreas; 

inflamação pélvica, doença para câncer de ovário e papilomavírus e hepatite para 

carcinomas cervicais e hepáticos (Mantovani e col., 2008). Exemplos de 

carcinogênicos inflamatórios incluem os ROS (espécies reativas de oxigênio) e MMP 

(metaloproteinases de matriz), que podem induzir dano ao DNA e ruptura da matriz 

extracelular, respectivamente (Crusz e Balkwill, 2015). Além disso, algumas citocinas, 

tais como IL-1β e IL-8, podem induzir o crescimento anormal de células pré-

neoplásicas em carcinoma gástrico e melanoma, respectivamente (Vano e col., 2018). 

 Diante do exposto acima, pode-se concluir que a inflamação atua em dois 

momentos: na fase inicial do desenvolvimento neoplásico, contribuindo para a 

transformação da célula normal em célula maligna, e na instalação e progressão 

tumoral, no momento em que tumor modula o microambiente local, fazendo com que 

a resposta inflamatória promova o desenvolvimento das células tumorais e 

inflamatórias no microambiente tumoral (Rakoff-Nahoum, 2006; Smyth e col., 2006; 

Onuchic e Chammas, 2010). A elucidação do papel e da diversidade da inflamação 
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relacionada ao câncer pode abrir caminho para melhorar as atuais estratégias de 

imunoterapia e pode afetar o diagnóstico e a prevenção (Ridker e col., 2017). 

Considerando as alterações inflamatórias em diferentes tipos de câncer, prevenir ou 

reverter a inflamação é uma importante abordagem para o controle do câncer (Todoric 

e col., 2016). 

 Além do evidente envolvimento do processo inflamatório na promoção do 

processo de carcinogênese, o infiltrado inflamatório que circunda o tumor interfere no 

desenvolvimento e progressão do mesmo, sendo descrito desde 1863, quando 

Virchow observou a presença de câncer em locais com inflamação crônica prévia, 

sendo o primeiro a descrever a presença de leucócitos em tumores humanos 

(Virchov 1863; Korniluk e col., 2017). Este fato foi o primeiro indício de que o ambiente 

tumoral não é constituído somente por células tumorais. Estudos posteriores 

demonstram esse infiltrado inflamatório que é denominado como microambiente 

tumoral é capaz de contribuir para a progressão do tumor (Coussens & Werb, 2002). 

Diante disso, o microambiente tumoral tornou-se um novo alvo terapêutico, 

juntamente com as terapias clássicas como radioterapia, quimioterapia e cirurgia 

(Postovit e col., 2006).  
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Figura 4 - Relação entre a inflamação e a carcinogênese 

 
 
 
Legenda: A figura descreve a sequência de eventos que ocorre na inflamação aguda até o reparo 

tecidual e também como a não resolução dessa inflamação – inflamação crônica – contribui 
com a carcinogênese. Na inflamação aguda, em resposta a uma injúria ocorre a ativação de 
células residentes (mastócitos, macrófagos e células dendríticas), a entrada de granulócitos 
em resposta à lesão e a infiltração de células imunes efetoras (linfócitos) para permitir 
respostas imunes específicas. Em seguida há recrutamento e ativação de células endoteliais 
e fibroblastos para a formarção de novos vasos sanguíneos e de uma matriz colágena para 
o remodelamento tecidual. Na carcinogênese, há uma desorganização caótica da inflamação 
e do reparo. Durante essa inflamação crônica não resolvida, os eventos descritos 
anteriormente são desorganizados e a homeostase não é alcançada. Durante o 
desenvolvimento tumoral, células epiteliais e estromais podem sofrer alterações que 
promovem sua proliferação e mutação de células epiteliais. Esta alteração na homeostase do 
tecido pode, por sua vez, levar a um resposta inflamatória, que então promove ainda mais o 
crescimento do tumor por meio da ativação das células circundantes, especialmente 
neovascularização. 

Fonte: Adaptado de Albini e Sporn, 2007. 
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Microambiente tumoral 

 

 

 O conceito de microambiente tumoral surgiu no século XIX com a hipótese de 

“semente e solo”, do inglês, “seed and soil”, em que as células tumorais são como 

semente, enquanto o ambiente organizacional que as cerca são como o solo (Paget, 

1989; Xiao e Yu, 2020). O microambiente tumoral é então formado por componentes 

celulares e não celulares que desempenham funções em todas as etapas do 

desenvolvimento tumoral (Balkwill e Mantovani, 2012).  

 Os principais componentes celulares incluem, além das células tumorais, 

células do sistema imune, como macrófagos, neutrófilos, células natural-killer, 

linfócitos, células de suporte, como fibroblastos, células endoteliais, pericitos e células 

musculares lisas, além dos vasos linfáticos e adipócitos (figura 5) (Fridman e col., 

2012; Wang e col., 2017). Os componentes não celulares são a matriz extracelular 

tumoral, fatores de crescimento, interleucinas, citocinas e quimiocinas (Okuyama e 

Inoue, 2011; Allen e Louise, 2011).  

 Em grande parte, orquestrado por células inflamatórias, o microambiente do 

tumor é indispensável no processo neoplásico promovendo a sobrevivência, 

proliferação e migração das células tumorais (Coussens & Werb, 2002). Entre as 

diversas células inflamatórias que compõe o microambiente tumoral, os macrófagos, 

denominados de macrófagos associados a tumor (TAMs - do inglês “tumor-associated 

macrophages”), são os elementos predominantes, podendo representar mais da 

metade das células não tumorais (Sica e col., 2002).  
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Figura 5 - Os principais componentes do microambiente tumoral e sua contribuição 

para a progressão tumoral 

 
 

Legenda: Os diversos componetes celulares que compõe o microambiente tumoral, como: células 
endoteliais, fibroblastos e uma variedade de células derivadas da medula óssea (BMDCs), 
incluindo macrófagos, células supressoras mieloides (MDSCs), monócitos expressando TIE2 
(TEMs) e células-tronco mesenquimais (MSCs). 

Fonte:  adaptada de Joyce e Polard, 2008 

 

 

 

Macrófagos  

 

 

 Os macrófagos são células do sistema imune inato que desempenham 

importantes funções na fagocitose de patógenos, na apresentação de antígenos pela 

exibição de antígenos processados, em associação com moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) e na produção de diferentes tipos de citocinas 

(Wynn e col., 2013; Sica e col., 2015). Essas células atuam no apoio à homeostase 
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tecidual, na resolução das respostas imunes antes que ocorra dano excessivo ao 

tecido (Shi e Pamer, 2011; Chávez-Gálan e col., 2015). 

 Os macrófagos são células mieloides e possuem três precursores oriundos de 

três ambientes distintos: o saco vitelino; o fígado fetal e a medula óssea. Os 

macrófagos que se desenvolvem no saco vitelino extra-embrionário a partir de 

progenitores eritro-mielóides precoces não possuem um intermediário monocítico. Já 

os monócitos hepáticos fetais foram gerados no fígado fetal a partir de progenitores 

eritro-mielóides derivados do saco vitelino tardio. Por fim, os macrófagos provenientes 

das células-tronco hematopoiéticas colonizam a medula óssea e produzem monócitos 

da medula óssea que constituem o sangue continuamente, processo mantido ao longo 

da vida (Van de Laar e col., 2016). Os macrófagos têm papéis protetores e 

patogênicos em uma grande variedade de doenças. As mudanças na diferenciação 

dos macrófagos, sua polarização e repolarização e a ativação no ambiente local 

podem desempenhar um papel decisivo na patogênese de uma ampla variedade de 

doenças inflamatórias (Shapouri-Moghaddam e col., 2018). 

 Os macrófagos possuem uma ampla plasticidade e sua fisiologia pode ser 

modificada em resposta a diferentes estímulos ambientais, gerando várias 

subpopulações de macrófagos com diversas funções. Dependendo do estímulo 

presente no ambiente inflamatório, os macrófagos adquirem basicamente dois 

principais perfis de ativações: um perfil denominado M1, com características pró-

inflamatórias e um perfil M2, com propriedades principalmente anti-inflamatórias 

(Mantovani e col., 2002). Shapouri-Moghaddam e colaboradores (2018) descreveram 

três caminhos diferentes para controlar a polarização: 1) a epigenética celular e a 

sobrevivência celular levando ao desenvolvimento e a viabilidade dos macrófagos; 2) 

o microambiente tecidual em que ele se encontra; e 3) os fatores extrínsecos, como 

produtos microbianos e citocinas liberadas na inflamação (Shapouri-Moghaddam e 

col., 2018). 

 Na polarização para o perfil M1, a ativação dos macrófagos é chamada de 

clássica e tem um aumento na expressão de citocinas envolvidas com as respostas 

das células T helper do tipo T1 (Th1). Esta população é ativada pelo interferon-gama 

(IFN-γ), pelo LPS (lipopolissacarídeo) através de receptores Toll-like (TLRs) e pelo 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos ou pelo fator estimulador 

de colônias 2 (do inglês GM-CSF ou CFS-2). Essa população caracteriza-se pela 

elevada expressão do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, 
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pela liberação de interleucina-12 (IL-12) e do fator de necrose tumoral-α (TNFα). Além 

disso, os macrófagos M1 apresentam alta geração de ROS e óxido nítrico (NO), bem 

como a capacidade de combater agentes patogênicos e células tumorais (Taylor e 

Gordon, 2003; Sica e col., 2008; Hume, 2015). A ativação deste perfil é mediada por 

várias vias de sinalização como: os fatores de transcrição STAT (transdutor de sinal e 

ativador de transcrição) e NFκB (fator nuclear-kB), além da via das MAP kinases 

(O'Shea e Murray, 2008). 

 A ativação não clássica, do tipo M2, está envolvida na resposta Th2. Os 

macrófagos M2 exercem funções anti-inflamatórias e pró-tumorais, tais como 

remodelamento e reparo tecidual, secretando citocinas anti-inflamatórias como IL-10 

e TGF-β (fator de crescimento transformador beta). Além disso, promovem a 

angiogênese devido à alta expressão de VEGF (fator vascular de crescimento 

endotelial) (figura 6). Macrófagos M2 podem ser ainda subdivididos: M2a, quando 

estimulados por IL-4 e IL-13; M2b, quando estimulados pela ativação de TLRs, por 

LPS e complexos imunes; M2c, quando estimulados por IL-10, glicocorticóides e TGF-

β; e M2d, quando estimulados por fatores derivados de tumor (Hao e col., 2012; Sica 

e Mantovani, 2012; Chanmee, 2014)  

 Podemos distinguir os dois perfis de ativação dos macrófagos através da 

expressão diferencial de alguns marcadores celulares. Um dos principais marcadores 

utilizado é a relação entre arginase-1 e a óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 

enzimas que competem pela utilização de L-arginina. Nos macrófagos M1 

caracterizados pela alta produção de NO (óxido nitrico), a iNOS cataboliza L-arginina 

em NO e citrulina, enquanto os macrófagos M2 expressam altos níveis de arginase-1, 

que metaboliza a L-arginina em ornitina, baixos níveis de NO (Odegaard e Chawla; 

2008). A produção de NO através da ativação da iNOS é de grande importância para 

a citotoxidade dos macrófagos M1 contra patógenos e células tumorais (Lala;1998; 

Xue e col., 2018). Os marcadores fenotípicos mais comuns que diferenciam os dois 

principais perfis dos macrófagos são exemplificados na figura 6. 
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Figura 6 - Os dois principais perfis de macrófagos 

 
 

 

 
 

Legenda:  Os macrófagos possuem dois principais perfis de ativação: um perfil M1 pró-inflamatótio e 
um perfil M2, anti-inflamátorio. Os macrófagos do M1 são ativados por IFN-γ e LPS e estão 
envolvidos na resposta Th1. Produzem moléculas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1, IL-
6, IL-12, IL-23. Os macrófagos M2 são ativados por IL-4 e são caracterizados por: altos níveis 
de arginase, IL-10 e baixos níveis de IL-12, além de produzir VEGF, TGF-β. 

Fonte:  Adaptada de Lee e col., 2019. 

 

 
 

Macrófagos associados ao tumor 

 

 

 Os macrófagos (MØ) podem representar até 50% da massa tumoral nos 

tumores sólidos (Mantovani e col., 1992). Dessa forma, tornam-se a principal 

população no microambiente tumoral, estabelecendo uma complexa função na 

interação com as células neoplásicas. Uma vez presentes nesse microambiente, são 

então denominados de TAMs (macrófagos associados ao tumor) (Sica e Mantovani, 

2012; De Palma e Lewis, 2013; Noy e Pollard, 2014). Os TAMs se originam 

Macrófago 
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principalmente de monócitos precursores circulantes, mas também podem ter origem 

de macrófagos residentes no tecido onde o tumor se desenvolverá posteriormente 

(Cortez-Retamozo e col., 2012; Movahedi e Ginderachte, 2016).  

