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RESUMO 

O melanoma é a neoplasia maligna originária dos melanócitos, sendo a mais agressiva e com 

maior taxa de mortalidade dentre as neoplasias cutâneas. A homeostase dos melanócitos é 

controlada pela interação com os queratinócitos mediada pela expressão de E-caderina. A 

transição epitélio-mesenquimal (TEM), processo associado a progressão em neoplasias 

epiteliais, é caracterizada pela mudança de um fenótipo epitelial para mesenquimal, com a 

redução de expressão de E-caderina e aumento de N-caderina. Nos melanomas a ocorrência e 

papel da TEM, apesar de observada com algumas similaridades, permanece em discussão 

devido a origem embriológica não-epitelial dos melanócitos e a alta heterogeneidade 

histológica e molecular dos melanomas. Os mecanismos de regulação da TEM são amplamente 

estudados, devido a seu importante papel na progressão neoplásica, tendo sido sugerido que a 

metformina tem potencial de inibição da sua ocorrência. Assim, neste trabalho investigamos os 

efeitos da metformina sobre a TEM nas linhagens celulares de melanoma humano A-375 e 

melanoma murino B16-F10 bem como a relação entre marcadores associados a TEM e a 

formação de metástases em modelo experimental in vivo de melanoma em camundongos 

C57BL/6. Para os experimentos in vitro as linhagens foram cultivadas, tratadas com 0mM 

(controle), 0,5mM ou 5mM de metformina, e avaliada a viabilidade celular, pelo ensaio de 

MTT, expressão gênica de marcadores da TEM e de diferenciação celular por RT-qPCR, 

avaliação do potencial invasivo e migratório pelos ensaios de matrigel e cicatrização de feridas. 

Para avaliação da colonização pulmonar as células B16-F10 cultivadas e tratadas in vitro foram 

inoculadas via veia caudal em camundongos C57BL/6 que foram acompanhados por 20 dias. 

Os animais foram eutanasiados e os focos metastáticos no pulmão avaliados, bem como a 

expressão imuno-histoquímica de E-caderina, N-caderina, ZEB1, ZEB2, Twist, Vimentina, 

Nanog, Sox10 e CDC47 nas áreas de metástases pulmonares. Nos ensaios in vitro, o tratamento 

com a metformina não impactou a viabilidade celular em 24 horas de tratamento, porém no 

tempo de 48 horas o tratamento com 5mM reduziu significativamente o metabolismo celular 

em ambas as linhagens em relação aos respectivos controles. A expressão gênica de CDH1, 

CDH2, Snail, ZEB1, ZEB2, OCT3/4, Nanog e miR200-c não apresentou alterações 

significativas com as concentrações utilizadas em nenhuma das linhagens estudadas, já o 

potencial migratório de ambas as linhagens foi reduzido frente ao tratamento com as duas 

concentrações da metformina. No modelo in vivo, observou-se formações metastáticas em 

apenas 10% (1/10) dos animais que receberam as células tratadas com 5mM de metformina 

enquanto nos que receberam células sem tratamento prévio ou tratadas apenas com 0,5mM 

100% dos animais apresentaram desenvolvimento de metástases pulmonares. Além disso as 

formações observadas no grupo que recebeu células tratadas com 5mM de metformina eram 

menores do que as observadas nos outros grupos. Observou-se ainda a redução da expressão 

proteica de N-caderina, vimentina, CDC47, ZEB2 e Sox10 nas metástases de células 

previamente tratadas com 5mM. Os resultados indicam que as proteínas envolvidas na TEM, 

aparentemente, possui papel importante na migração e desenvolvimento de metástases em 

modelos experimentais de melanoma, evidenciado pela inibição farmacológica com 

metformina.  

Palavras-chave: Experimentação Animal. Linhagem Celular Tumoral. Metástase Neoplásica. 

Metformina. Neoplasias.  

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Melanoma is the malignant neoplasm originating from melanocytes, being the most aggressive 

and with the highest mortality rate among skin neoplasms. Melanocyte homeostasis is 

controlled by the interaction with keratinocytes mediated by E-cadherin expression. Epithelial-

mesenchymal transition (EMT), a process associated with progression in epithelial neoplasms, 

is characterized by the change from an epithelial to mesenchymal phenotype, with a reduction 

in E-cadherin and an increase in N-cadherin expression. In melanomas, the occurrence and role 

of EMT, although observed with some similarities, remains under discussion due to the non-

epithelial embryological origin of melanocytes and the high histological and molecular 

heterogeneity of melanomas. The regulatory mechanisms of EMT are widely studied, due to its 

important role in neoplastic progression, and it has been suggested that metformin has the 

potential to inhibit its occurrence. Thus, in this work we investigated the effects of metformin 

on EMT in human melanoma A-375 and murine melanoma B16-F10 cell lines as well as the 

relationship between EMT-associated markers and the formation of metastases in an in vivo 

experimental model of melanoma in C57BL/6 mice. For the in vitro experiments, the cell lines 

were cultivated, treated with 0mM (control), 0.5mM or 5mM metformin, and cell viability was 

evaluated by the MTT assay, gene expression of EMT markers and cell differentiation by RT-

qPCR , assessment of invasive and migratory potential by matrigel and wound healing assays. 

To evaluate lung colonization, B16-F10 cells cultured and treated in vitro were inoculated via 

the caudal vein into C57BL/6 mice that were followed for 20 days. The animals were euthanized 

and the metastatic foci in the lung were evaluated, as well as the immunohistochemical 

expression of E-cadherin, N-cadherin, ZEB1, ZEB2, Twist, Vimentin, Nanog, Sox10 and 

CDC47 in the areas of lung metastases. In in vitro assays, treatment with metformin did not 

impact cell viability at 24 hours of treatment, but at 48 hours, treatment with 5mM significantly 

reduced cell metabolism in both cell lines in relation to the respective controls. The gene 

expression of CDH1, CDH2, Snail, ZEB1, ZEB2, OCT3/4, Nanog and miR200-c did not show 

significant changes with the concentrations used in any of the studied cell lines, since the 

migratory potential of both cell lines was reduced against the treatment with the two 

concentrations of metformin. In the in vivo model, metastatic formations were observed in only 

10% (1/10) of the animals that received cells treated with 5mM of metformin, while in those 

that received cells without previous treatment or treated with only 0.5mM, 100% of the animals 

showed development of lung metastases. In addition, the formations observed in the group that 

received cells treated with 5mM metformin were smaller than those observed in the other 

groups. A reduction in the protein expression of N-cadherin, vimentin, CDC47, ZEB2 and 

Sox10 was also observed in the metastases of cells previously treated with 5mM. The results 

indicate that proteins involved in TEM apparently play an important role in the migration and 

development of metastases in experimental models of melanoma, as evidenced by 

pharmacological inhibition with metformin. 

Keywords: Animal Experimentation. Cell Line, Tumor. Metformin. Neoplasm Metastasis. 

Neoplasms. 
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1. INTRODUÇÃO 

 No Brasil, o câncer de pele é o mais frequentemente diagnosticado, representando 30% 

das neoplasias malignas registradas. O melanoma, apesar de representar apenas 3% dessas 

neoplasias, possui grande importância clínica, pois é reconhecida como uma das principais 

causas de morte por câncer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2020). Esse tipo 

neoplásico, que é caracterizado pela proliferação anormal de melanócitos, pode acometer além 

da pele sítios como mucosas, trato uveal dos olhos e leptomeninges (SCHATTON; FRANK, 

2008). 

 A homeostase dos melanócitos não neoplásicos é regulada principalmente pela interação 

com as células epiteliais de revestimento cutâneo, mediada pela molécula de adesão E-caderina 

(HSU et al., 1996). Durante a progressão dos melanomas, a perda da interação com células 

epiteliais é uma das etapas importantes para a aquisição de propriedades invasivas pelas células 

neoplásicas (ROBERT et al., 2006). Associado a reduzida expressão de E-caderina em 

melanócitos neoplásicos, pode ser observado também o ganho de expressão de N-caderina, que 

facilita a migração celular e resistência a apoptose (KUPHAL; BOSSERHOFF, 2012), 

características compatíveis com a ocorrência do processo de transição epitélio-mesenquimal 

(TEM) (HAO et al., 2012; KREIZENBECK et al., 2008).  

A TEM consiste em uma série de alterações celulares, genotípicas e fenotípicas, que 

permitem a aquisição de características mesenquimais em células epiteliais, como o 

favorecimento de processos invasivos e/ou migratórios e que ocorre tanto em contextos 

fisiológicos como patológicos (NIETO et al., 2016). Nos contextos patológicos, destaca-se as 

neoplasias, onde a TEM desempenha importante papel na progressão e favorecimento da 

formação de metástases sendo que a compreensão de suas etapas, dos mecanismos de 

sinalizações celulares envolvidos e dos genes relacionados podem auxiliar tanto na 

caracterização prognóstica quanto na busca por novos alvos terapêuticos (GLOUSHANKOVA; 

ZHITNYAK; RUBTSOVA, 2018; NIETO et al., 2016).  

Em melanomas, fenótipos similares a TEM, com redução da expressão de E-caderina e 

aumento de N-caderina, têm sido explorados, contudo, devido a origem embriológica dos 

melanócitos remeter a crista neural e estas células não serem consideradas tipicamente epiteliais 

ainda se debate o real papel deste processo na progressão dos melanomas (AROZARENA; 

WELLBROCK, 2017). A diversidade histológica e molecular do melanoma também faz com 



18 

 

 

 

que os mecanismos associados a TEM em outras neoplasias nem sempre sejam compatíveis aos 

observados nesta neoplasia (KIM et al., 2013). 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. O MELANÓCITO 

 Os melanócitos figuram entre os tipos celulares com maior caracterização genética, 

principalmente devido a seu papel fundamental na pigmentação da pele, olhos e cabelo 

(BENNETT; LAMOREUX, 2003). Os estudos sobre pigmentação, e indiretamente sobre os 

melanócitos, remontam pelo menos até o início do século passado quando o biólogo francês 

Lucien Cuénot descreveu, a partir do cruzamento de camundongos albinos e pigmentados, a 

aplicabilidade da Lei de Mendel também no Reino Animalia (CUÉNOT, 1902).  

 A origem embriológica dos melanócitos remete a crista neural, onde durante o período 

embrionário tem-se a diferenciação e proliferação dos melanoblastos (LUCIANI et al., 2011; 

RAWLES, 1947), que em seguida delaminam da crista neural e iniciam um processo migratório 

ao longo da via dorsolateral em direção à derme (ERICKSON; GOINS, 1995; WILKIE; 

JORDAN; JACKSON, 2002). Em sequência tem-se a passagem dos melanoblastos da derme 

para a epiderme (LI et al., 2011), onde com a interação e estímulo pelos queratinócitos ocorre 

a diferenciação em melanócitos (STEEL; DAVIDSON; JACKSON, 1992; WILKIE; JORDAN; 

JACKSON, 2002).  

 Curiosamente, parte da população de melanoblastos permanece na derme, com atividade 

proliferativa e translocação para epiderme constante (LUCIANI et al., 2011). A população de 

melanoblastos pode ser encontrada também em folículos capilares e desempenhar papel de 

célula tronco melanocítica (NISHIMURA et al., 2002). Discute-se ainda a existência de 

mecanismos de controle da transição derme-epiderme dos melanoblastos, visto que mesmo em 

modelos experimentais com aumento do número de melanoblastos dérmicos a população de 

melanócitos não é alterada (VAN RAAMSDONK et al., 2004). 

 Na epiderme os melanócitos localizam-se na camada basal e apresentam morfologia 

ovoide a fusiforme, menores que os queratinócitos, com citoplasma amplo e processos 

dendríticos projetados para a camada espinhosa da epiderme (JIMBOW et al., 1976; SEIJI; 

FITZPATRICK, 1961). Estima-se uma razão de melanócitos/queratinócitos na camada basal 

de 1:5, sendo que por meio dos dendritos cada melanócito pode interagir com 30-40 
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queratinócitos das camadas superiores da epiderme, constituindo a “unidade de melanina 

epidérmica” (HAASS; HERLYN, 2005). Além da epiderme os melanócitos podem ser 

encontrados ainda em folículos capilares, trato uveal dos olhos e cóclea (SCHATTON; 

FRANK, 2008). 

 A principal função atribuída aos melanócitos é a síntese de melanina, denominada 

melanogênese, um processo que consiste em uma série de reações oxidativas que gera diversas 

espécies reativas de oxigênio com atividade citotóxica (KOGA; NAKANO; TERO-KUBOTA, 

1992; MASTORE; KOHLER; NAPPI, 2005; NAPPI; VASS, 1996; SIMON et al., 2009). O 

que elucida a necessidade da sua ocorrência em uma região isolada da célula, o melanossomo, 

organela citoplasmática cuja origem é associada tanto ao retículo endoplasmático (BASRUR et 

al., 2003) quanto ao complexo de Golgi ou endossomos (RAPOSO et al., 2001) e que apresenta 

o aparato enzimático necessário para a melanogênese (CHI et al., 2006; HU et al., 2007). 

 O processo de produção da melanina envolve 4 estágios de maturação dos 

melanossomos e conta com a ação da enzima tirosinase sobre a tirosina, que gera por diferentes 

vias a eumelanina (marrom a preta) e/ou a feomelanina (amarela a vermelha) (ITO; 

WAKAMATSU; OZEKI, 2000; LAMOREUX; WAKAMATSU; ITO, 2001). O melanossomo 

em seu estágio final de maturação, preenchido por melanina, migra pelos dendritos dos 

melanócitos e é liberado no citoplasma dos queratinócitos, onde é degradado e libera a melanina 

que forma uma espécie de cápsula perinuclear protegendo o núcleo da ação de raios ultravioleta 

(ANDO et al., 2012). 

 A interação melanócito/queratinócito, mediada por moléculas de adesão como a E-

caderina (HSU et al., 1996), vai além da produção de melanina e estímulo a diferenciação ainda 

na fase embrionária. Nas fases adultas, o queratinócito é um dos principais tipos celulares 

responsáveis pela produção de fatores mitogênicos que regulam a proliferação dos melanócitos 

(HIROBE, 2011). 

 A proliferação dos melanócitos, após estabelecidos na epiderme, pode ser dividida em 

4 fases: (1) dissociação, onde perdem a adesão aos queratinócitos adjacentes e membrana basal, 

além de reduzirem os dendritos; (2) divisão; (3) migração; (4) reassociação e extensão dos 

dendritos, onde se aderem novamente aos queratinócitos e membrana basal (HAASS; 

HERLYN, 2005). 
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2.2. MELANOMA 

2.2.1. EPIDEMIOLOGIA 

 O câncer de pele representa o grupo de neoplasias com maior número de diagnósticos 

mundialmente, sendo no ano de 2020 estimados mais de 1,5milhão de novos casos (ARNOLD 

et al., 2022). Essa lesão apresenta uma crescente incidência nas últimas décadas (LOMAS; 

LEONARDI-BEE; BATH-HEXTALL, 2012; MERRILL et al., 2015), e pode ser classificada 

em câncer de pele não-melanoma (carcinoma basocelular e carcinoma escamocelular, que 

acometem os queratinócitos), ou câncer de pele do tipo melanoma, que acomete os melanócitos.   

 Embora o melanoma represente o câncer de pele com menor frequência, se configura 

como a neoplasia de pele mais agressiva e que possui atualmente as maiores taxas de 

crescimento de sua incidência dentre outras neoplasias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2019). Tem sido descrito em crianças, adolescentes e jovens adultos um aumento de 250% em 

sua incidência nos últimos 40 anos (MITSIS et al., 2015). A incidência de melanoma é ainda 

cerca de 20 vezes maior em indivíduos brancos em relação aos indivíduos afro-americanos, 

sendo o risco de desenvolvimento de melanoma de 2,5% para brancos, 0,5% para hispânicos e 

0,1% para afro-americanos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Além da pele, principal 

sítio onde é observado, o melanoma pode acometer também as mucosas, trato uveal dos olhos 

e leptomeninges (SCHATTON; FRANK, 2008).  