 Durante o desenvolvimento tumoral os macrófagos recrutados para esse 

microambiente são primariamente polarizados no perfil M1 e são geralmente 

caracterizadas por uma baixa expressão de IL-10, alta expressão de IL-12, TNF, iNOS 

e moléculas do MHC de classe II, elaborando uma resposta capaz de promover as 

respostas imunes que combatem células tumorais (Sica e Mantovani, 2012). Durante 

a progressão do tumor, os TAMs geralmente adquirem um fenótipo M2-like, 

caracterizado pela alta secreção de IL-10; expressão de arginase-1, CD163 (receptor 

scavenger) e CD206 (receptor de manose), além da baixa produção de IL-12, 

possuindo assim uma baixa atividade antitumoral (Sica e Mantovani, 2012).  

 A relação entre as células tumorais, os TAMs e outros componentes do 

microambiente tumoral é dinâmica e heterogênea. Destaca-se nesse contexto a 

secreção de mediadores imunossupressores que interferem na capacidade do 

sistema imunológico de combater o tumor (Anfray e col., 2020). Além disso, um dos 

fatores essenciais para o efeito pró-tumoral dos TAMs é a promoção da neo-

angiogênese através da secreção de fatores de crescimento como o VEGF (fator de 

crescimento endotelial vascular) (Mantovanni e col., 2017). Em tumores com estágio 

avançados, os TAMs se acumulam em áreas hipóxicas, apresentando uma baixa 

capacidade de apresentação de antígenos e comportamento pró-angiogênico (Sica e 

col., 2011; Laoui e col., 2014; Anfray e col., 2020). Nessas áreas de hipóxia, os TAMs 

expressam o fator induzido por hipóxia (HIF) 1α e -2α, que são fatores responsáveis 

pela transcrição de genes pró-angiogênicos, como o gene VEGF, que sustenta a 

progressão tumoral. Além disso, em carcinoma pulmonar de Lewis foi visto que essas 

áreas em hipóxia promovem seletivamente uma polarização M2 nos macrófagos, 

ativando a sinalização celular induzida por IL-6 (Zhang e col., 2014). A hipóxia é, 

portanto, crucial para manter o fenótipo M2-like pró-tumoral de TAMs, tornando a 

polarização mediada por hipóxia em TAMs uma estratégia prática para o tratamento 

do câncer (Zheng e col., 2017). 

 Os TAMs também liberam quimiocinas pró-angiogênicas, como CXCL8, e 

enzimas proteolíticas, como MMPs e catepsinas, que degradam a matriz extracelular 

(MEC). A ação das MMP-2 e MMP-9 induzem à liberação de TGF-β, VEGF, PDGF e 

FGF presentes na MEC que contribuem para o aumento da invasão tumoral (Cassetta 



29  

e Pollard, 2018; Mazzieri e col., 2019; Prenen e Mazzone, 2019) 

 Desta maneira,  evidencia-se que os TAMs são essenciais para a progressão 

tumoral, uma vez que promovem: a proliferação e sobrevivência celular; a 

angiogênese, através da indução de fatores pró-angiogênicos como o VEGF e o HIF-

1α; e a metástase, através do TGF-β e outros, que propiciam extravasamento das 

células tumorais pelos novos vasos formados (figura 7) (Lin e col., 2006; DeNardo e 

col., 2009; Ostuni e col., 2015). Diversos estudos mostram que há uma correlação 

entre o número de TAMs, o desenvolvimento avançado do tumor e a diminuição da 

sobrevida nos tipos de câncer de mama, renal, pancreático, cabeça e pescoço, 

linfoma, glioblastoma e melanoma (Torisu e col., 2000; Bingle e col., 2002; Guerriero, 

2018). Nesse contexto, a repolarização dos TAMs, ou seja, a perda de características 

imunossupressoras e aquisição de características pró-inflamatórias em macrófagos 

são associadas ao aumento da sobrevida de de pacientes e camundongos em 

diversos tipos de câncer (Pathria e col., 2019). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que macrófagos derivados de 

monócitos do sangue periférico humano, quando tratados com o meio condicionado 

de células de melanoma humano altamente metastático (MV3), assumem um perfil 

TAM/ M2-like in vitro e in vivo (Simões e col., 2017, De Brito e col, 2019). Neste estudo, 

os macrófagos humanos adquiriram características M2, como a alta expressão de 

CD206 e CD163, IL-10 e arginase-1, baixa produção de NO e ROS, além de baixa 

atividade tumoricida (Simões e col, 2017). Estes estudos corroboram a ideia de que 

fatores secretados pelas células de melanoma podem polarizar os macrófagos para 

um perfil M2-like pró-tumoral.  

 Diante destas evidências, os macrófagos presentes no microambiente tumoral 

são de extrema importância em diversas etapas da progressão tumoral, tornando-os 

importantes alvos para a terapia contra o câncer. Além disso, desvendar os 

mecanismos moleculares pelo qual os TAMs são polarizados também se torna uma 

importante ferramenta para ser utilizada na terapia antitumoral. 
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Figura 7 - Funções pró-tumorais dos TAMs 

 

 
 
Legenda: Os mecanismos de macrófagos associados a tumor (TAMs) na promoção tumoral como 

invasão, vascularização, intravasamento, extravasamento, estabelecimento de nichos pré-
metastáticos e proteção da sobrevivência das células tumorais circulantes.  

Fonte: Adaptada de Aramini e col., 2021. 

 

 

Sinalização intracelular no câncer 

 
 
 A resposta tumoral pode ser modulada por diferentes vias de sinalização 

disparadas tanto em células tumorais como nas outras células presentes no 

microambiente tumoral. De forma interessante, essas vias participam de vários 

eventos responsáveis pelo processo inflamatório e tumoral e evidenciam ainda mais 

a forte relação entre inflamação e câncer. Dentre estas vias, podemos destacar 

MAPK/ERK e PI3K/AKT (Cao e col., 2019).  

 A família de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK) regula 
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diferentes processos como o crescimento celular, diferenciação, sobrevivência 

celular, função neuronal e resposta imune (Krishna e Narang, 2008). Na literatura, já 

foram descritos seis grupos principais de MAPKs em mamíferos: a proteína quinase 

regulada por sinal extracelular (extracellular signal-regulated kinase) ERK1/2; ERK7/8; 

ERK3/4; ERK5 (também conhecida como big mapkinase1, BMK1); a JNK1/2/3 (cJun 

N-terminal kinase) e a p38 (p38α/β/γ/δ). As funções de ERK3/4 e ERK7/8 ainda não 

são muito bem esclarecidas (Krishna e Narang, 2008). 

 A via canônica MAPK/ERK é composta por três tipos de quinases de MAPKK, 

(MAPKKK) da família da RAF (protooncogene, serina/treonina quinase), A-RAF, B-

RAF ou BRAF e RAF-1 ou C-RAF quinases. Em um nível abaixo estão as MAPKKs, 

que são compostos de MEK1 e MEK2. Finalmente, mais abaixo estão a ERK1 e ERK2, 

as quais são as efetoras finais da via MAPK (Olea-Flores e col., 2019).  

 Após a sua ativação, a via das MAPKs atua como mediadores de sinalização 

intracelular que controlam a diferenciação celular, proliferação, apoptose e outras 

funções efetoras (Wellbrock e Hurlstone, 2010, Olea-Flores e col., 2019). A ativação 

de fatores de transcrição dependentes de MAPK ativa a expressão de genes alvos 

para a atividade dos macrófagos no crescimento, na diferenciação celular, na resposta 

inflamatória e na sua polarização (Li e col., 2020).  

 A evidência que a sinalização MAPK é importante para a polarização de 

macrófagos foi demonstrada por diversos autores. Em um modelo de carcinoma de 

pulmão foi demonstrado que a polarização M2 depende da ativação da ERK (Zhang 

e col., 2014). Além disso, ativação da sinalização ERK pode induzir nos TAMs M2-like 

a produção de IL-8 promovendo a migração e invasão do câncer de mama (Cao e col., 

2016; Li e col., 2020). Mu e colaboradores (2018) viram que o lactato, presente no 

microambiente tumoral devido ao metabolismo da glicose, induz a polarização M2 em 

TAMs de maneira dependente da sinalização de ERK1/2 em macrófagos (Mu e col., 

2018).  

 Algumas quimiocinas e citocinas, secretadas pelos TAMs ou pelas células 

tumorais, são capazes de ativar a sinalização da ERK. Recentemente foi demonstrado 

que CCL3, também conhecido como MIPα, é secretada pelos TAMs e pelas células 

tumorais e promove a invasão e migração das células tumorais pela fosforilação de 

ERK e AKT em um modelo de carcinoma de esôfago (Kodama e col., 2020).  

A AKT ou PKB é uma serina/treonina quinase de 57 kDa cuja ativação pode ser 

induzida pelos fatores de sobrevivência da célula. Nos mamíferos, foram identificados 
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três genes AKT (AKT1, AKT2 E AKT3) e a principal isoforma AKT é codificada por 

AKT1 que modula apoptose em vários tipos celulares. Esses três genes AKT são 

diferencialmente expressos, ao nível de RNA e de proteína e desempenham funções 

distintas na fisiologia das células normais e em algumas doenças como câncer e a 

aterosclerose (Bellacosa e col., 1993; Datta e col., 1999; Revathidevi e Munirajan, 

2019). A via PI3K/AKT (do inglês,  phosphatidylinositol 3-kinase/Protein Kinase-B) é 

um regulador chave da sobrevivência durante o estresse celular. Como os tumores 

existem de forma intrínseca em um ambiente estressante, caracterizado por 

fornecimento limitado de nutrientes e oxigênio, bem como pelo baixo pH, o papel desta 

via no câncer parece ser crucial (Datta e col., 1999). Descoberta em 1991, a via 

PI3K/AKT tem sido amplamente estudada em diversos tipos celulares (Bellacosa e 

col., 1991). Vários estudos demonstram que essa via regula a sobrevivência, migração 

e proliferação de macrófagos, além de orquestrar a resposta a diferentes sinais 

metabólicos e inflamatórios nos macrófagos (Song e col., 2005).  

O eixo PI3K / Akt / mTOR é uma das mais frequentes vias de sinalização 

ativadas no câncer humano. Esta via  participa da diferenciação e da regulação 

metabólica das células do sistema imune inato e adaptativo, além da promoção da 

angiogênese (Conciatori e col., 2018). A mTOR forma dois complexos distintos: o 

complexo mTORC1 e o mTORC2 e estes possuem diferentes funções no 

microambiente tumoral. A ativação constitutiva de mTORC1, leva a diminuição na 

produção de IL-4 consequentemente inibindo a polarização de M2. Já mTORC2 

também desempenha um papel crítico na polarização de macrófagos M2, regulando 

positivamente os marcadores M2 como o CD206 e CD163, através do eixo AKT, 

levando assim a um aumento da invasão e metástase em modelos de tumor mamário, 

tanto in vitro quanto em camundongos (Shrivastava e col., 2019). 

Diversos trabalhos demonstram que a ativação de AKT/PI3K/mTOR está 

relacionada com a polarização M2 em diversos tipos de tumores. Isso ocorre pelo fato 

da sinalização de AKT regular positivamente fatores de crescimento, citocinas e 

quimiocinas que promovem o fenótipo M2, como TGFb; IL-10; EGF, CCL12 e CCL18 

(Lin e col., 2015; Vergadi e col., 2017; Lian e col., 2020). Entre as isoformas da AKT, 

a AKT2 contribui para a polarização M1 dos macrófagos e para a migração das células 

tumorais em resposta ao CSF-1 (fator de estimulação de colônia-1). Além disso, a 

supressão da expressão de AKT2 em macrófagos peritoneais de camundongos 

resultou na redução da migração das células tumorais (Zhang e col., 2009). De forma 
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inversa, em macrófagos, o miR-155, um micro RNA que é regulado positivamente por 

estímulos inflamatórios e parece ser essencial para respostas antitumorais de 

macrófagos, ativa a sinalização da AKT1. A deleção do miR-155 prejudicou a 

polarização M1 em macrófagos e reduziu a atividade da AKT levando ao crescimento 

tumoral em um modelo de câncer de mama espontâneo (Zonari e col., 2013). 

 Diante do exposto, a ativação da via PI3K/AKT é ambígua, com importantes 

funções para regulação tanto das respostas anti-inflamatórias quanto das respostas 

pró-inflamatórias em macrófagos, levando a indução de fenótipos M1 ou M2 nestas 

células (Vergadi, 2014).  

 A ambiguidade na resposta desencadeada por essas vias pode ser devido a 

ativação de fatores de transcrição com diferentes atividades nas células presentes no 

microambiente tumoral. Neste sentido, destacam-se os STATs (transdutor de sinal e 

ativador de transcrição), que pertencem a uma família de proteínas altamente 

conservadas e que compreendem sete membros: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 

STAT5a, STAT5b e STAT6. Nas células não neoplásicas, os STATs geralmente estão 

localizados no citoplasma em seu estado inativo e a fosforilação de resíduos 

específicos de tirosina é um passo essencial para a sua ativação e transmigração para 

o núcleo (Akira e col., 1994; Darnell e col., 1994). 