Em 2020, o número estimado de novos casos de melanoma foi de 325.000 e de 57.00 

óbitos no mundo, com as maiores incidências observadas na Austrália e Nova Zelândia e nos 

países do Norte e Leste Europeu (ARNOLD et al., 2022). Segundo os últimos dados 

epidemiológicos disponibilizados pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA) no Brasil em 2020 

ocorreram 1923 óbitos em decorrência do melanoma (INCA, 2022) e para o triênio 2020-2022 

foram estimados 8.450 novos casos/ano (INCA, 2019). 

2.2.2. FATORES DE RISCO E CARCINOGÊNESE 

 Alguns dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma são pele e 

olhos claros, queimaduras solares/exposição excessiva a radiação solar, nevos melanocíticos e 

sardas, histórico familiar de melanoma e predisposição genética (INCA, 2015; LEBOIT et al., 

2006). 
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 Uma possível subclassificação dos melanomas os distingue de acordo com o 

envolvimento da exposição à radiação solar, estratificando-os em 2 subgrupos: 1) em pele com 

dano cronicamente induzido por radiação solar e 2) em pele sem danos induzidos por radiação 

solar (CANDIDO et al., 2014). As lesões do primeiro grupo estão associadas a sítios anatômicos 

com alta exposição solar (cabeça, pescoço, região dorsal de membros superiores), com sinais 

macro e microscópicos de exposição solar prolongada como a degeneração de fibras elásticas 

da derme (elastose solar), manifestação em indivíduos com mais de 55 anos e alta carga 

mutacional associada a radiação ultravioleta, especialmente nos genes BRAFnonV600, NRAS e 

NF1 (neurofibrina 1) (BASTIAN, 2014; CURTIN et al., 2005). Enquanto as lesões do segundo 

grupo são associadas a indivíduos mais jovens (menos de 55 anos), áreas com menor exposição 

solar e sem sinais de elastose solar, menor carga mutacional, sendo as mutações encontradas 

principalmente no BRAFV600 (BASTIAN, 2014; CURTIN et al., 2005). 

 De maneira geral a carcinogênese dos melanomas pode envolver nevos melanocíticos 

comuns/benignos, displásicos, melanoma in situ e melanoma invasivo. Uma lesão inicial 

genérica (nevo melanocítico comum adquirido) se manifesta pela proliferação focal e limitada 

de células benignas. O surgimento de proliferação anormal e citologia aberrante em meio a 

proliferação de células benignas caracteriza um nevo displásico. Com o crescimento expansivo, 

porém limitado a epiderme, e autonomia da proliferação celular tem-se o melanoma in situ, com 

crescimento horizontal. A incrementação de propriedades invasivas, com acometimento de 

camadas inferiores da derme e hipoderme caracteriza o melanoma invasivo, com crescimento 

vertical. E por fim, a manutenção de características favoráveis a migração e estabelecimento 

em sítios secundários configura o melanoma metastático (CLARK et al., 1984). Entretanto a 

complexidade que envolve os diferentes sítios anatômicos possíveis, subtipos de melanoma e a 

participação (ou não participação) de danos causados por exposição solar, fazem com que 

modelos idealizados de progressão neoplásica linear nem sempre retratem a realidade.  

 O melanoma sem associação a danos por radiação solar pode ter como precursores 

melanócitos susceptíveis a mutação BRAFV600E, que leva a formação de nevos comuns 

(PATTON et al., 2005), progredindo para melanoma in situ, especialmente com padrão de 

crescimento pagetoide representado pela presença de células neoplásicas isoladas ou em ninhos 

em camadas superiores a basal da epiderme (VIROS et al., 2008), e subsequente melanoma 

invasivo, ou ainda melanócitos com outras cargas mutacionais (herdadas ou adquiridas) que 

levam a formação de nevos displásicos e seguem o mesmo caminho de progressão (SHAIN; 

BASTIAN, 2016). 
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 Nos melanomas com associação a danos por radiação solar, os melanócitos podem 

acumular alterações que “dispensam” a formação dos nevos, promovendo o crescimento do 

melanoma in situ com padrão de crescimento lentiginoso (SHITARA et al., 2014). Essa lesão 

é caracterizada pela presença de melanócitos neoplásicos isolados, e não em ninhos, na camada 

basal da epiderme, que eventualmente podem adquirir características invasivas. É possível 

ainda que melanócitos com cargas mutacionais pré-existentes (herdadas ou adquiridas), ao 

sofrerem danos pela radiação solar, promovam proliferações melanocíticas que darão origem a 

melanomas invasivos (SHAIN; BASTIAN, 2016). 

 Uma das principais vias envolvidas na proliferação celular, e frequentemente alterada 

nos melanomas, é a via das proteínas quinase ativada por mitógeno/quinase regulada por sinais 

extracelulares (MAPK/ERK). Nesta via, a ligação de uma molécula de sinalização extracelular, 

como os fatores de crescimento, a receptores de tirosina-quinase (RTKs) promove a ativação 

de GTPases da família RAS (HRAS, KRAS ou NRAS) através da ligação com o GTP. A RAS 

ativada interage com as quinases citoplasmáticas de serina/treonina da família RAF (ARAF, 

BRAF, CRAF), promovendo a fosforilação e dimerização da RAF, que passa então a ter 

atividade quinase e fosforila proteínas quinase da família MEK (MEK1 e MEK2). A MEK 

ativada tem atividade quinase dupla, o que permite a dupla fosforilação das proteínas ERK, 

etapa essencial para que ERK seja ativada e possa translocar para o núcleo, onde, além de 

desempenhar papel de fator de transcrição, tem também ação ativadora sobre outros fatores de 

transcrição, sendo estimulada a expressão de genes que promovem a proliferação celular 

(BUROTTO et al., 2014; DANKNER et al., 2018; MCCAIN, 2013). 

 A mutação BRAFV600E, mais frequente nos melanomas, é caracterizada pela substituição 

de uma timina por uma adenosina no nucleotídeo 1796, o que leva a alteração no códon 600, 

do aminoácido valina pelo ácido glutâmico (DAVIES et al., 2002). Essa alteração promove a 

interação entre os aminoácidos codificados pelos códons V600E e K507, levando a um efeito 

fosfomimético onde a conformação da proteína mutada é similar a proteína dimerizada, que é 

a forma ativa (LAVOIE; THERRIEN, 2015). Assim a mutação BRAFV600E ativa a parte final 

da cascata de sinalização MAPK/ERK mesmo na ausência da ligação de fatores de crescimento 

à célula, o que aumenta a sua capacidade proliferativa (GARNETT; MARAIS, 2004). 

 As principais mutações observadas em NRAS ocorrem nos códons 61, 12 e 13 (CURTIN 

et al., 2005) e promovem alterações conformacionais que levam tanto a uma ativação constante 

da proteína (NRASQ61R/K/L) quanto a insensibilização da proteína aos sinais inibitórios de sua 
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função (NRASG12D e NRASG13D) (FEDORENKO; GIBNEY; SMALLEY, 2013). Em ambos os 

casos a partir destas mutações ocorre o estímulo constante para a sequência da via MAPK/ERK 

e consequente proliferação (DROSTEN et al., 2010; MUÑOZ-COUSELO et al., 2017). 

 A neurofibromina 1, codificada pelo gene NF1, é responsável dentre outras funções pela 

conversão das proteínas GTPases da família RAS do seu estado ativo para o inativo (KLOSE 

et al., 1998). Mutações no gene NF1 podem resultar em proteínas truncadas, não-funcionais ou 

expressão reduzida o que prejudica a inativação das proteínas RAS e leva a ativação exacerbada 

da via MAPK, promovendo a proliferação celular (LARRIBÈRE; UTIKAL, 2016).  

2.2.3. CARACTERIZAÇÃO HISTOLÓGICA E ESTADIAMENTO CLÍNICO  

 O melanoma representa tanto a neoplasia de pele associada a maior mortalidade, quanto 

a que oferece um maior desafio ao patologista para realização do diagnóstico, devido a 

heterogeneidade histológica que pode apresentar entre os diferentes subtipos (SMOLLER, 

2006). 