 Após sua identificação durante a resposta inflamatória aguda em hepatócitos 

humanos estimulados por IL-6, diversos estudos demostraram que a ativação de 

STAT3 desempenha um papel crítico em todas as etapas da metástase, incluindo 

proliferação e sobrevivência celular, invasão, migração e angiogênese (Wegenka e 

col., 1993; Bromberg e Darnell, 2000; Yu e col., 2009; Kamran e col.,2013). 

A ativação persistente de STAT3 e STAT5 é relatada na maioria dos tipos de 

câncer, como mama, pulmão, pâncreas, cabeça e pescoço, próstata, ovário, 

melanoma, leucemias e linfomas  (Buettner e col., 2002; Kamran e col., 2013). 

Tipicamente, a ativação de STAT3 é induzida pela fosforilação em um resíduo de 

tirosina (Tyr 705) regulada por membros de família Janus quinases como a JAK1 

(Hirano e col., 2000; Yoshimura e col., 2007). 

Diferentes STATs atuam na polarização de macrófagos. O IFNγ estimula a 

ativação de STAT1 e STAT2 para promover maiores efeitos pró-inflamatórios em 

macrófagos (Verdeil e col., 2019). De maneira inversa, a estimulação sinérgica de IL-

6 com IL-4 favorece a polarização M2 em TAMs, modificando a expressão gênica, 

ativando STAT6 e STAT3 e promovendo a progressão tumoral (Gupta e col., 2018).   
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De maneira geral, a ativação de STAT3 favorece a polarização de macrófagos 

para um fenótipo M2, aumentando a expressão dos seus marcadores como Arg-1, 

TGF-β e IL-10 (Giurisato e col., 2018). Macrófagos M2 também são capazer de 

aumentar a ativação de STAT3 para sustentar o crescimento tumoral em câncer de 

mama (Yang e col., 2013; Huynh e col., 2019). Também foi visto que quando a STAT3 

dos TAMs M2-like é inibida, ocorre uma reprogramação dos TAM M2-like para um 

perfil pró-inflamatório, sugerindo uma nova ferramenta para o desenvolvimento de 

terapias antitumorais.  

Níveis bem equilibrados de fosforilação da tirosina, mantida pelas ações das 

proteínas tirosina quinases (PTKs) e proteínas tirosina fosfatases (PTPs), são 

fundamentais para manutenção da sinalização intracelular e alguns processos 

celulares, incluindo crescimento, diferenciação, metabolismo, migração e 

sobrevivência (Tonks, 2006; Hunter, 2009). As PTPs clássicas são divididas em dois 

grupos, as transmembranares e as não-transmembranares, incluindo SHP-1 e SHP-

2, fosfatase fosfo-tirosina 1B (PTP1B) e proteína tirosina fosfatase T (TC-PTP) (Wu e 

col., 2003). 

A SHP‐1, codificada pelo gene PTPN6, é uma proteína tirosina fosfatase 

citosólica, que regula os níveis de fosfotirosina intracelular. É predominantemente 

expresso em células hematopoiéticas e em níveis baixos pelas células epiteliais 

(Tamir e col., 2000; Zhang e col., 2001). A SHP-1 possui três domínios: o N terminal; 

o C terminal com locais potenciais para fosforilação de tirosina, e um domínio catalítico 

no C terminal, sendo que a sua atividade máxima de fosfatase é alcançada somente 

quando os dois domínios C terminal estão envolvidos (Pei e col., 1993; Townley e col., 

1993; Yang e col., 2003). Devido à função regulatória da SHP-1 nas células imunes, 

essa fosfatase está relacionada diretamente com as denças autoimunes e o câncer 

(Sharma e col., 2016; Watson e col., 2016).  

 A SHP-1 regula a sinalização associada à diferentes receptores tirosina 

quinase, incluindo receptores de fator de crescimento e receptores de citocinas. Essa 

proteína também pode se ligar a membros da família das JAK e regular as atividades 

de JAK e STATs (Wu e col., 2003). Em um estudo foi observado que a ativação de 

SHP-1 leva a inativação de STAT1 e NFkB promovendo efeitos anti-inflamatórios em 

macrófagos murinos (Valerio e col., 2011). 

 SHP-1 pode inibir a atividade de AKT ao desfosforilar seletivamente o 

supressor de tumor PTEN (Lu e col., 2003; Krotz e col., 2005). Além disso, a SHP-1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2515712/#R110
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pode desfosforilar ERK em resposta ao VEGF (Chong e Maiese, 2007). Foi 

demonstrado que a ligação do VEGF-A ao VEGFR1 induz a ativação da fosfatase 

SHP-1 que, por sua vez, reduz a fosforilação do VEGFR2 (Nozaki e col., 2006), 

sugerindo que a atividade do VEGFR1 regularia negativamente a atividade do 

VEGFR2, o que poderia ter implicações importantes na modulação da via de 

sinalização do VEGF em tumores (Sullivan e Brekken, 2010). Além disso, a SHP-1 

atua também como um modulador negativo da sinalização de citocinas através da 

inibição das STATs que, em alguns casos, pode ser favorável no controle da 

tumorigênese e progressão tumoral (Christophi e col., 2008).  

 A SHP-1 promove a polarização M1 em um modelo de miopatia induzida por 

vírus (Watson e col., 2015). No entanto, mais estudos são necessários para desvendar 

o envolvimento da SHP-1 na polarização dos macrófagos no microambiente tumoral. 

 

 

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

 

 

 A evolução de vários tipos de câncer está associada à transição para a fase 

invasiva, que envolve os processos de angiogênese e metástase.  

 Em alguns tumores como o de próstata, a metástase é o evento mais letal na 

tumorigênese (Aytes e col., 2018; Graham e Shibata, 2020; Majidpoor e Mortezaee, 

2020). A metástase é um processo de múltiplas etapas, iniciado pelo escape das 

células tumorais do sítio primário e cuminando na colonização de tumores secundários 

em locais distantes do tumor primário (Majidpoor e Mortezaee, 2020; Mortezaee, 

2020). Para isso é necessário o transporte de células malignas através de vasos 

sanguíneos e / ou linfáticos (Geiger e Peeper, 2009). 

 O processo de formação e crescimento de novos vasos sanguíneos a partir de 

vasos preexistentes – angiogênese - implica uma comunicação complexa entre 

células tumorais, células endoteliais, componentes da matriz extracelular e secreção 

de diversos fatores de crescimento (Geiger e Peeper, 2009). Dentre as proteínas 

secretadas pelas células tumorais ou pelas células do microambiente tumoral que 

estimulam a formação de vasos sanguíneos, o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) possui um papel fundamental em vários tumores (Siveen e col., 2017; 

Karaman e col., 2018; De Aguiar e De Morais, 2019; Ceci e col., 2020).  
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 O VEGF é uma família de polipeptídios secretados por diferentes tipos celulares 

compreendendo várias proteínas diferentes, incluindo VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D e fator de crescimento placentário (PlGF) (Otrock e Makarem, 2007). O 

VEGF-A, foi o primeiro fator angiogênico identificado, sendo crítico tanto para 

processos angiogênicos fisiológicos, como o desenvolvimento vascular embrionário, 

morfogênese e crescimento esquelético, angiogênese pós-natal e reparação tecidual 

e funções reprodutivas nos indivíduos adultos. Além disso também possui um 

importante papel na angiogênese do câncer e consequente disseminação de células 

tumorais. É um forte indutor de permeabilidade em vasos sanguíneos e um mitógeno 

potente de células endoteliais, que também estimula a sobrevivência e a migração 

(Lacal e Graziani, 2018). 

 O PlGF foi o segundo membro descoberto da família VEGF, sendo assim 

nomeado após sua clonagem a partir de cDNA da placenta humana (Maglione e col., 

1991; Cao e col., 1997; Carmeliet e col., 2001; Fischer e col., 2008). O VEGF-B é ativo 

nas células endoteliais do coração e estimula o crescimento dos cardiomiócitos, além 

disso é fundamental para sua sobrevivência das células endoteliais vasculares, 

pericitos, células musculares lisas e células-tronco vasculares / progenitoras. Na 

tumorigenese o VEGF-B tem um papel controverso, pois alguns estudos mostram que 

sua atuação é na "sobrevivência", ao invés de um ser um fator "angiogênico", porém 

há estudos que indicam o VEGF-B promove metástase do câncer por meio da 

remodelação da microvasculatura do tumor (Yang e col., 2015; Lacal e Graziani, 

2018). 

 O VEGF-C é altamente expresso durante o desenvolvimento embrionário nas 

regiões onde os vasos linfáticos são formados e sua expressão diminui com a idade 

na maioria dos tecidos, exceto nos linfonodos (Rauniyar e col., 2018). O VEGF-D é 

expresso principalmente no pulmão e na pele durante a embriogênese e desempenha 

um papel na angiogênese e na linfangiogênese (Rauniyar e col., 2018). Nos tumores, 

foi descrito que o VEGF-D promove o crescimento de vasos linfáticos e metástases 

linfáticas (Stacker e col., 2001; Ceci e col., 2020).  

 As ações do VEGF dependem da sua interação com receptores específicos. 

Os receptores de VEGFs (VEGFRs) são clássicos receptores do tipo tirosina quinase 

divididos em: VEGFR-1 (também conhecido como FLT1), VEGFR-2 (também 

conhecido como FLK1 e KDR) e VEGFR-3 (também conhecido como FLT4) 

(Kowanetz e Ferrara, 2006) (figura 8). A ativação de VEGFR-1 está envolvida no 
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recrutamento e regulação de monócitos e na migração de macrófagos (Sawano e col., 

2001). O VEGFR-2 é o receptor predominante nas células endoteliais, mediando a 

sinalização do VEGF que induzirá a angiogênese (Kowanetz e Ferrara, 2006). O 

VEGFR-3 tem um papel importante na linfangiogênese fisiológica e patológica e 

também está envolvido na progressão do tumor (Su e col., 2007; Rauniyar e col., 

2018). A ativação do VEGFR-1 por VEGF-A ou PlGF promove angiogênese 

patológica, como angiogênese tumoral e promove o recrutamento de TAMs que, por 

conseguinte, contribuem na produção de citocinas (Hiratsuka e col., 2001). Muitas 

citocinas e fatores de crescimento podem aumentar a expressão do mRNA de VEGF 

ou induzir a liberação de VEGF. Dentre estes, identifica-se o PDGF, TNF-α, FGF (fator 

de crescimento de fibroblasto), EGF (fator de crescimento epitelial), TGF-β e o IGF-1 

(fator de crescimento de insulina-1) (Brogi e col., 1994). 

 Tanto o PlGF quanto o VEGF-A são capazes de mobilizar células progenitoras 

hematopoiéticas da medula óssea que expressam o VEGFR-1. Durante a 

angiogênese, estes progenitores proliferam e se mobilizam para a corrente sanguínea 

e, juntamente com células progenitoras endoteliais positivas para VEGFR-2, 

contribuem para o crescimento e vascularização dos tumores primários (Lyden e col., 

2001; Hattori e col., 2002). Além de gerar TAMs que favorecem o crescimento tumoral, 

invasividade e escape imunológico, esses progenitores hematopoiéticos derivados da 

medula óssea estão localizados em sitios pré-metastáticos específicos, formando 

aglomerados que alteram microambiente e atraem as células tumorais levando a 

formação de lesões metastáticas (Chen e col., 2017). Além disso, vários fatores 

derivados dos TAMs, como TGF-β, VEGF-A, fator 1 derivado de células estromais 

(SDF-1) e MMP-9 contribuem no nicho pré-metastático e na metástase para a 

mobilização de células mielóides VEGFR-1 positivas (Kaplan e col., 2005; Chen e col., 

2017). A ativação do VEGFR-1 em monócitos e em macrófagos leva à produção de 

fatores angiogênicos como o VEGF-A, FGF, PlGF e MMPs (MMP-9, MMP-3) que 

aumentam a invasão das células tumorais e a formação de metástases (Hiratsuka e 

col., 2002; Rolny e col., 2011; Zhou e col., 2015; Li e col., 2015; Lacal e Graziani, 

2018).  

 O VEGFR-1 está altamente expresso em TAMs e nos macrófagos associados 

a metástases (MAMs) ambos com perfil M2-like (Jetten e col., 2014). Em modelos de 

metástase pulmonar de câncer de mama, os TAMs expressam exclusivamente 

VEGFR-1 sendo este um fator crítico para a metástase, regulando um conjunto de 
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genes relacionados à resposta inflamatória, incluindo o CSF-1 (Qian e col., 2015). 

 A resistência dos tumores às atuais terapias anti-VEGF é frequentemente 

associada a uma alta infiltração de células mielóides (Casazza e col., 2013). 

Evidências pré-clínicas sugerem que a hipóxia resultante da destruição do leito 

vascular, como consequência do tratamento anti-angiogênico, desencadeia o 

recrutamento compensatório de células mielóides que vão promover a angiogênese 

através de mecanismos alternativos (Murdoch e col., 2008; De Palma e Lewis 2013; 

Mantovani e Allavena, 2015). 
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Figura 8 - Membros da família do VEGF e seus receptores 

 
Legenda: A sinalização pro- angiogênica de VEGF-A é mediada por meio da interação com VEGFR-2 

ou VEGFR-1. A forma solúvel de VEGFR-1 (sVEGFR-1) funciona como um receptor, evitando 
a ativação do receptor de membrana. O VEGF-B e o PlGF se ligam apenas ao VEGFR-1, 
desempenhando um papel fundamental na angiogênese patológica e na inflamação. Além 
disso, a ativação do VEGFR-1 contribui para o recrutamento de macrófagos associados ao 
tumor (TAMs) e escape imunológico do câncer. A ativação de VEGFR-1 e VEGFR-2 em 
células tumorais estimula diretamente a migração e a invasão da matriz extracelular (ECM). 
O VEGF-C e o VEGF-D ativam principalmente o VEGFR-3, que é necessário para o 
desenvolvimento e a linfangiogênese patológica.  

Fonte: Adaptado de Ceci e col., 2020. 
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Lipoxinas 

 

 

 As lipoxinas (LX), mediadores lipídicos derivados do ácido araquidônico (AA), 

são eicosanóides gerados a partir de interações entre leucócitos pela indução de vias 

biossintéticas transcelulares durante respostas multicelulares, tais como inflamação, 

aterosclerose e trombose (Serhan e col., 1984). Esses mediadores são 

biossintetizados tanto in vitro como in vivo, em diferentes espécies, pela ação 

sequencial das lipoxigenases (LOX) e de outras enzimas (Godson e col., 2000). As 

LX foram os primeiros mediadores reconhecidos com atividade anti-inflamatória e pró-

resolutiva, podendo também inibir a produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias (Wu e col., 2005, Bonnans e col., 2007). Nos mamíferos, as 

lipoxigenases (LOXs) produzem dois principais produtos, as lipoxinas A4 (LXA4) e B4 

(LXB4) (Zhang e col., 2018).  

 A síntese de LXA4 é induzida por três principais vias sintéticas. A primeira via 

de biossíntese descoberta envolve a cooperação entre células epiteliais, eosinófilos, 

macrófagos e neutrófilos polimorfonucleares (PMN). As enzimas envolvidas são a 15-

LO encontrada em células epiteliais, monócitos e macrófagos, e a 5-LO, encontrada 

em PMN. O ácido araquidônico é inicialmente oxigenado por 15-LO para produzir 15S-

15S (ácido hidroxitetraenóico-HETE). Este é convertido pela 5-LO para um 5S, 6S, 

15S-epoxytetraeno intermediário, que será enzimaticamente transformado em LXA4 

e LXB4. Alternativamente, o LTA4 pode ser convertido pela 15-LO para o 5S, 6S, 15S-

epoxytetraene e, em seguida, para LX (Serhan e col., 1995). Outra via de biossíntese 

de LX é determinada por interações que ocorrem, predominantemente, dentro da 

vasculatura, entre a 5-LO e a 12-LO presente em plaquetas (Edenius e col., 1988). 

Através da síntese de LTA4 a partir da degradação do ácido araquidônico pela 5-LO, 

o LTA4 formado é então convertido em LXA4 e LXB4 pela ação da 12-LO plaquetária 

(Serhan e Sheppard, 1990). 

 Uma terceira via de geração de LX foi descoberta posteriormente e envolve a 

participação da Aspirina®, produzindo uma classe adicional de LX, denominada 15-

epi-LX. Elas são geradas pela acetilação da ciclooxigenase-2 (COX-2) pela Aspirina®. 

A COX-2 acetilada metaboliza o ácido araquidônico a 15R-HETE ao invés de gerar 

prostanóides. O 15R-HETE é então retomado por PMN e convertido em 15R-LXA4, 

também denominado ATL (aspirin-triggered lipoxin), e 15R- LXB4 por uma reação 
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catalisada pela 5-LO (Claria e Serhan, 1995; Romano e col., 2006). Os ATLs possuem 

as mesmas ações que as LX, porém são mais estáveis, exibindo atividade catalítica 

reduzida para inativação da enzima e possuindo assim uma ação mais prolongada 

(Serhan e col., 2008) (Figura 9).  

 A LXA4 e os ATLs atuam principalmente em um receptor acoplado à proteína 

G (GPCR) pertencente à família dos receptores FPR (formylpeptide receptor), que têm 

papel relevante na resposta imune e na inflamação. Há três receptores FPR descritos 

em humanos: FPR1, FPR2/ALX e FPR3 (Ye e col., 2009; Dufton e Perreti, 2010). O 

FPR2/ALX é o receptor ao qual a LX e o ATL se ligam com maior afinidade e  está 

expresso em diversos tecidos, como o baço, pulmão e também em distintos tipos 

celulares, como macrófagos, neutrófilos e microglia. Uma vez ativado, o FPR2/ALX é 

capaz de disparar vias de sinalização específicas para cada tipo celular (Chiang e col., 

2006). As lipoxinas também interagem com outros receptores, como receptor L 

acoplado à proteína 32 (GPR 32), o receptor de Aril-hidrocarbonetos, o receptor de 

estrogênio, tendo também alta afinidade ao receptor de cisteil-leucotrieno (Schaldach 

e col., 1999; Gronert e col., 2001; Russell e col., 2011; Chandrasekharan e col., 2015). 

 A internalização do receptor ALX/FPR2 após a estimulação com LX ocorre de 

maneira tempo-dependente. Os receptores ALX/FPR2 encontram-se, 

predominantemente, na superfície celular e após 5 minutos de estimulação com a LX 

apresentam-se tanto na face externa como na face interna da membrana plasmática. 

Após 15 minutos de estimulação, o ALX/FPR2 é encontrado no endossomo e, 

subsequentemente, no compartimento do endossomo-lisossoma. Após 120 minutos a 

expressão do receptor na superfície é reestabelecida (Mitchell e col., 2002; Maderna 

e col., 2010; Chandrasekharan e col., 2015). 
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Legenda: As três vias de síntese daslipoxinas a partir do ácido araquidônico. 
Fonte: Adaptada de Fierroe Serhan, 2001. 

 

 

Efeito biológico das lipoxinas 

  

 

 As respostas biológicas à LXs incluem a inibição da proliferação de células 

endoteliais vasculares, quimiotaxia de neutrófilos, ativação de monócitos e 

macrófagos e promoção de proliferação de linfócitos B   (Baker e col., 2009; Zhang e 

col., 2019). 

 A lipoxina possui um papel na regulação da apoptose em diferentes tipos 

celulares. O tratamento com a lipoxina em leucócitos é capaz de diminuir a produção 

de peróxido de nitrito e reduzir a apoptose dessas células (Goh e col., 2001; Zhang e 

col., 2019). Além disso, a lipoxina induz a migração e aumenta a sobrevida de 

monócitos humanos, reduzindo a apoptose a partir da regulação de vias de 

Figura 9 - Biossíntese das Lipoxinas e “aspirin-triggered-lipoxins” (ATL) 
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sinalização clássicas como ERK e AKT (Simões e Fierro, 2005, Simões e col., 2010) 

(figura 10).  

 Estudos indicam que as LX e seus análogos têm efeitos inibitórios na 

angiogênese induzida por VEGF nas células endoteliais (Fierro e col., 2002; Cezar-

de-Mello e col., 2008). Também foi relatado que a LX inibe a adesão, a atividade de 

MMP-9 e a proliferação de células endoteliais, presumivelmente através da down 

regulação de VEGFR2 pela SHP-1, uma vez que promoveu a associação desta 

fosfatase com o VEGFR-2 (Cezar-de-Mello e col., 2008)  

 Os estudos desenvolvidos pelo nosso grupo vem demonstrando o papel 

antitumoral da LX, destacando especialmente seu papel seletivo sobre TAMs. 

Mostramos que a lipoxina reduz, seletivamente, nos TAMs, a expressão de 

marcadores M2, como MRC1, CD163, IL-10 e a relação iNOS/Arginase-1, sem afetar 

a expressão destes marcadores em macrófagos M2 clássicos (estimulados com IL- 4) 

Além disso, os dados obtidos no tratamento com lipoxina demostrou o aumento da 

produção de NO e ROS e a apoptose das células tumorais de melanoma humano. Os 

resultados desse estudo mostra um efeito inédito da lipoxina, que induz nos TAMs 

uma mudança de um perfil M2-like para um tipo M1-like, desencadeando assim a 

apoptose de células tumorais e modulando negativamente a progressão do tumor 

(Simões e col., 2017). 

 Além disso, resultados obtidos em modelos  in vivo de melanoma murino, 

observamos que a lipoxina inibe a progressão tumoral,  acompanhada por reversão 

significativa no perfil dos TAMs na massa tumoral e diminuição da angiogênese 

(Simões e col 2017, De-Brito e col., 2019). A lipoxina diminuiu a população de 

monócitos LyC6hi, que dão origem aos TAMs, em diferentes ambientes, como no 

sangue, baço e médula óssea, reduzindo, assim, a infiltração de macrófagos no tumor. 

Esses efeitos foram acompanhados de uma melhora da sobrevida dos camundongos 

e da diminuição do desenvolvimento do tumor (De-Brito e col., 2019).  

 Como as LXs podem atuar de diferentes formas na resolução da inflamação, 

na inibição da angiogênese e da progressão tumoral, esses dados preliminares 

sugerem as LXs como potencial ferramenta terapêutica a ser combinada com outros 

medicamentos antitumorais no tratamento do câncer. Nesse contexto, a investigação 

dos mecanismos moleculares envolvidos na polarização de TAMs, bem como a 

regulação destes mecanismos pela LX podem se tornar importantes alvos no controle 

da progressão tumoral. 
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Legenda: Efeitos das LXs nas principais células do sistema imune. 

Fonte: Adaptado de McMahon e col., 200  

  

Figura 10 - Lipoxinas e seus efeitos 
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1 OBJETIVOS 

 

 

11 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos moleculares e celulares 

envolvidos na polarização de macrófagos associados ao tumor, bem como o efeito da 

lipoxina na modulação destes mecanismos. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Analisar as vias de sinalização envolvidas na polarização de TAMs, 

investigando: 

- a via MAPK/ERK  

- a via PI3K/AKT 

- o fator de transcrição STAT-3. 

b) Investigar o efeito do VEGF na polarização de TAMs; 

c) Investigar o envolvimento da fosfatase SHP1; 

d) Investigar o papel da lipoxina na modulação destes mecanismos moleculares. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Materiais e protocolos 

 

a) DMEM incompleto (1 Litro) 

3,7 g/L de NaHCO3, 

5,2 g/L de HEPES; 

60 mg/L de penicilina; 

100 mg/L de estreptomicina;  

Água destilada q.s.p.;  

Ajustar pH para 7,2 

 

b) DMEM completo  

DMEM Incompleto;  

10% de SFB (Cultilab);  

Ajustar pH para 7,2. 

 

c) RPMI incompleto (1 Litro)  

10,4 g de RPMI-1640 (Invitrogen); 

2,0 g de NaHCO3; 

5,2 g de HEPES; 

Penicilina 104 U/mL (10 mL); 

Estreptomicina 10 mg/mL (10 mL);  

Água Mili-Q q.s.p.; 

Ajustar pH para 7,2. 

 

d) RPMI completo 

RPM incompleto; 

Soro fetal bovino 10% 

Ajustar pH para 7,2. 
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e) PBS (Phosphate Buffered Saline) (1 Litro) – 20X concentrado 

3 M – 175 g de NaCl; 

0,2 M – 27,6 g de NaH2PO4; 

Água destilada q.s.p;  

Ajustar pH para 7,2. 

 

f) Base Salina 10% (200 mL) 

16 g de NaCl; 0,4 g de KCl; 0,4 de KH2PO4; 

4 g de Na2HPO412H2O; 

Água destilada q.s.p. 

 

g) Tripsina 0,15%  

EDTA 0,1% (500 mL) 

0,05 g de EDTA; 

0,02 g de Vermelho de fenol; 0,5 g de Tripsina (Sigma); 

50 mL de Base salina 10%; Água Mili-Q q.s.p. 

 

h) EDTA 5%  

5% de EDTA;  

PBS estérilq.s.p. 

 

i) Hank’s (1 Litro) 

0,4 g de HCl; 

0,06 g de Fosfato de potássio monobásico;  

8,0 g de NaCl; 

0,121 g de Fosfato de sódio dibásico;  

1,0 g de D-glicose; 

0,011 g de Vermelho de fenol;  

0,35 g de Bicarbonato de sódio;  

Água Mili-Q q.s.p.; 

Ajustar pH para 7,2. 
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j) Hank’s10x concentrado (100 mL) 

0,4 g de HCl; 

0,06 g de Fosfato de potássio monobásico; 

8,0 g de NaCl; 

0,121 g de Fosfato de sódio dibásico; 1,0 g de D-glicose; 

0,011 g de Vermelho de fenol; 

0,35 g de Bicarbonato de sódio; 

Água Mili-Qq.s.p.; 

Ajustar pH para 7,2. 

 

k) Hank’s EDTA (100 mL) 

HBSS 1x q.s.p.; 0,146 g de EDTA; 

Ajustar pH para 7,4. 