 Uma caracterização “basal” dos padrões encontrados envolve a presença, na epiderme 

e/ou derme papilar, de ninhos de melanócitos, apresentando anisocitose e pleomorfismo celular, 

com morfologia fusiforme ou epitelióide, citoplasma abundante e núcleos alongados ou 

ovalados e nucléolos evidentes. Pode ser observada ainda a presença de melanócitos 

neoplásicos em camadas da epiderme superiores a basal, configurando o crescimento pagetoide. 

A atividade desmoplásica, presença de fibras colágenas entremeando as células neoplásicas, 

também pode ser observada, principalmente nos casos de morfologia fusiforme. Em casos de 

crescimento mais acentuado, o crescimento vertical, a massa de células neoplásicas pode 

comprometer camadas mais profundas, como a derme reticular e hipoderme (KIBBI; 

KLUGER; CHOI, 2016).  

 A partir da caracterização histopatológica o melanoma pode ser classificado em 4 

subtipos: 1) extensivo superficial: subtipo mais prevalente, associado a exposição solar 

intermitente e nevos melanocíticos, sendo observados ninhos de melanócitos epitelioides na 

junção dermoepidérmica e crescimento pagetoide; 2) lentigo maligno: associado a exposição 

solar crônica e elastose solar, é composto por proliferação de melanócitos atípicos em padrão 

lentiginoso, inicialmente isolados e posteriormente em ninhos na junção dermoepidérmica, 

pode apresentar ulcerações durante a fase de crescimento vertical;  3) nodular: apresenta-se 

como lesão elevada, com crescimento vertical e raros componentes in situ, sendo o principal 
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subtipo invasor e frequentemente ulcerados; 4) lentiginoso acral: subtipo mais comum em 

afrodescendentes, asiáticos e hispânicos, possui evolução lenta e acomete regiões de pele glabra 

e adjacentes dos dedos, palmas e plantas, apresenta proliferação de melanócitos atípicos 

hiperpigmentados, descontínuos e em padrão pagetoide (BRADFORD et al., 2009; DUNCAN, 

2009; MARKOVIC et al., 2007).  

 Existem ainda variantes histológicas não usuais, com baixa frequência e morfologia 

incomum, dentre elas o melanoma de células balonizadas, onde as células neoplásicas 

apresentam amplo citoplasma claro provavelmente devido a processos degenerativos dos 

melanossomos, lipídeos ou glicogênio; melanoma mixóide, que apresenta arquitetura lobular, 

com células neoplásicas pequenas, estreladas, fusiformes ou grandes e epitelióides dispostas 

isoladas, em cordões ou como estruturas pseudoglandulares; e melanoma de células em anel de 

sinete, apresentação mais observada em metástases mas que também pode ocorrer nos tumores 

primários. 

 Dois importantes parâmetros para avaliação e prognóstico do melanoma podem ser 

obtidos a partir da avaliação histopatológica, o nível de Clark e o índice de Breslow. Na 

classificação proposta por Clark e colaboradores em 1969, o tumor é estratificado nos seguintes 

níveis: I) crescimento intraepidérmico; nível II) invasão da derme papilar; nível III) 

comprometimento da junção derme papilar/derme reticular; nível IV) invasão da derme 

reticular; nível V) invasão do tecido subcutâneo, sendo observado que quanto maior o nível do 

tumor menor a sobrevida do paciente (CLARK et al., 1969). A avaliação proposta por 

Alexander Breslow em 1970 consiste na mensuração, em milímetros, da espessura do tumor, 

que é determinada pela distância entre a superfície da pele e a célula neoplásica mais profunda, 

parâmetro que também apresentou importância prognóstica e se correlaciona com os níveis de 

Clark (BRESLOW, 1970). Atualmente o índice de Breslow é mais utilizado, sendo o nível de 

Clark adotado apenas em tumores com espessura <1mm (BALCH et al., 2001). 

 Além da classificação histológica e parâmetros de Clark e Breslow outra importante 

ferramenta para avaliação prognóstica é o estadiamento clinicopatológico segundo o sistema 

TNM, padronizado pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC), na oitava edição do 

AJCC Cancer Staging Manual. 

 Na categoria T (tumor), avalia-se o tamanho da lesão e a presença de úlceras, sendo T1a 

se <0,8mm sem ulceração, T1b se <0,8mm com úlceras, ou entre 0,8-1,0mm com ou sem 

úlceras; T2: se >1 a 2mm; T3: se >2 a 4mm e T4: se >4mm. As categorias T2, T3 e T4 recebem 
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ainda a subclassificação adicional “a” quando sem úlceras, ou “b” quando ulcerados 

(GERSHENWALD et al., 2017). A classificação sobre o estado ulcerativo da lesão se faz 

importante visto que a sobrevida de pacientes com tumores ulcerados é semelhante à de 

pacientes com tumores não ulcerados em um estadio acima no que se refere ao tamanho da 

lesão (IN ʼT HOUT et al., 2012).  

 Na categoria N se avalia o número de linfonodos que realizam a drenagem linfática da 

região acometidos por metástases, sendo N0: ausência de metástases linfonodais; N1: 1 

linfonodo acometido; N2: 2 a 3 linfonodos; N3: 4 ou mais linfonodos. Além disso tem-se a 

subclassificação em “a” quando metástases clinicamente indetectáveis (diagnóstico realizado 

apenas pela biópsia) ou em “b” quando metástases clinicamente detectáveis (BALCH et al., 

2010). Já na categoria M avalia-se a presença (M1) ou ausência (M0) de metástases a distância, 

com a subclassificação a depender do sítio acometido pela metástase, sendo M1a para metástase 

em pele distante, tecidos moles incluindo músculo e linfonodos não-regionais; M1b para 

pulmão; M1c para outros órgãos exceto sistema nervoso central e M1d para sistema nervoso 

central (GERSHENWALD et al., 2017). 

2.3. MODELOS PARA ESTUDO DE MELANOMA 

 Com a necessidade de melhor compreensão sobre o comportamento biológico do 

melanoma modelos experimentais in vitro e in vivo são utilizadas tanto para avaliação da 

eficácia de drogas com potencial antineoplásico quanto na elucidação de prováveis mecanismos 

envolvidos na biologia tumoral. 

 O estudo de linhagens celulares de melanoma humano teve início em 1914, com as 

primeiras tentativas praticadas por Montrose T. Burrows em New York. Contudo, os primeiros 

relatos de cultivos realizados com sucesso datam de 1966 por Brown e colaboradores, e 1967 

com o estabelecimento de 8 linhagens por Romsdahl e Hsu (GERNER; KITAMURA; MOORE, 

1975). O estudo de linhagens provenientes de animais de experimentação também se iniciou 

neste período, com linhagens derivadas de hamster sendo estabelecidas em 1957 e 1961, e 

derivadas de camundongos em 1966 (GERNER; KITAMURA; MOORE, 1975). 

 As linhagens celulares humanas são obtidas a partir do isolamento e cultivo de células 

neoplásicas de tumores espontâneos, criando assim uma ampla diversidade de linhagens de 

melanoma disponíveis, com diferentes genótipos e fenótipos. Dentre as principais linhagens 

humanas utilizadas atualmente encontram-se: 1205 Lu, A-375, MeWo e Sk-Mel e suas 
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sublinhagens. As linhagens murinas são derivadas tanto de tumores espontâneos quanto 

induzidos, sendo as principais a linhagem K1735 (induzida por radiação ultravioleta em 

camundongos C3H), Cloudman S91-M3 (desenvolvimento espontâneo em camundongos 

DBA/2) e B16 (desenvolvimento espontâneo em camundongos C57BL/6). 

 A linhagem A-375 foi isolada em 1973 por Donald J. Giard, a partir do melanoma 

cutâneo de uma mulher de 54 anos (GIARD et al., 1973). Apesar de ser originada de um tumor 

primário a linhagem A-375 é considerada altamente agressiva, visto sua capacidade de gerar 

metástases pulmonares quando xenotransplantada para camundongos imunocomprometidos 

(CLARK et al., 2000). Geneticamente ela também é considerada um bom modelo para estudo 

do melanoma por apresentar a mutação BRAFV600E, que é encontrada em mais de 50% dos 

melanomas metastáticos (PARMENTER et al., 2014).  