 

l) Solução de Turk (100mL) 

Cristal violeta (Merck) - q.s.p.; 

2 mL de Ácido acético glacial 2% (Merck)  

Água Mili-Qq.s.p. 

 

m) Solução para Citometria de Fluxo (100 mL) 

2,0 g de BSA; 5mL de SFB; 

0,1 g de Ázida Sódica; 

PBS q.s.p. 

 

n) Acrilamida 30% (100 mL)  

30 g de Acrilamida (GE);  

Água destilada q.s.p. 

 

o) Persulfato de Amônio (APS) 10% (1 mL) 

100 mg de APS (GE);  

Água destilada q.s.p. 
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p) Bis-Acrilamida 1,6% (50 mL) 

0,8 g de Bis-acrilamida (GE);  

Água destilada q.s.p. 

 

q) Tampão do gel de separação pH 8,8 (200 mL) 

36,33 g de Tris (GE) 1,5 M;  

8,0 mL de SDS (GE) 0,4%; 

Água destilada q.s.p. 

 

r) Tampão do gel de entrada pH 6,8 (100 mL) 

Tris (GE) 0,5 M - 6,05 g; 

SDS (GE) 0,4% - 4,0 mL SDS 10%; 

água destilada q.s.p. 

 

s) SDS 10% (100mL) 

SDS (GE) – 10 g;  

Água destilada q.s.p. 

 

t) Tampão de corrida 10x (500 mL)  

7,57 g de Tris (GE) 0,125 M;  

72,1 g Glicina (GE) 1,92 M; 

50 ml SDS (GE) 10%;  

Água destilada q.s.p. 

 

u) Tampão de transferência (3 Litros) 

17,4 g de Tris (GE) 48 mM;  

8,76 g de Glicina (GE) 39 mM; 

Água destilada q.s.p. 

 

v) T-PBS (100 mL) 

50 mL de Tween–20 (GE) 0,05%;  

PBS q.s.p. 
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w) Vermelho de Pounceau (10 mL) 

20 mg de Ponceau Rouge 0,2%;  

300 mg Ácido Tricloroacético 3%;  

Água destilada q.s.p. 

 

x) Gel de poliacrilamida 

 

Gel de Separação 8% 10% 12% 15% 

Tampão 

 

 

2,0 mL 

 

2,0 mL 

 

2,0 mL 

 

2,0 mL 

Acrilamida 30% 2,12 mL 2,65 mL 3,18 mL 3,98 mL 

Bis-Acrilamida 1,6% 1,06 mL 1,33 mL 1,59 mL 1,99 mL 

Água Destilada 2,82 mL 2,03 mL 1,23 mL 30 µL 

Aps 10% 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 

 

y) Gel de entrada 3% 

 

337,5 µL de Acrilamida, 22,2% Bis-acrilamida, 1,6%; 375 µL de Tris-HCl; 

1,82 µL de Água Mili Q; 25 µL de SDS 10%; 

50 µL de APS 10%; 

50 µL de TEMED. 

 

z) Tampão de Lise 

Triton X-100 1%; Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; 

EGTA 2 mM; 

Ortovanadato 10 µL/mL; 

Coquetel de inibidores 1µL/mL (10 µg/µL de aprotinina, 10 µg/µL de leupeptina, 2 

µg/µL de pepstatina e 1 mM de PMSF) 

DNase 1 µL/mL; 

Ajustar o pH para 7,4 ao adicionar o Tris-HCl. 
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aa) Tampão de Amostra (5X) 

Tris-HCl 50 mM, pH 6,8; 

SDS 1%; 

β-mercaptoetanol 5%; 

Glicerol 10%; 

Azul de bromofenol 0,001%;  

Água destilada q.s.p. 

 

 

2.2 Metodologia 

 

 

2.2.1 Linhagens celulares 

 

 

Nos experimentos in vitro, foram utilizadas a linhagem celular de melanoma 

humano MV3, uma linhagem celular de melanoma humano com alto potencial 

metastático (Van Muijen e col., 1991), doada pelo Dr. Cezary Marcienkevickz (Temple 

University PA, EUA) e a linhagem de melanócitos human NGM (N° 0190; tecido: 

epitélio; órgão: pele; tipo: melanócito; patologia: Nevo) obtida do Banco de Células do 

Rio de Janeiro (BCRJ, RJ, Brasil). 

 

 

2.2.2 Cultura de Células 

 

As células NGM e MV3 foram cultivadas em meio de cultura DMEM completo 

(Gibco Invitrogen Corporation), mantidas em cultura a 5% de CO2 e a temperatura 

constante à 37°C. Quando confluentes a cada 2 ou 3 dias, o meio de cultura foi 

renovado e/ou as células foram repassadas. Foi utilizada a solução Hank´s EDTA (5 

nM) para soltar as células MV3 da garrafa de cultura. Nas células NGM foi utilizada a 

tripsina para soltar as células, seguido pela inativação da reação com DMEM 

completo. As células foram centrifugadas a 1.200 rpm durante 10 minutos. O número 
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de células presentes na suspensão celular foi determinado por contagem na câmara 

de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusão por Azul 

de Tripan (Gibco Invitrogen Corporation) 0,2% em PBS. 

 

 

2.2.3 Obtenção do meio condicionado da MV3  

 

 

 A cultura de células MV3 foi mantida como descrito anteriormente. Após três 

dias as células apresentaram confluência o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 

1.200 rpm e armazenado no freezer a -80 ºC até o uso. O meio condicionado 

(M.C.MV3) foi adicionado ao experimento utilizando a diluição 1:1 sempre mantendo 

a mesma concentração de SFB dos demais grupos experimentais. 

 

 

2.2.4 Obtenção de Macrófagos Humanos 

 

 

A obtenção de macrófagos humanos foi feita segundo o protocolo descrito por 

Simões e colaboradores (2017). Os monócitos humanos foram obtidos a partir de 

sangue periférico de doadores sadios, em EDTA 5% (20:1). Após isso, o sangue foi 

adicionado sobre o Ficoll-Hypaque® (1:1) e centrifugado durante 40 minutos (400 x 

g/25°C acc/dcc 2). A camada de células mononucleares foi coletada, lavada com 

solução salina e ressupendida em RPMI-1640 incompleto e cultivadas em placas de 

24 poços. O número de células presentes na suspensão celular foi determinado por 

contagem na câmara de Neubauer. As células foram plaqueadas e incubadas por 40 

minutos a 37 °C. O sobrenadante, contendo linfócitos e plaquetas, foi retirado e 

suplementado com RPMI 10% de SFB (RPMI completo) e foi adicionado à cultura. A 

viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusão por Azul de Tripan (0,2% 

em PBS). Os monócitos foram mantidos em cultura durante sete dias com RPMI 10% 

SFB para a diferenciação em macrófagos, com troca do meio de cultura a cada dois 

dias. 

Para obtenção dos fenótipos específicos, os macrófagos não estimulados (MØ) 
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foram tratados durante 72 horas com LPS (1 µg/µL) + IFN- (100 ng/mL), para 

obtenção do fenótipo M1 e com IL-4 (40 µg/µL) para indução do fenótipo M2. 

 

 

2.2.5 Obtenção de TAMs 

 

 

Para a obtenção dos TAMs, os macrófagos MØ foram incubados com meio 

condicionado derivado de diferentes concentrações de células MV3 (de 3; 5 ou 10x104 

células/ poço) cultivadas por 24 horas ou 72 horas. Os macrófagos incubados com o 

meio condicionado nessas condições tiveram seu perfil fenotípico analisado por 

citometria de fluxo, utilizando marcadores específicos M1 (CD86) e M2 (CD206-PE e 

CD163-APC). A obtenção de TAMs em todos os experimentos foi realizada conforme 

já demonstrado em outros trabalhos do nosso grupo, o meio condicionado proveniente 

da cultura de células de melanoma humano MV3 (3x104 células por poço) durante 72 

horas induz um aumento na expressão de marcadores M2, como CD206 (70,4%) e 

CD163 (37%) quando comparamos com o fenótipo M1 (figura 21). 

 

 

2.2.6 Tratamento com a Lipoxina 

 

 

Macrófagos com diferentes fenótipos (MØ, M1, M2 e TAMs) foram tratados com 

15-epi-LXA4 (LX; 10 nM, ATL – Cayman Chemical), e cultivados em RPMI incompleto 

por diferentes períodos de tempo em estufa à 5% de CO2 e temperatura constante de 

37ºC. Em experimentos com períodos longos de tratamento com a LX, utilizamos o 

protocolo de tratamento descrito por Simões e colaboradores (2017), em que os 

macrófagos polarizados (ou não) nos diferentes fenótipos (MØ, M1, M2 e TAM) foram 

tratados com a LX em RPMI incompleto por 15 minutos para interação da LX com as 

células e, após este tempo, foi adicionado SFB (10%) ao meio de cultura por 72 horas 

adicionais em estufa à 5% de CO2 e temperatura constante de 37ºC. 

Também utilizamos tempos de incubação com a LX mais curtos como 5, 30 e 

60 minutos. Nestes casos os diferentes tipos de macrófagos (MØ, M1, M2 e TAM) 
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foram tratados com a LX por 5, 30 e 60 minutos com RPMI incompleto e após esse 

tempo as análises foram realizadas (figura 11). 

 

 

Figura 11 - Obtenção do Meio Condicionado 

 
 

 

Fonte: A autora, 2021. 
Legenda: Modelo experimental da separação de monócitos até a analise ddos resultados. 

 

 

 

2.2.7 Citometria de Fluxo 

 

 

Para análise do perfil fenotípico, os macrófagos humanos polarizados como 

descrito acima foram retirados da placa por raspagem e ressuspendidos em tampão 

para citometria. Após o bloqueio por 20 minutos no tampão, os macrófagos foram 

marcados com anticorpos específicos CD80-PE e CD86-APC para fenótipo M1 e 

CD206-PE e CD163-APC para o fenótipo M2, de acordo com as especificações do 

fabricante (Biolegend). Em todos os procedimentos, o isotipo controle recomendado 

foi utilizado. 
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2.2.8 Western Blotting 

 

 

Após os diferentes tratamentos, as células foram lisadas em tampão de lise 

RIPA e a quantidade de proteína presente no lisado celular foi determinada pelo 

método de BCA (ThermoScientific®). Posteriormente, foi adicionado 20% de tampão 

de amostra 5 vezes concentrado a cada amostra, sendo estas então fervidas por 5 

minutos para sua desnaturação. 

As amostras foram submetidas à eletroforese (SDS-PAGE) durante 90 minutos 

a 200 V, onde são separadas de acordo com o peso molecular. As proteínas presentes 

no gel foram transferidas para uma membrana de PVDF ou nitrocelulose e bloqueadas 

por 45 minutos com solução de BSA 5% em TBS- Tween 0,1% (T-TBS)- para evitar 

ligações inespecíficas. As membranas foram incubadas overnight a 4 ºC para 

marcação das proteínas alvo , com anticorpo primário específico (AKT 1:1000; 

ACTINA 1:100; ERK1/21:100; SHP-1 1:1000; STAT3 1:1000; pAKT 1:500; pSTAT3 

1:500; pVEGFR1 1:1000, VEGFR1 1:1000). Após 3 lavagens consecutivas de 5 

minutos com T-TBS, as membranas foram incubadas com anticorpos secundários 

conjugados à peroxidase (1:10.000) por 1 hora. As proteínas reativas às marcações 

foram determinadas por um kit de quimiluminescência (kit ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent- GE Healthcare) e as marcações foram visualizadas através do 

aparelho ChemiDoc (BioRAD). As bandas foram quantificadas usando o programa 

ImageJ  versão 1.8.0_172 (NIH/USA). 

 

 

2.2.9 Multiplex 

 

 

A quantidade de VEGF liberado pelas células NGM, MV3, macrófagos e TAMs 

foi avaliada através de um Multiplex utilizando um kit comercial (BioPlex ExP Hy Cyto 

GrP1 6-plex, BioRad). As dosagens seguiram as instruções do fabricante. O 

sobrenadante foi coletado de culturas de células NGM, MV3, macrófagos e TAMs, 

tratados ou não com lipoxina em diferentes concentrações.  
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2.2.10 Análise estatística 

 

 

Os resultados obtidos são expressos como média e erro padrão. Os dados 

foram analisados por teste t de Student ou anova one way, com auxílio do programa 

GraphPadPrism 6 para Windows, do Microsoft Excel 2007 e foram consideradas 

significativas diferenças cujo p ≤ 0,05. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Envolvimento da via da MAPK-ERK 1/2 no efeito da lipoxina 

 

A ativação de ERK está envolvida em diferentes eventos celulares relacionados 

à progressão tumoral. Dados anteriores do nosso grupo descreveram que o papel 

citoprotetor da lipoxina sobre monócitos se dá através da ativação de ERK (Simões e 

col., 2010). Nos resultados mostrados na figura 12A, observamos que os níveis basais 

de fosforilação da ERK não apresentam diferenças estatisticamente significativas 

entre os diferentes fenótipos de macrófagos. Investigamos então, o efeito do 

tratamento por 72 horas com lipoxina sobre a ativação de ERK, através da análise da 

fosforilação, nos diferentes fenótipos de macrófagos (M1, M2 e TAM). A Figura 12B 

mostra que, nestas condições, o tratamento com lipoxina não induziu diferenças 

estatisticamente significativas no perfil de fosforilação da ERK dos macrófagos, MØ, 

M1, M2 ou TAM (figura 12B). 

Uma vez que a lipoxina poderia estar regulando a ativação de ERK em tempos 

mais curtos de tratamento, os macrófagos polarizados para os diferentes fenótipos 

foram tratados com lipoxina por 5, 30 e 60 minutos. Observamos em macrófagos do 

tipo M1 que a lipoxina não alterou significativamente a fosforilação de ERK nessas 

células nos tempos estudados (figura 12C). Contudo, no fenótipo M2, o tratamento 

com lipoxina diminuiu a fosforilação de ERK após 5 minutos de tratamento com a 

lipoxina (figura 12D), que aparentemente retorna aos níveis basais após 30 minutos. 

Para os TAMs, conforme demonstrado na figura 12E, a lipoxina diminuiu os níveis de 

fosforilação de ERK em 5, 30 e 60 minutos em TAMs. Estes resultados sugerem que, 

diferentemente de macrófagos M1, a lipoxina parece agir de maneira seletiva em 

macrófagos que apresentam fenótipo M2, como os tratados com IL-4 e os TAMs, 

reduzindo a sinalização da via MAPK/ERK1/2 nessas células. 
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Figura 12 - Envolvimento da ERK no efeito da lipoxina em macrófagos 

 

Legenda: Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106 cels/poço) durante 7 dias para 
diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Após 72 horas, os macrófagos foram tratadas ou não com ATL (10 nM) por 5, 30, 60 
minutos ou por mais 72 horas. Após os perídodos de tratamento os macrófagos foram lisados 
e a expressão proteica de p-ERK/ERK foi analisada através de WesternBlotting. A- 
fosforilação de ERK em 72 horas de polarização; B – fosforilação de ERK após 72 horas de 
tratamento com a lipoxina; C-E, fosforilação de ERK após 5-60 minutos de tratamento com a 
lipoxina. Resultados são expressos como média ± EP de 3 experimentos realizados 
separadamente. 

Nota:  *, p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01 ***p ≤ 0,001 ****p ≤ 0,0001 
Fonte:  A autora, 2021. 
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3.2 Envolvimento da AKT no efeito da lipoxina em macrófagos 

 

 

Assim como a via MAPK/ERK, a ativação da via da PI3k/AKT está envolvida 

em diferentes eventos celulares relacionados ao desenvolvimento tumoral (Bellacosa 

e col., 1993; Datta e col., 1999; Revathidevi e Munirajan, 2019). A figura 13A mostra 

que não há diferença nos níveis de fosforilação da AKT em macrófagos M1 (p=0,4) e 

M2 (após o tempo da polarização de 3 dias). No entando, observa-se nos TAMs uma 

tendência de aumento na fosforilação da AKT (não estatisticamente significativo: p= 

0,059), quando comparado ao MØ, sugerindo uma maior ativação basal da via 

PI3K/AKT nessas células (após a polarização).  

Na análise da ativação de AKT em tempos mais curtos de tratamento com a 

lipoxina,  a incubação por 5, 30 e 60 minutos não alterou a fosforilação de AKT nos 

macrófagos M1, quando comparados ao controle M1 (Figura 13B). Nos macrófagos 

com perfil M2, a lipoxina diminuiu a fosforilação de AKT após 60 minutos de incubação 

quando comparados aos macrófagos M2 sem tratamento com a lipoxina (figura 13C). 

De maneira inversa, nos TAMs, o tratamento com a lipoxina aumentou a fosforilação 

de AKT após 30 e 60 minutos de tratamento quando comparado ao MØ e TAMs não 

tratados com a lipoxina (figura 13D). 

Estes resultados indicam uma modulação diferencial da sinalização da AKT em 

resposta à lipoxina, dentre os diferentes fenótipos de macrófagos. Os TAMs, apesar 

de apresentarem um perfil M2, respondem à lipoxina de forma diferente dos 

macrófagos M2 ativados por IL-4. 
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Figura 13 - Envolvimento da AKT no efeito da lipoxina em macrófagos 

 

Legenda: Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106 cels/poço) durante 7 dias para 
diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Após 72 horas, os macrófagos foram tratadas ou não com ATL (10nM) por 5, 30, 60 
minutos. Após os períodos de tratamento os macrófagos foram lisados e a expressão proteica 
de p-AKT/AKT foi analisada através de WesternBlotting A- fosforilação de ERK após 72 horas 
de polarização; B-D, fosforilação de ERK após tratamento com a lipoxina (5-60min) 
.Resultados são expressos como média ± EP de três experimentos realizados 
separadamente. 

Nota:  *, p ≤ 0,05 quando comparado ao respectivo controle. 
Fonte:  A autora, 2021. 
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3.3 Envolvimento da STAT3 no efeito da lipoxina  

 

 

O perfil M2-like em TAMs tem sido associado com a ativação de STAT3 em 

diversos tipos tumorais (Sun e col., 2006; Komohara e col., 2008).O perfil de ativação 

da STAT3 foi investigado através dos níveis de fosforilação desta proteína nos 

diferentes fenótipos de macrófagos. Conforme mostrado na figura 14, não houve 

variação na fosforilação da STAT3 em macrófagos M1 e M2, quando comparados ao 

MØ. No entanto, a fosforilação da STAT3 se mostrou aumentada nos TAM, frente ao 

controle MØ.  

  O tratamento com a lipoxina por 72 horas não alterou os níveis de fosforilação 

STAT3 em macrófagos MØ e M2. Por outro lado, nos TAMs detectou-se um aumento 

expressivo na fosforilação da STAT3. Nos TAMs tratados com a lipoxina observou-se 

a manutenção desse aumento na fosforilação quando comparados com macrófagos 

não estimulados. Esses resultados sugerem que a lipoxina é capaz de modular a via 

sinalização via STAT-3 especificamente nos TAMs, sem interferir na ativação desta 

via em outros macrófagos com perfil fenotípico M2 (figura 14). 
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Figura 14 - Envolvimento da STAT3 no efeito da lipoxina 

 
 

 

Legenda: Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106 cels/poço) durante 7 dias para 
diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Após 72 horas, os macrófagos foram tratadas ou não com ATL (10 nM) mais 72 horas. 
Após os perídodos de tratamento os macrófagos foram lisados e a expressão proteica de p-
STAT3/ACTINA foi analisada através de Western Blotting. Resultados são expressos como 
média ± EP de três experimentos realizados separadamente. 

Nota:  *, p ≤ 0,05 quando comparado ao MØ. 
Fonte:  A autora, 2021. 
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3.4 Envolvimento do VEGF sobre o efeito da lipoxina sobre os TAMs 

 

 

Como descrito, no nosso modelo experimental padronizado por Simões e 

colaboradores (2017), a polarização de macrófagos humanos à TAM foi obtida através 

da incubação das células com meio condicionado de células de melanoma humano 

MV3. Os resultados foram obtidos após análise dos fatores solúveis presentes no 

meio condicionado de células de melanoma humano MV3. O ensaio de Multiplex 

mostrou uma alta secreção de VEGF e IL-6, com baixa secreção de MCP-1, quando 

comparado ao meio condicionado de culturas de melanócito NGM. Não foram 

observadas diferenças significativas na liberação de TGF-β entre os meios 

condicionados de NGM e MV3 (figura 15A). 

Conforme demonstrado na figura 15B, observamos que os TAMs secretaram 

altos níveis de VEGF, em comparação aos MØ, o que não é alterado pelo tratamento 

com lipoxina (figura 15B).  
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Figura 15 - Envolvimento do VEGF sobre o efeito da lipoxina sobre os TAMs 

 
 

 

Legenda: A lipoxina não interferiu na liberação de VEGF pelos TAMs. (A) MV3, NGM (1x106 
células/poço) foram cultivados em placas de 24 poços. As citocinas foram analisadas através 
de Multiplex (B) Os monócitos foram cultivados por 7 dias para a diferenciação em 
macrófagos, após isso foram estímulados com meio condicionado (1:1) para a indução do 
perfil TAM. O sobrenadante foi retirado e os TAM foram incubados ou não com ATL (10-100 
nM) por 72 horas, substuindo o meio por RPMI incompleto nas últimas 12 horas. A produção 
de VEGF foi realizada através do ensaio de ELISA. Resultados são expressos como média ± 
DP de 3 experimentos realizados separadamente.  

Nota: *, p ≤ 0,05 quando comparado a MØ. 

Fonte:  A autora, 2021. 

 

 

A partir desses dados, analisamos o possível papel e a participação do VEGF 

nos efeitos da lipoxina sobre os TAMs. Para isso, os macrófagos a serem polarizados 

à TAM foram incubados com o meio condicionado da MV3 na presença do anticorpo 

neutralizante anti-VEGF. Desta maneira conseguimos inibir o efeito do VEGF liberado 

no meio condicionado na indução da polarização de TAMs. Na ausência de VEGF 

durante a polarização, os macrófagos apresentaram um aumento na expressão de 

CD206, um marcador típico de macrófagos M2 (Figura 16, barra preta rachurada), 

assim como macrófagos incubados com meio condicionado de MV3 contendo VEGF 

(figura 16, barra preta). Os resultados indicaram que mesmo na ausência de VEGF os 

macrófagos humanos polarizaram para um perfil M2/TAMs clássico . Macrófagos MØ 

tratados com lipoxina por 72 horas mostraram aumento na expressão de CD206 
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quando comparamos com macrófagos controle (MØbarras brancas) (figura 16), 

confirmando dados da literatura  (Li Y e col, 2011). Conforme descrito pelo nosso 

grupo (Simões e col., 2017), o tratamento com lipoxina por 72 horas modifica o perfil 

dos TAMs polarizados na presença do meio condicionado na MV3 contendo VEGF, 

diminuindo a expressão de CD206 e induzindo um perfil semelhante a macrófagos M1 

(figura 16, barra vermelha). Este efeito da lipoxina não foi observado  em TAMs 

polarizados na ausência de VEGF, onde, não observamos alterações na expressão 

de CD206 quando estas células foram tratadas com LX por 72 horas (figura 16, barra 

vermelha rachurada), sugerindo que o efeito da lipoxina na reversão do fenótipo dos 

TAMs depende das ações do VEGF durante a polarização dos macrófagos para o 

perfil M2/TAM/pró-tumoral. A partir desses resultados, buscamos investigar o papel 

do VEGF sobre a polarização de macrófagos em TAM e sua influência nos efeitos 

antitumorais da lipoxina nessas células. 

 

 

Figura 16 - O efeito da lipoxina nos TAMs é dependente das ações do VEGF durante 

a polarização de TAMs 

 

Legenda: O efeito da lipoxina na polarização dos TAMs é dependente do VEGF. Os macrófagos (1x106 
células) foram estimulados com meio condicionado (1:1) produzido pela MV3 para indução 
do perfil M2-like dos TAMs. Para investigar o papel do VEGF, os macrófagos foram incubados 
com meio condicionado de MV3 (1:1) na presença ou ausência de anticorpo neutralizante 
anti-VEGF (0,1 µg/µL). Após 72 horas, as células foram tratadas ou não com ATL (10 nM) por 
72 horas. As células foram analisadas por citometria de fluxo utilizando marcador para M2 
(CD206-PE). Gráfico representa as células CD206+. Resultados são expressos como média 
± DP de três experimentos realizados separadamente.  

Nota: *, p ≤ 0,05 quando comparado ao MØ; #, p ≤ 0,05 quando comparado ao TAM. 

Fonte:  A autora, 2021. 
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3.5 Participação da STAT3 na modulação da polarização à TAM pelo VEGF 

 

 

A ativação de STAT3 induz a produção de IL-10 e VEGF em TAMs polarizados 

com o meio condicionado de carcinoma hepático (Hasita e col., 2010). Para investigar 

a participação do VEGF na sinalização via STAT3 durante a polarização dos TAMs, 

foi utilizado o anticorpo neutralizante anti-VEGF no processo de polarização. Os 

resultados obtidos neste experimentos (figura 17) mostraram que macrófagos 

polarizados por IL-4, VEGF ou com meio condicionado de MV3 (TAMs), apresentaram 

aumento da fosforilação da STAT3, em relação às células MØe M1. Em contraste, os 

TAMs obtidos com meio condicionado na presença de anti-VEGF não apresentam 

diferença na fosforilação da STAT3 quando comparados aos MØ (p= 0,2) ou aos 

TAMs (p= 0,4). Os dados sugerem que a polarização de macrófagos para um perfil 

TAM / M2-like e a ativação da STAT3 podem  independente do VEGF (figura17). 
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Figura 17 - Participação da STAT3 na indução da polarização TAMs pelo VEGF 

 
 
 

 

 

Legenda: Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106 cels/poço) durante 7 dias para 
diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Para investigar o papel do VEGF, os macrófagos foram incubados com o anticorpo 
neutralizante anti-VEGF (0,1 µg/µL) na presença do meio condicionado de MV3 (1:1). Após 
72 horas, os macrófagos foram lisados e a expressão proteica de p-STAT3 e STAT3 foi 
analisada através de Western Blotting. Os resultados são expressos como média ± EP de 
quatro experimentos realizados separadamente. 