 A linhagem B16 é o principal modelo singênico de melanoma utilizado atualmente 

(KUZU et al., 2015). Essa linhagem foi obtida por Isaias J. Fidler em 1973 a partir da coleta de 

células de um tumor subcutâneo primário de camundongo C57BL/6, que foram então cultivadas 

in vitro e denominadas B16F0, após expansão foram inoculadas por via intravenosa em outros 

camundongos e a partir dos nódulos metastáticos formados no pulmão novas células foram 

coletadas, a linhagem B16F1. Estes procedimentos foram repetidos até se obter a linhagem 

B16-F10, que apresenta alta capacidade metastática e agressividade (FIDLER, 1973; 

NICOLSON; BRUNSON; FIDLER, 1978). As células B16-F10 não apresentam mutações em 

nenhum dos três principais genes mutados nos melanomas, Braf, Nras e Nf1, mas sim no TP53, 

fato provavelmente relacionado ao fato desta neoplasia espontânea não ser associada com 

exposição à radiação ultravioleta (ZHONG et al., 2020), sendo de certa forma equivalente aos 

melanomas em pele sem danos induzidos por radiação solar, que possuem menor carga 

mutacional e um modelo de estudo para os melanomas TP53 mutantes ou triplo-negativos 

(AKBANI et al., 2015). 

 As células B16-F10 são utilizadas em dois principais modelos, o de metástases 

espontâneas, com inoculação subcutânea das células, e de metástases experimentais, com 

inoculação intravenosa (POSTE et al., 1980). Apesar do modelo de metástases espontâneas 

apresentar maior similaridade com a clínica, o modelo de metástases experimentais é mais 

utilizado devido à sua maior reprodutibilidade e menor tempo necessário para desenvolvimento 

de metástases (NAKAMURA et al., 2002). 
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2.4. PROGRESSÃO NEOPLÁSICA E TRANSIÇÃO EPITÉLIO-MESENQUIMAL 

 As células epiteliais e mesenquimais apresentam diferenças tanto morfológicas quanto 

funcionais e proteômicas. O epitélio funciona como barreira de permeabilidade, definindo 

órgãos e tecidos, sendo assim composto geralmente por uma única camada de células, que se 

dispõe uniformemente, apresentam polaridade basal-apical, diferentes complexos de adesão e 

comunicação celular, como junções aderentes e comunicantes, desmossomas e zônulas 

oclusivas, que garantem a integridade e rigidez do epitélio como estrutura (HUANG; 

GUILFORD; THIERY, 2012). Já as células mesenquimais são associadas a formação dos 

tecidos conjuntivos e não apresentam processos de organização ou adesão celular tão 

estruturados quanto as células epiteliais, apresentam morfologia fusiforme e não possuem 

polaridade basal-apical (SHOOK; KELLER, 2003). As diferenças estruturais entre as células 

epiteliais e mesenquimais impactam na capacidade migratória de cada tipo celular. Por estarem 

fortemente aderidas as células epiteliais se movimentam em blocos ou camadas, enquanto as 

células mesenquimais tem um potencial mais dinâmico de migração, podendo migrar de 

maneira mais individualizada (LEE et al., 2006).  

 Os primeiros relatos sobre o potencial de células epiteliais adquirirem características 

mesenquimais foram realizados por Gary Greenburg e Elizabeth Hay em 1982 ao observarem 

essas alterações fenotípicas em células tanto embrionárias quanto já bem diferenciadas 

(GREENBURG; HAY, 1982), levando a proposição da ocorrência da “transformação epitelial-

mesenquimal” (HAY, 1995), termo que ao longo dos anos foi substituído por transição epitélio-

mesenquimal (TEM), para retratar a plasticidade e dinamicidade do fenômeno. 

A TEM é desencadeada em resposta a fatores de sinalização que estimulam a expressão 

de fatores de transcrição, mi-RNAs e reguladores epigenéticos e pós-traducionais que por sua 

vez irão promover alterações genotípicas e fenotípicas que conferem as células epiteliais 

características de células mesenquimais, favorecendo processos migratórios, invasivos e 

resistência a apoptose (FORONI et al., 2012; NIETO et al., 2016; SIGURDSSON et al., 2011; 

THIERY et al., 2009). A TEM é associada a fenômenos tanto fisiológicos, como 

desenvolvimento embriológico e cicatrização de feridas, quanto patológicos como processos 

fibróticos e neoplásicos (NIETO et al., 2016). 

 Para a ocorrência da TEM uma das principais alterações que a célula sofre é a alteração 

do padrão de adesão celular, permitindo que alterações morfológicas e de capacidade migratória 

ocorram. A adesão celular ocorre pela ligação intercelular ou célula-matriz e é mediada por 
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moléculas de adesão celular (CAM’s), que são glicoproteínas transmembranares com domínio 

extracelular cálcio-dependente, como as caderinas, integrinas, selectinas, mucinas e a 

superfamília de imunoglobulinas (GUAN, 2015).  

 No contexto da TEM essa alteração da adesão celular é caracterizada principalmente 

pela “cadherin switch”, que é a redução da expressão de marcadores epiteliais, como a E-

caderina e aumento da expressão de marcadores mesenquimais, como a N-caderina (HAO et 

al., 2012). As caderinas são responsáveis pela adesão celular a partir da interação homofílica 

entre proteínas de células adjacentes, sendo a E-caderina expressa em células epiteliais e a N-

caderina em células mesenquimais (ALIZADEH; SHIRI; FARSINEJAD, 2014). 

 A E-caderina (caderina 1, caderina epitelial, CAM120/80 ou CD324) é codificada pelo 

gene CDH1, ortólogo em humanos e camundongos, localizado no braço longo do cromossomo 

16 (16q22.1) em humanos e no cromossomo 8 em camundongos. Em ambas as espécies o gene 

apresenta 16 éxons, sendo a proteína humana composta por 882 aminoácidos e a murina por 

884. A E-caderina apresenta 5 regiões (EC1-EC5) que funcionam como sítio de ligação para 

íons de Ca2+ e proteínas do citoesqueleto (PRIEST; SHAFRAZ; SIVASANKAR, 2017).  

 A N-caderina (caderina 2, caderina neural ou CD325) é codificada pelo gene CDH2, 

também ortólogo em humanos e camundongos, localizado no cromossomo 18 em camundongos 

e no braço curto do cromossomo 18 em humanos (18q12.1), apresentando 17 e 19 éxons em 

camundongos e humanos, respectivamente. A proteína em ambas as espécies é composta por 

906 aminoácidos e apresenta 5 sítios de ligação para íons de Ca2+ e proteínas do citoesqueleto 

(SHAPIRO et al., 1995).  

 A TEM em células neoplásicas acomete principalmente as células da fronte tumoral 

promovendo maior capacidade invasiva e migração via circulação sanguínea e linfática que 

favorece a formação de metástases distantes. Após implantadas, por vezes, estas células 

retomam ao seu perfil epitelial por meio da transição mesenquimal-epitelial para adesão e 

crescimento (ACLOQUE et al., 2009; WANG; ZHOU, 2011). 

 A ocorrência da “cadherin switch” é um dos fenômenos que favorece a progressão 

neoplásica, sendo que a redução da expressão de E-caderina favorece a invasão estromal 

podendo ser considerada um marcador de malignidade em diferentes neoplasias (BERX; ROY, 

2001; FURUKAWA et al., 1997). O aumento da expressão de N-caderina, além de também 

facilitar a invasão ao promover a adesão a células endoteliais é responsável ainda pela ativação 
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de vias anti-apoptóticas, como a Akt/PKB, e inativação de vias pró-apoptóticas associada a 

proteína B cell lymphoma 2 - BCL-2 (LI; SATYAMOORTHY; HERLYN, 2001). 

Devido ao aspecto transiente da TEM diversos autores têm observado a ocorrência da 

TEM “parcial”, onde nem sempre as células ao passarem por este processo adquirem 

características completas de células mesenquimais, gerando células com fenótipo híbrido entre 

o status epitelial e mesenquimal (JORDAN; JOHNSON; ABELL, 2011; NIETO et al., 2016; 

YU et al., 2013).  