Nota: *, p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, quando comparado ao MØ 

Fonte:  A autora, 2021. 
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3.6 Participação da lipoxina sobre a expressão VEGFR-1 nos macrófagos 

 

 

No microambiente tumoral, os TAMs promovem vascularização pela produção 

de fatores pró- angiogênicos, como VEGF (Wynn e col., 2013). A sinalização de VEGF 

via VEGFR-1 induz o recrutamento de monócitos da medula óssea até o tumor, que 

podem influenciar no início e no crescimento tumoral e na formação se sítios 

metastáticos (Sawano e col., 2001; Kaplan e col., 2005; Muramatsu e col., 2010; Qian 

e col., 2015).  

Uma vez que o efeito da lipoxina sobre os TAMs depende da presença do 

VEGF durante a polarização dos TAMs, investigamos a ativação do VEGFR-1 nestas 

células. Conforme mostrado na figura 18, o tratamento com a lipoxina não afetou de 

maneira significativa a fosforilação do VEGFR1 nos macrófagos MØ (p=0,2), M1 

(p=0,2) e M2 (p=0,7), contudo em todos esses fenótipos, e em macrófagos M1, a 

lipoxina tende a aumentar a fosforilação do VEGFR1 (figura 18). Em contraste, de 

maneira bem interessante, nos TAMs, o tratamento com lipoxina diminuiu a 

fosforilação do VEGFR-1, destacando o efeito seletivo da lipoxina em TAMs (figura 

18). 

 

 

3.7 Participação da lipoxina sobre a expressão de SHP1 em macrófagos 

 

 

 A SHP-1 é uma proteína fosfatase que regula a fosforilação do receptor do 

VEGF (Huang e col., 1999). Dados anteriores do nosso grupo mostram que a lipoxina   

regula a ativação do VEGFR em células endoteliais através da regulação da ativação 

de SHP-1 (Cezar-de-Melo e col., 2008). Através da avaliação da expressão de SHP-

1 em macrófagos tratados ou não com lipoxina, observamos que macrófagos com 

perfil M1 apresentaram menor expressão de SHP-1. Em contrapartida, os macrofágos 

M2 e TAMs, apesar de não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

em relação aos controles, claramente têm uma menor expressão da SHP-1 quando 

comparado aos MØ(figura 19) (p=0,1 em ambos os perfis quando comparado ao MØ). 

Interessantemente, o tratamento com a lipoxina aumentou a expressão de SHP-1 
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apenas em TAMs, sem afetar a expressão desta fosfatase nos outros fenótipos. Estes 

dados sugerem que a SHP-1 parece ser regulada de diferencialmente pela lipoxina 

nos TAMs, podendo estar envolvida nos efeitos anti-tumorais da lipoxina nessas 

células. 

 

 

Figura 18 - Participação da lipoxina sobre a expressão VEGFR-1 nos macrófagos 

 

Legenda Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106
 cels/poço) durante 7 dias para 

diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Após 72 horas, os macrófagos foram tratadas ou não com ATL (10 nM) mais 72 horas. 
Após os perídodos de tratamento os macrófagos foram lisados e a expressão proteicade p-
VEGFR1 e VEGFR1 foi analisada através de Western Blotting. Resultados são expressos 
como média ± EP de 3 experimentos realizados separadamente. 

Nota:  *, p ≤ 0,05 quando comparado ao TAM. 
Fonte:  A autora, 2021. 
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Figura 19 - Participação da lipoxina sobre a expressão de SHP-1 em macrófagos 

 

 
 

Legenda: Monócitos foram cultivados em placa de 24 poços (106 cels/poço) durante 7 dias para 
diferenciação em macrófagos. Após esse período, os macrófagos foram estimuladas com 
LPS (1 μg/mL) + IFN -ɣ (100 ng/mL) (M1), IL-4 (40 ng/mL) (M2) e meio condicionado de MV3 
(TAM). Após 72 horas, os macrófagos foram tratadas ou não com ATL (10 nM) mais 72 horas. 
Após os perídodos de tratamento os macrófagos foram lisados e a expressão proteica de 
SHP-1 e da ACTINA foram analisadas através de Western Blotting. Resultados são expressos 
como média ± EP de 4 experimentos realizados separadamente. 

Nota: *, p ≤ 0,05 quando comparado ao MØ; #, p ≤ 0,05 quando comparado ao TAM. 
Fonte:  A autora, 2021. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

 A interface entre câncer e a resposta inflamatória vem ganhando destaque na 

literatura, e neste cenário, os TAMs, células do sistema imune com diferentes funções 

durante o desenvolvimento tumoral, surgem como importantes alvos no controle do 

câncer. Apesar do seu papel bem elucidado no microambiente tumoral, ainda não 

estão claros os mecanismos moleculares que regulam o perfil funcional dos TAMs na 

progressão tumoral.  

 Classicamente, a lipoxina é um mediador lipídico da resolução do processo 

inflamatório capaz de induzir a mudança do perfil M1/pró-inflamatório para um perfil 

M2/pró-resolutivo em macrófagos (Li e col., 2011). Recentemente, nosso grupo 

demonstrou, de maneira inédita, que a lipoxina apresenta uma potente ação 

antitumoral ao alterar o perfil de M2/TAMs para um fenótipo citotóxico que diminui a 

progressão neoplásica, semelhante ao perfil M1/pró-inflamatório. Interessantemente, 

estes efeitos em M2/TAMs se mostram seletivos aos TAMs, uma vez que a lipoxina 

não altera o perfil M2/IL4 clássico (Simões e col., 2017). A partir desses resultados, 

hipotetizamos que essa regulação diferencial da lipoxina sobre os TAMs poderia ser 

consequência da modulação de vias de sinalização distintas nos diferentes perfis de 

macrófagos. Diante disso, neste trabalho objetivamos estudar as diferentes vias de 

sinalização relacionadas com a polarização de macrófagos a fim de obter um melhor 

entendimento sobre os mecanismos que regulam a ação da lipoxina sobre os TAMs 

e, consequentemente, na progressão tumoral. 

 Já é relatado na literatura que membros da família MAPK, como ERK, JNK e 

p38, são ativados e medeiam a diferenciação de macrófagos (Yang e col., 2013). Tem 

sido mostrado que a ativação de ERK está relacionada com a polarização M2 dos 

TAM contribuindo para a progressão tumoral. Zhang e colaboradores (2013) 

sugeriram que a ativação tardia de ERK é necessária para diferenciação monócito-

macrófago e quando bloqueada no estágio inicial dessa diferenciação inibe 

especificamente a polarização à M2 (Zhang e col., 2013). Além disso, Cheng e 

colaboradores (2018) mostraram que a PKN2, uma serina/treonina proteína-quinase 

da subfamília PKC, modula negativamente a fosforilação de ERK1/2, levando assim a 

uma menor expressão de IL-10 e IL-4, reduzindo a polarização dos TAMs para o 
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fenótipo M2 (Cheng e col., 2018).  

 Corroborando os dados da literatura, nossos resultados revelaram que em 

TAMs e macrófagos M2/IL4, mas não em macrófagos M1, a lipoxina reduz a 

fosforilação da ERK nos tempos iniciais de incubação, sugerindo que a lipoxina atua 

de maneira semelhante nos macrófagos M2/IL-4 e TAMs na regulação de ERK. No 

entanto, a fosforilação de ERK volta aos níveis normais após 30 minutos em 

macrófagos M2/IL4, enquanto se mantém inibida até 60 minutos em TAMs, sugerindo 

um efeito da lipoxina seletivo e mais prolongado em TAMs. Dados anteriores do nosso 

grupo, mostraram que a lipoxina altera o perfil M2-like dos TAMs para um perfil M1-

like após 72 horas de tratamento (Simões e col., 2017). Sugerimos que, apesar de 

não encontrarmos diferença na fosforilação de ERK após 72 horas de incubação, a 

inibição precoce da fosforilação de ERK, se mantendo sustentada até 60 minutos, 

pode contribuir para os efeitos iniciais da lipoxina na indução do perfil M1 de TAMs de 

maneira seletiva.  

 A via de sinalização canônica da PI3K/AKT converge sinais inflamatórios e 

metabólicos para regular as respostas de macrófagos, modulando seu fenótipo de 

ativação. A ativação desta via é fundamental na restrição de respostas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias de macrófagos (Vergadi e col, 2017). Covarrubias e 

colaboradores (2015) demonstraram que a ativação de AKT é necessária para a 

polarização M2.  A ativação ou super expressão de PI3K/AKT em macrófagos reduz 

a ativação por LPS, enquanto a inibição da PI3K aumenta a expressão de iNOS e a 

produção de óxido nítrico, promovendo respostas de macrófagos do tipo M1 (Díaz-

Guerra, 1999). Mais recentemente, Shrivastava e colaboradores (2018) revelaram 

ainda que a oncostatina M, uma citocina da família da IL-6, leva à polarização M2 em 

macrófagos via ativação do complexo de sinalização mTOR 2 (mTORC2) dependente 

de AKT1. Por outro lado, foi visto que isoformas PI3K e AKT também podem contribuir 

para a polarização M1. O complexo TSC/mTORC1 é um efetor downstream da via 

PI3K/AKT que pode ser ativado por estímulos, desempenhando um papel de 

coordenação de sinais metabólicos e inflamatórios e determinando o fenótipo M1 em 

macrófagos (Galván-Pena e O´Neill, 2014). Em nossos resultados não observamos 

alterações na fosforilação da AKT nos macrófagos M1 (LPS + IFN-γ) tratados com 

lipoxina, enquanto nos macrófagos M2/IL-4 a lipoxina reduziu a fosforilação da AKT 

após 60 minutos de tratamento. Por outro lado, o efeito da lipoxina nos M2/TAMs, foi 

oposto ao que ocorreu nos macrófagos M2/IL-4, aumentando a fosforilação de AKT 
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após 30 minutos de tratamento. Estes resultados sugerem que a AKT possa ser 

diferentemente regulada nos TAMs, o que poderia contribuir para o efeito seletivo da 

lipoxina nessas células. Assim, a lipoxina poderia estar induzindo a polarização dos 

TAMs a um perfil M1 através da ativação da via PI3k/Akt, enquanto manteria o perfil 

M2 em macrófagos M2/IL4 através da diminuição da fosforilação de AKT.  

 Diante desses resultados, sugerimos que a ativação da via PI3K/AKT pela 

lipoxina em TAMs possa estar relacionada com a ativação de diferentes proteínas 

associadas, tais como TORC1/2, normalmente associadas ao perfil M1 (Vergadi e col, 

2017). No entanto, mais estudos devem ser realizados para esclarecer o envolvimento 

da via AKT / TORC1/2.  

 Investigamos também o envolvimento da STAT3 nos diferentes perfis de 

macrófagos e sua possível regulação pela lipoxina nos TAMs. A fosforilação de STAT3 

é essencial para sua ativação e este fator de transcrição regula passos cruciais na 

tumorigênese (Kamran e col., 2013). Em diversos tipos de tumores, a ativação de 

STAT3 está relacionada à polarização M2 (Rébé e col., 2019). Corroborando esses 

dados, observamos que ambos os perfis M2/IL-4 e TAM apresentam a fosforilação de 

STAT3 aumentada em comparação ao perfil M1 ou controle. Já nos macrófagos M1 

tratados com lipoxina observou-se um aumento da expressão de p-STAT3 que, 

embora não esteja estatisticamente significativo (p=0,2), sugere um perfil de ativação 

diferente dos anteriores. 

Nossos resultados obtidos mostram que o tratamento com a lipoxina aumentou 

a fosforilação de STAT3 nos TAMs. Estes dados contrastam com trabalho anterior de 

Li e colaboradores (2011) mostrando que nas células U937 diferenciadas com MCP-

1 e M-CSF, que apresentaram um perfil semelhante ao TAM, o tratamento com a 

lipoxina diminuiu a fosforilação de STAT3. Tem sido relatado que a STAT3 pode, na 

mesma célula, modular respostas tanto pró- como anti-inflamatória (Hutchins e col., 

2013). Tanto a citocina pró-inflamatória IL-6 como a citocina anti-inflamatória IL-10 

ativam a STAT3, gerando, porém respostas celulares diferentes. Utilizando um 

modelo computacional de sinalização de IL-6 e IL-10, foi demonstrado que a 

estimulação do receptor da IL-6 resulta na ativação transitória de STAT3, enquanto a 

sinalização induzida por IL-10 leva a ativação sustentada de STAT3 (Braun e col., 

2013). Além disso, dados anteriores publicados pelo nosso grupo mostraram que a 

lipoxina diminui a secreção de IL-10 pelos TAMs, sugerindo que a ativação da STAT3 

pela lipoxina não estaria relacionada com a secreção de IL-10 (Simões e col., 2017).  
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Mostramos que o meio condicionado da MV3 que polariza o fenótipo do TAM 

tem uma alta concentração de IL-6, assim, sugerimos que o efeito da lipoxina em 

aumentar a ativação da STAT3 poderia estar regulando as atividades pró-inflamatória 

contribuindo para o switch da modulação do perfil M2-like dos TAMs pra M1-like. 

Simões e colaboradores (2017) demonstraram que a lipoxina modula o perfil 

M2-like dos TAMs em direção a um perfil M1-like diminuindo a expressão de 

marcadores M2 como CD206 e CD163 e alterando funcionalmente esses TAMs que 

exercem um papel antitumoral. Em nossos resultados vimos que a polarização de 

TAMs na presença de anticorpo neutralizando anti-VEGF impediu o efeito da lipoxina 

sobre a diminuição da expressão de CD206. Observamos, contudo, que TAMs 

polarizados na ausência de VEGF mantiveram o perfil M2 com expressão de CD206. 

Estes resultados sugerem que as ações do VEGF durante a polarização são 

necessárias para os efeitos antitumorais da lipoxina sobre o perfil fenotípico de TAMs. 

Os TAMs polarizados na ausência do VEGF parecem apresentar um perfil M2 

diferente do observado nos TAMs polarizados na presença do VEGF. Contudo, mais 

experimentos são necessários para investigar se outros marcadores M2, como o 

CD163, também seriam mantidos nestas condições, além de investigar possiveis 

alterações funcionais nesses TAMs. 

Para entender melhor a relação entre as ações do VEGF e os efeitos 

antitumorais da lipoxina nos TAMs, nossos resultados mostraram inicialmente, que a 

MV3 secreta altos níveis de VEGF e que a lipoxina não afeta a secreção de VEGF 

pelos TAMs, sugerindo, assim, que seu efeito anti-tumoral poderia ser decorrente da 

regulação na via de sinalização do VEGF liberado pelas células tumorais sobre os 

TAMs. Além disso, a neutralização do VEGF presente no meio condicionado da MV3 

não alterou a ativação da STAT3, sugerindo que a sinalização da STAT3 não parece 

estar associada à sinalização do VEGF em TAMs. 

Um estudo recente mostrou que a expressão de VEGFR2 em TAMs está 

aumentada em tumores de pacientes com câncer colorretal (Min e col., 2021). Além 

disso, ensaios in vitro, demonstraram que a função inibidora de macrófagos M2 é 

parcialmente dependente da via de sinalização VEGF/VEGFR2. Nossos experimentos 

não conseguiram detectar a expressão de VEGFR2 nos TAMs, corroborando outros 

dados da literatura que demonstram que o VEGFR1 é o receptor de VEGF mais 

expresso em macrófagos (Barleon e col., 1996; Qian e col., 2015).  
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Nos tumores, os macrófagos M2 promovem a vascularização pela produção de 

fatores pró-angiogênicos, como VEGF (Wynn e col., 2013). Muitos estudos relataram 

a expressão dos receptores de VEGF em TAMs. Por exemplo, o RNA mensageiro de 

VEGFR-1 é encontrado em monócitos humano extraídos de sangue periférico (Lacal 

e Graziani, 2018). Além disso, a atividade da tirosina quinase de VEGFR-1 é 

importante para a migração de macrófagos induzida por VEGF (Barleon e col, 1996). 

Sawano e colaboradores (2001) demonstraram ainda que o receptor VEGFR-1 é 

expresso na superfície de monócitos e aumenta durante a diferenciação de linhagem 

monócito-macrófago, sugerindo que VEGFR-1 pode ser um marcador de superfície 

celular em macrófagos. Ao analisar o perfil de ativação de VEGFR1 nos diferentes 

perfis de macrófagos, observamos que a lipoxina reduziu a expressão desse receptor 

apenas nos TAMs. Este resultado sugere que a lipoxina, conhecida como um 

mediador anti-angiogênico, possa estar exercendo seus efeitos sobre os TAMs 

modulando a mudança do perfil M2-like para um perfil M1-like através da inibição da 

sinalização via VEGF/VEGFR1.  

Têm sido relatado que o VEGF-A é capaz de mobilizar células progenitoras 

hematopoiéticas da medula óssea (Hattori e col., 2002). Essas células, que 

expressam o VEGFR-1, residem em nichos específicos da medula óssea, onde 

proliferam, e então se mobilizam para a corrente sanguínea durante a angiogênese. 

Desta forma, as células hematopoieticas e endoteliais contribuem para o crescimento 

e vascularização dos tumores primários (Lyden e col., 2001; Hattori e col., 2002). Além 

de gerar TAMs que favorecem o crescimento tumoral, invasividade e fuga 

imunológica, esses progenitores hematopoiéticos derivados da medula óssea estão 

localizados em locais pré-metastáticos específicos, formando aglomerados que 

alteram o microambiente e atraem as células tumorais levando a formação de lesões 

metastáticas. Além disso, fatores derivados de macrófagos M2, como TGF-β, VEGF-

A, SDF-1 (fator 1 derivado de células estromais) e MMP-9 contribuem para o nicho 

pré-metastático e metástase por mobilização de células mielóides positivas para 

VEGFR-1 (Kaplan e col., 2005; Chen e col., 2017). Também foi demonstrado que a 

expressão de VEGFR-1 é regulada positivamente em macrófagos associados a 

metástases (MAMs) (Qian e col., 2015). Em modelos de metástase pulmonar de 

câncer de mama, os MAMs expressam exclusivamente VEGFR-1 sendo um fator 

crítico para a metástase, regulando um conjunto de genes relacionados à resposta 
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inflamatória, incluindo o CSF-1 (Qian e col., 2015). Em conjunto, todos esses dados 

sugerem que a lipoxina, ao diminuir a fosforilação de VEGFR-1, possa estar envolvida 

na diminuição dos efeitos pró-tumorais dos TAMs nos vários momentos da progressão 

tumoral, como migração e metástase. Mais estudos se fazem necessários para 

confirmar esta hipótese. 

Em macrófagos murinos estimulados por LPS, a ativação de SHP-1 inibe a 

indução iNOS e a secreção de TNF (Hardin e col,2006). Também foi visto que 

macrófagos de camundongos knockout para SHP-1 produzem maiores quantidades 

de IL-6 em resposta ao LPS (Rego e col., 2011), sugerindo que a ativação de SHP-1 

restringe a indução do perfil pró-inflamatório M1 (Kozicky e Sly, 2015). De forma 

contrastante, outro estudo mostrou que a atividade de SHP-1 estaria associada à 

maior produção de IL-12 e IL-6 em macrófagos estimulados com LPS (Zhou e col., 

2010; Rego e col., 2011). Em estudo mais recente, Busca e colaboradores (2018) 

descreveram que a sinalização downstream de TLR4 estaria associada à indução do 

complexo SHP-1/Src em macrófagos (Busca e col., 2018). Anteriormente, nosso 

grupo demonstrou que a lipoxina inibe a ativação de VEGFR2 em células endoteliais 

através da ativação de SHP-1, promovendo um efeito anti-angiogênico (Cezar- de-

Melo e col., 2008).  

Nossos resultados mostraram que o processo de polarização de macrófagos 

para perfis M1, M2 e TAMs diminui os níveis de expressão de SHP-1. De maneira 

elegante e bem interessante, mostramos que a lipoxina aumenta os níveis de SHP-1 

apenas nos TAMs, sem modificar os níveis da fosfatase em macrófagos M1 e M2. Em 

conjunto, esses dados sugerem que a o aumento da expressão e a ativação de SHP-

1 estaria envolvida nos efeitos da lipoxina na modulação da polarização de TAMs. 

Possivelmente, como mostrado anteriormente (Cezar-de-Melo e col., 2008) a lipoxina 

promoveria em macrófagos a associação da SHP-1 ao VEGFR1, diminuindo assim a 

sinalização induzida pelo VEGF e, consequentemente, promovendo respostas 

antitumorais como inibição da progressão tumoral e angiogênese. Mais estudos estão 

sendo elaborados para reforçar nossa hipótese.  

Foi reportado que a diminuição da expressão ou atividade de SHP-1 resulta no 

aumento da atividade da JAK (Janus quinase) levando ao crescimento anormal de 

células tumorais (Wu e col., 2003). Além disso, a ativação de STAT3 ativa diretamente 

a produção de VEGF, enquanto a SHP-1 regula negativamente STAT3 em vários tipos 
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de cânceres (Niu e col., 2002; Wei e col., 2003; Witkiewicz e col., 2007; Liu e col., 

2014). Em estudo utilizando um modelo de câncer de mama triplo negativo (TNBC), 

caracterizado por um comportamento mais agressivo e maior probabilidade de 

metástases, foi demostrado que o inibidor de VEGFR, Regorafenibe, suprimiu o 

potencial metastático das células TNBC através do mecanismo dependente da 

inibição da via SHP-1/p-STAT3/VEGF-A (Su e col., 2016). Ao comparar estes dados 

da literatura com os dados obtidos em nosso trabalho, vimos um efeito oposto daquele 

esperado inicialmente. Nos TAMs, a lipoxina aumentou tanto a fosforilação da STAT3 

quanto a expressão de SHP-1, reforçando que não há a associação da SHP-1 com a 

STAT3 no efeito da lipoxina em TAMs. No entanto, mais estudos precisam ser 

realizados para sustentar essa hipótese.  

Chen e colaboradores (2017) observaram que a sinalização STAT3 é critica 

para a polarização M2 dos macrófagos no tumor e para a formação do nicho pré-

metastático. O crosstalk de TAMs com células mielóides positivas para VEGFR1 é 

dependente de STAT3, uma vez que ao silenciar STAT3, foi observado a diminuição 

da migração desses TAMs VEGFR1+ (Chen e col., 2017). Diante disso, ao comparar 

o efeito da lipoxina em duas vias de sinalização estudada neste trabalho, temos que 

a lipoxina não altera a ativação de STAT3 na presença do anticorpo neutralizante para 

o VEGF, excluindo a associação dessas vias de sinalização.  

Dessa forma, este trabalho sugere que a SHP-1 pode estar envolvida nos 

efeitos da lipoxina sobre a modulação da polarização M2-like nos TAMs para um perfil 

M1-like, possivelmente pela redução da sinalização induzida por VEGFR1, 

promovendo respostas antitumorais como inibição da progressão tumoral, metátase e 

angiogênese, entretanto mais estudos são necessários a fim de reforçar esta hipótese 

(figura 20).  
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Figura 20 - O efeito de diferentes vias de sinalização envolvidas na polarização dos 

TAMs 

 

 

 

 

 
Legenda: O efeito de diferentes vias de sinalização envolvidas na polarização dos TAMs. Os TAMs 

possuem um perfil M2-like ativado por citocinas como IL-4 e IL-10 contribuem para a 
progressão tumoral. Nessas células o VEGF se liga ao seu receptor e induz efeitos 
protumorais como a angiogênese. O tratamento com a lipoxina é capaz de diminuir a 
expressão do VEGFR-1 e aumentar a fosforilação de AKT, STAT3 e SHP-1. 

Fonte: A autora, 2021.  
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CONCLUSÃO 

 
 
 Em nosso trabalho, através da análise dos mecanismos moleculares, 

concluímos que: 

 

a) A lipoxina diminui a fosforilação de ERK nos TAMs e nos macrófagos M2;  

b) A lipoxina aumenta a fosforilação de AKT apenas nos TAMs; 

c) O efeito antitumoral da lipoxina é seletivo e dependende das ações prévias do 

VEGF, reduzindo a expressão de marcadores M2 apenas nos TAMs; 

d) Lipoxina aumenta a expressão de SHP-1 e a fosforilação de VEGFR1. 

 

Nossos dados demonstraram que a lipoxina modula diferencialmente a sinalização 

de TAMs inibindo a ativação de VEGFR possivelmente via SHP-1. Estes resultados 

podem contribuir para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 

progressão tumoral. 
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APÊNDICE – Figuras da metodologia 
 
 

 

 
 

 
 
Legenda: Obtenção do Meio Condicionado. Células MV3 (3-10x104 células/poço) foram cultivadas em 

placas de 24 poços por 3 dias. O sobrenadante produzido foi centrifugado e congelado a -
80ºC. Os monócitos (1x106 células) diferenciados em macrófagos após 7 dias de incubação 
foram estimulados por 3 dias adicionais com: LPS (1 µg/µL) e IFN-y (100 nM) para indução 
de um perfil M1; com IL-4 (40 µg/µL) para obtenção de um perfil M2. Para a indução de 
TAMs, os macrófagos foram incubados por 3 dias com meio condicionado (1:1) derivado de 
células MV3 (3, 5 ou 10 x 104 cels.) cultivadas durante 24 horas ou 72 horas. Após esse 
tempo, o perfil dos macrófagos foi analisado por citometria de fluxo utilizando os marcadores 
CD86 (M1) e CD163-APC (M2). Resultado representativo de dois experimentos diferentes. 

Fonte: A autora, 2021. 

 
 

Figura 21 - Padronização do meio condicionado 