 Células neoplásicas que passem pela TEM parcial e mantenham características epiteliais 

e mesenquimais, o fenótipo híbrido, podem apresentar ainda outras vantagens, permitindo por 

exemplo que as células migrem de maneira individualizada ou coletiva (ARMSTRONG et al., 

2011; GARG, 2017). Na migração celular coletiva as células mantêm a interconectividade, 

atividade de citoesqueleto coordenada, polaridade celular coletiva, além de maior resistência a 

apoptose (ETIENNE-MANNEVILLE, 2014; MROZIK et al., 2018), o que aumenta o risco de 

formação de metástases (GROSSE-WILDE et al., 2015) e representa pior prognóstico 

(GRIGORE et al., 2016). 

A regulação da expressão de moléculas relacionadas a TEM é mediada principalmente 

por fatores de transcrição, que atuam inibindo a expressão de genes do perfil epitelial e 

estimulando genes do perfil mesenquimal. Os principais fatores de transcrição envolvidos na 

TEM pertencem as famílias Zinc-Finger E-box Binding (ZEB1 e ZEB2), Snail (Snail, Slug, 

Smuc) e Basic Helix-Loop-Helix (Twist1 e Twist2) (DENECKER et al., 2014; PEINADO; 

OLMEDA; CANO, 2007). Os fatores de transcrição ZEB1 e ZEB2 já foram associados ao 

estímulo da TEM em diversas neoplasias, incluindo os melanomas (ASHRAFIZADEH et al., 

2020). 

A desdiferenciação celular promovida pela TEM associada aos mecanismos moleculares 

envolvidos na sua regulação conectam este fenômeno as cancer stem cells (CSC’s) (LORET et 

al., 2019; TANABE et al., 2020). As CSC’s são células que permanecem na fase estacionária do 

ciclo celular e apresentam resistência a radioterapia e quimioterapia, capacidade de autorenovação 

e diferenciação, além de alta capacidade metastática mesmo estando em reduzido número na 

população de células neoplásicas (ISHIWATA, 2016; SATO et al., 2016). Estas células apresentam 

ainda a expressão de marcadores responsáveis pela manutenção das características de “stem cells”, 

os stemcells factors, dentre eles sex determining region Y-box (SOX2, SOX9 e SOX10), Octamer-

binding transcription factor 4 (Oct3/4), Krüppel-like factor 4 (KLF4), v-myc avian 
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myelocytomatosis viral oncogene homolog (c-Myc), hes family bHLH transcription factor 1 (Hes1) 

e Nanog homeobox (NANOG) (VLASHI; PAJONK, 2015). A resistência a quimioterápicos 

observada nos melanomas é associada a presença de CSCs (SHIBUE; WEINBERG, 2017; 

SZTILLER-SIKORSKA et al., 2012). 

2.4.1. TRANSIÇÃO EPITÉLIO-MESENQUIMAL E A LINHAGEM 

MELANOCÍTICA 

 A TEM fisiológica que ocorre durante a embriogênese é um dos fenômenos que auxilia 

na migração dos melanoblastos da crista neural para a derme, onde após estabelecidos eles irão 

migrar para a epiderme e se diferenciar em melanócitos (TUCKER, 2004).  A expressão de E-

caderina em melanócitos maduros em seu estado fisiológico é amplamente retratada na 

literatura (FANG; HERLYN, 2006; KIM et al., 2013), visto o papel desta proteína na interação 

com os queratinócitos e manutenção da homeostase (NISHIMURA et al., 1999). A expressão 

de N-caderina nos melanócitos em seu estado fisiológico continua em discussão, mas já existem 

evidências de que os melanócitos saudáveis também podem expressar N-caderina (KIM et al., 

2013). 

 Existem trabalhos demonstrando que a linhagem A-375 não possui, comparativamente, 

expressão de E-caderina enquanto a expressão de N-caderina é alta (AMSCHLER et al., 2019). 

Na linhagem B16-F10, tanto a expressão de E-caderina quanto de N-caderina já foram 

observadas (LIANG et al., 2015; PARK et al., 2014). 

 A TEM em melanócitos neoplásicos é um dos fenômenos associados a progressão dos 

melanomas (ALONSO et al., 2007; KRENGEL et al., 2004), mas ainda controverso devido a 

heterogeneidade celular intrínseca do melanoma e a sua origem não epitelial, fazendo com que 

as modificações relacionadas a TEM nos melanomas não sigam os mesmos padrões observados 

em outras neoplasias (KIM et al., 2013). Acredita-se que a redução da expressão de E-caderina 

reduz a interação melanócito/queratinócito, permitindo a proliferação desordenada e invasão 

das células neoplásicas (HAASS; HERLYN, 2005; ROBERT et al., 2006). A ocorrência da 

“cadherin switch” é observada nos melanomas principalmente na transição da fase de 

crescimento horizontal (não-invasivo) para vertical (invasivo) (KUPHAL; BOSSERHOFF, 

2012; MILLER; MIHM, 2006), etapa que confere pior prognóstico ao paciente. 

(KREIZENBECK et al., 2008; TUCCI et al., 2007). 
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2.5. METFORMINA 

 A metformina pertence à classe das biguanidas, que são derivadas da guanidina, extraída 

da planta Galega officinalis (WERNER; BELL, 1922), e é considerada um agente 

normoglicemiante, sendo que sua primeira utilização no tratamento da diabetes data de 1957 na 

França (STERNE, 1957). Atualmente estima-se que cerca 450 milhões de pessoas vivam com 

diabetes no mundo, sendo que destas aproximadamente 70% fazem uso diário da metformina 

(GOMES et al., 2019). Este medicamento figura ainda na lista de medicamentos essenciais da 

OMS (BAILEY, 2017) e do Brasil, garantindo sua distribuição gratuita aos pacientes (BRASIL, 

2020). 

 Estudos epidemiológicos conduzidos por Evans e colaboradores na Escócia 

demonstraram que pacientes diabéticos tratados com metformina possuíam menor risco para o 

desenvolvimento de neoplasias em comparação a pacientes diabéticos tratados com outros 

medicamentos (EVANS et al., 2005). A mortalidade em decorrência do câncer em pacientes 

diabéticos tratados com metformina também foi demonstrada como sendo menor do que nos 

pacientes diabéticos sob outros tratamentos (BOWKER et al., 2006). A partir destas 

observações alguns grupos de pesquisa começaram a investigar a potencial ação antineoplásica 

da metformina, existindo atualmente mais de 250 ensaios clínicos que abordam estes efeitos 

em diferentes neoplasias, e diferentes resultados favoráveis demonstrando o aumento da 

sobrevida dos pacientes e/ou redução de massa tumoral especialmente quando do uso da 

metformina em combinação com outros agentes antineoplásicos (BUCZYŃSKA et al., 2022; 

SARAEI et al., 2019) 

 Diversos estudos apontam a capacidade da metformina de inibir o crescimento, a 

sobrevivência e formação de metástases em diferentes tipos tumorais, como neoplasias da 

mama, fígado, pâncreas, rins, pulmão, ósseas, endometriais e colorretais (PODHORECKA; 

IBANEZ; DMOSZYŃSKA, 2017), sendo seus efeitos considerados diretos quando derivam da 

ativação de vias que levam a alteração da expressão gênica, ou indiretos quando relacionados a 

alteração da disponibilidade energética e/ou resistência periférica a insulina (LV; GUO, 2020). 

 Um dos efeitos associados a metformina é a inibição da TEM em neoplasias colorretais, 

endometriais, hepáticas e de tireoide, observado tanto in vitro quanto in vivo (HAN et al., 2015; 

QIANG et al., 2019; WANG; WU; HU, 2018; ZHANG; WANG, 2019; ZHANG et al., 2019). 

Wang e colaboradores observaram inclusive que pacientes diabéticos com câncer colorretal em 

uso de metformina apresentaram tumores com menor frequência de TEM (maior expressão de 
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E-caderina e menor de vimentina), e menor comprometimento de linfonodos por metástases em 

relação àqueles que não usavam metformina, além disso o uso de metformina também foi 

associado a maior tempo de sobrevida livre de doença e sobrevida global (WANG; WU; HU, 

2017). Os efeitos da metformina sobre a TEM também foram observados in vitro em linhagens 

humanas e murinas de melanoma, reduzindo inclusive a motilidade, migração e invasão das 

células neoplásicas (CEREZO et al., 2013; LIANG et al., 2015; PEPPICELLI et al., 2015, 

2016). 

Dentre os mecanismos de ação da metformina tem-se sua atuação na mitocôndria sobre 

o complexo I da cadeia respiratória inibindo a respiração celular, o que promove o 

desbalanceamento energético da célula e culmina na ativação do gene supressor de tumor LKB1 

e da AMPK (SALVATORE et al., 2020), que dentre outras funções inibe a mTOR, complexo 

capaz de estimular diferentes vias que estimulam a proliferação celular e é associada a processos 

carcinogênicos (HASANVAND, 2022; ZOU et al., 2020). Existem evidências também de que 

a metformina, isoladamente, pode inibir perfis migratórios de células neoplásicas BRAF e NRAS 

mutantes, ação que é potencializada com o uso de outros inibidores da via MAPK (RYABAYA 

et al., 2019), sendo estas importantes vias na progressão do melanoma e indução da expressão 

dos fatores de transcrição indutores da TEM (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). 

 

3. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE  

 A compreensão da biologia e progressão tumoral sempre se faz necessária, em especial 

ao se tratar de neoplasias altamente agressivas como o melanoma. Mesmo sendo um fenômeno 

reconhecidamente ligado a progressão tumoral em diversos contextos o papel e regulação da 

TEM nos melanomas ainda não é totalmente esclarecido, visto que este tipo celular apesar de 

compartilhar características com as células epiteliais não pode ser considerado um tipo de célula 

epitelial, assim apesar de já ser relatada na linhagem melanocítica sua associação com a 

progressão neoplásica permanece em discussão. Compreender este importante mecanismo da 

progressão tumoral pode facilitar o desenvolvimento de novas terapias. Desta forma, neste 

trabalho, pretendeu-se avaliar a ocorrência e efeitos da TEM em modelo de melanoma in vitro 

e in vivo, e os efeitos da droga metformina sobre esse fenômeno. Sugere-se que a transição 

epitélio-mesenquimal ocorre no melanoma, sendo responsável pela disseminação metastática 

e, que a mesma pode ser inibida por ação da metformina, como já observado em outros tipos 

de neoplasias epiteliais malignas.  
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a expressão gênica e proteica de marcadores envolvidos na transição epitélio-

mesenquimal (TEM) e sua relação com a formação de metástases em modelos in vitro de 

melanoma humano (células A-375) e murino (células B16-F10) e, in vivo de melanoma murino, 

a partir da sua inibição por tratamento in vitro com metformina.  

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar a viabilidade celular das linhagens A-375 e B16-F10 submetidas ao tratamento 

com 0,5 mM e 5 mM de metformina; 

2. Investigar os efeitos in vitro do tratamento com 0,5 mM e 5 mM metformina em células 

A-375 e B16-F10, sobre a migração e invasão celular; 

3. Avaliar a expressão gênica dos marcadores de transição epitélio-mesenquimal: E-

caderina, N-caderina, ZEB1, ZEB2, Snail e miR-200c e dos marcadores de 

indiferenciação celular OCT3/4 e Nanog por RT-qPCR em células A-375 e B16-F10 

submetidas ao tratamento com 0,5 mM e 5 mM de metformina; 

4. Quantificar e mensurar as metástases pulmonares em camundongos C57BL/6 após a 

inoculação de células B16-F10 submetidas ao tratamento prévio in vitro com 0,5 mM e 

5 mM de metformina. 

5. Avaliar a expressão proteica tecidual dos marcadores de transição epitélio-

mesenquimal: E-caderina, N-caderina, ZEB1, ZEB2, Twist, Vimentina; de 

diferenciação: Sox-10 e Nanog; e de proliferação celular: CDC47, nas metástases 

pulmonares de camundongos C57Bl/6 inoculados com as células B16-F10 submetidas 

ao tratamento prévio por 24 horas com 0,5 mM e 5 mM de metformina. 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. LINHAGENS CELULARES 

 Foram utilizadas as células A-375 de melanoma humano de sítio primário, gentilmente 

cedidas pelo pesquisador Adam Underwood da Universidade de Walsh (North 

Canton/Ohio/EUA); e as células B16-F10 de melanoma metastático oriunda de camundongos 
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C57BL/6, gentilmente cedidas pela pesquisadora Adriana Abalen Martins Dias do Laboratório 

de Inflamação e Câncer do ICB/UFMG, ambas provenientes da American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Após a expansão e antes do congelamento do 

estoque das células, elas foram testadas para micoplasma (PCR), e só foram estocadas após 

resultado negativo para micoplasma. 

 As células foram cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma 

Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma 

Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A), e 1% de penicilina sódica + estreptomicina (Sigma Aldrich 

Co., St. Louis, MO, U.S.A), e mantidas em estufa a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2 no 

Laboratório do Comportamento Celular (LCC). Para realização dos experimentos as células 

foram utilizadas quando apresentavam cerca de 70% de confluência. 

5.2. DESCONGELAMENTO E EXPANSÃO DAS LINHAGENS CELULARES 

 Para expansão e realização dos experimentos, alíquotas das linhagens celulares 

previamente congeladas e armazenadas a -80°C foram descongeladas, transferidas para tubo 

Falcon com 5 mL de meio DMEM e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, em seguida 

procedeu-se com o descarte do sobrenadante, ressuspensão com 10 mL de meio completo e 

transferência para placa de 100 mm, que foram incubadas em estufa nas condições já descritas. 

Durante esta fase de expansão o crescimento das células foi acompanhado diariamente, com 

troca do meio a cada 24 horas. 

 Após as células atingirem confluência de 70-80% retirou-se o meio e as células foram 

lavadas com 5 mL de PBS estéril por 2 vezes. Foram adicionados então 2 mL de tripsina a 

0,25% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A) e as placas incubadas por 2 minutos em 

estufa 37 ºC. Com o desprendimento da monocamada de células adicionou-se 5 mL de meio 

completo para inativação da tripsina e as células foram centrifugadas e ressuspensas em 

DMEM. Para contagem das células 50 µL de meio foram retirados e utilizou-se a câmara de 

Neubauer e azul de tripan. Após a contagem realizou-se o plaqueamento em placas e volumes 

necessários para cada experimento. 

5.3. TRATAMENTO COM METFORMINA 

 Ao realizar o plaqueamento para os experimentos, em triplicata e em três experimentos 

independentes, utilizou-se DMEM com SFB a 5% e 1% de penicilina sódica + estreptomicina.  
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Para o MTT utilizou-se placas de 96 poços, sendo plaqueadas 5.000 células por poço, e para a 

extração de RNA placas de 12 poços, com 75.000 células por poço. Após 24 horas do 

plaqueamento, nas placas/poços do controle foi realizada apenas a troca do DMEM e nas 

placas/poços dos tratados foi adicionada DMEM com SFB a 5% e 1% de penicilina sódica + 

estreptomicina contendo a metformina diluída nas concentrações de 0,5 mM e 5 mM. Nas 

placas de 96 poços foram adicionados 100 µL de DMEM e nas de 12 poços 500 µL. A escolha 

das concentrações de metformina a serem utilizadas foi baseada na literatura (CEREZO et al., 

2013; LIANG et al., 2015). 

5.4. MTT 

 Para avaliar possíveis efeitos da metformina sobre a viabilidade celular utilizou-se o 

ensaio de MTT. Decorridas 24 e 48 horas da adição da metformina o meio foi retirado e 

adicionou-se 100 µL de 3-(4,5-dimethylthi-azol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 

(MTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 10% diluído em DMEM. A placa foi então 

envolta em papel alumínio e incubada por 4 horas em estufa 37 ºC. Após findado o tempo de 

incubação procedeu-se com a retirada do MTT e adição de dimetilsulfóxido (DMSO) para lise 

das células e liberação do cristal de formazan oriundo da metabolização do MTT. A leitura da 

absorbância foi realizada em aparelho leitor de microplacas (SpectraMax 190 absorbance 

microplate reader, Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA.) em 570 nm. Com a obtenção dos 

valores de absorbância foi realizado a correção com a subtração da leitura do branco e 

determinação do percentual de viabilidade celular sendo o valor de absorbância encontrado para 

o controle a base determinada como 100%. 

5.5. EXTRAÇÃO DE RNA E TRANSCRIÇÃO REVERSA 

 Para avaliar a expressão gênica de CDH1, CDH2, ZEB1, ZEB2, SNAIL, OCT3/4, do 

miR-200c e do normalizador GAPDH realizou-se a extração do RNA total das células A-375 e 

B16-F10 controle (sem tratamento) e tratadas 24 horas após a adição da metformina nas 

concentrações de 0,5 mM e 5 mM. 

 O meio foi retirado dos poços seguido da adição de 1000 µL de Trizol® (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) ao primeiro poço da triplicata, seguido de diversas 

“lavagens” com o próprio Trizol para remoção de todas as células, o volume foi então 

transferido para o segundo poço da triplicata e o processo anterior repetido até a coleta do 

terceiro poço. Ao final, o volume total de 1000 µL foi transferido para eppendorfs de 2 mL 
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(Livre de DNAse e RNAse) e armazenado em gelo. Procedeu-se com a extração do RNA total 

de acordo com o protocolo do reagente Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). A integridade e concentração do RNA foram avaliadas por meio da quantificação em 

NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA). 

 Para síntese do cDNA realizou-se a transcrição reversa com o kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 

sem modificações, com volume final da reação de 20 µL. O mix foi então submetido a 

incubação de 10 minutos a 25 °C seguido de 2 horas a 37 °C e por fim 5 minutos a 85 °C no 

termociclador MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 

Delaware, EUA). As condições da reação estão especificadas na Tabela 1. 

Tabela 1. Reagentes RT-PCR. Descrição da concentração e quantidade dos reagentes 

utilizados para realização da transcrição reversa. *As concentrações de RNA após a extração e 

quantificação eram variáveis sendo assim pipetado volume variável entre as amostras para 

corresponder ao total de 500 ng. **A quantidade de água tratada com DEPC utilizada variou 

de acordo com a quantidade de amostra, para normalizar o volume final em 20 µL. 

MIX Volume 

10X RT Buffer 2 µL 

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 µL 

10X RT Random Primers 2 µL 

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 µL 

RNase Inhibitor 1 µL 

Água tratada com DEPC 3,2 µL 

Amostra (500 ng) * 

Água tratada com DEPC ** 

Volume final 20 µL 

5.6. PCR EM TEMPO REAL - RT-QPCR 

 Após realização da transcrição reversa o cDNA gerado foi submetido à PCR em tempo 

real utilizando-se o kit SYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) e os primers descritos na Tabela 2. As amostras (50 ng de cDNA) foram 

aplicadas em placas de 96 poços (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, 

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em duplicata, e com os reagentes em 

concentrações e quantidade de acordo com descrito na Tabela 3, com volume final de 20 µL.  

 A reação de PCR em tempo real, realizada no equipamento QuantStudio 3 Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seguiu o ciclo termal: estágio 1) um 

ciclo de 50 ºC/2 minutos; estágio 2) um ciclo de 95 ºC/10 minutos; estágio 3) 40 ciclos de 95 

ºC/15 segundos e 58 ºC/1 minuto, estágio 4) um ciclo de 95 °C/10 minutos e pôr fim a realização 
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da curva de Melting a 60 ºC/1 minuto, para determinação da especificidade dos fragmentos 

amplificados.  

Tabela 2. Primers utilizados na RT-qPCR Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a 

reação de PCR para a amplificação específica dos genes alvos. 

Espécie Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) 

Homo 

sapiens 

sapiens 

GAPDH TGGGTGTGAACCATGAGAAG GAGTCCTTCCACGATACCAAAG 

CDH1 CCCTTCACAGCAGAACTAAC CACCTCTAAGGCCATCTTTG 

CDH2 GGACCGAGAATCACCAAATG CGTTCCTGTTCCACTCATAG 

ZEB1 GGGAGGATGACAGAAAGGAA GCATCTGACTCGCATTCATC 

ZEB2 CCATCTGATCCGCTCTTATC CCTGTGTCCACTACATTGTC 

SNAIL AGCTGCAGGACTCTAATC GAGTCCCAGATGAGCATT 

miR200c GTCTTACCCAGCAGTGTTTG TACCCGGCAGTATTAGAGAC 

OCT3/4 GGAGGAAGCTGACAACAATG CTCACTCGGTTCTCGATACT 

Mus 

musculus 

Gapdh GTGGAGTCTACTGGTGTCTT GGTTCACACCCATCACAAAC 

Cdh1 CATCATTGAGAGGGAGACAG GACACGGCATGAGAATAGAG 

Cdh2 CTGACTGAGGAGCCTATGAA CAGTCTCTCTTCTGCCTTTG 

Zeb1 CCAGCAGACCAGACAGTATT TCTGAGTCACACTCGTTGTC 

Zeb2 GCCACGAGAAGAATGAAGAG CTCCTTGGGTTAGCATTTGG 

Snail CAACTATAGCGAGCTGCAGGA GTACCAGGAGAGAGTCCCAGAT 

miR200c GTCTTACCCAGCAGTGTTTG TACCCGGCAGTATTAGAGAC 

Oct3/4 GATCACTCACATCGCCAATC CCCTGTAGCCTCATACTCTT 

 

Tabela 3. Reagentes RT-qPCR. Descrição da concentração e quantidade dos reagentes 

utilizados para RT-qPCR. 

MIX Volume 

SYBR Green® 10 µL 

Primer Foward (10 mM) (concentração final de 1 mM) 0,2 µL 

Primer Reverse (10 mM) (concentração final de 1 mM) 0,2 µL 

Amostra (50 ng) 2 µL 

Água tratada com DEPC 7,6 µL 

Volume final 20 µL 

5.7. ENSAIO DE INVASÃO - MATRIGEL  

 Para avaliar os efeitos do tratamento com metformina sobre a capacidade invasiva das 

células A-375 e B16-F10 foi utilizado o ensaio de matrigel com o kit Corning® Biocoat ™ 

Matrigel® Invasion Chamber - 354480 (Discovery Labware, Inc., Two Oak Park, Bedford, 

MA, USA), seguindo as instruções do fabricante. As células foram plaqueadas na densidade de 

2,5X104 células/poço na câmara superior com DMEM sem soro + 1% de penicilina sódica/ 

estreptomicina e metformina nas concentrações de 0 (sem adição de metformina), 0,5 mM e 5 

mM. Na câmara inferior foi adicionado DMEM suplementado com 5% de SFB, como 
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quimioatraente. A placa foi incubada a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. 

Decorrido o tempo de incubação as células não invasivas ainda localizadas na câmara superior 

foram removidas com cotonete e as células que invadiram o matrigel, se fixando no lado inferior 

da câmara foram fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com cristal violeta 0,1% por 

10 minutos. Os poços foram então analisados com uso do aparelho Cytation 5 Cell Imaging 

Multi-Mode Reader (Biotek, Winooski, VT, USA), e capturadas imagens de 5 campos 

aleatórios por poço. As imagens capturadas foram utilizadas para contagem do número de 

células invasivas e padronizadas para 100%, de acordo com o número de células encontrada no 

controle.  

5.8. ENSAIO DE MIGRAÇÃO – CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS 

Para avaliar os efeitos do tratamento com metformina sobre a capacidade migratória das 

células foi realizado o ensaio de cicatrização de feridas (wound healing assay) utilizando o 

sistema Ibidi Culture-Insert 2 Well (Ibidi, Martinsried, Germany), um inserto de silicone que 

permite a divisão do poço em dois compartimentos. O inserto foi posicionado nos poços de uma 

placa de 24 poços em que foram plaqueadas 12,5X103 células A-375 por compartimento ou 

7,5X103 células B16-F10 por compartimento utilizando DMEM suplementado com 5% de SFB. 

Após 24 horas o inserto foi removido e o poço gentilmente lavado com PBS estéril para 

remoção de debris celulares e células não aderidas. Em seguida foi adicionado aos poços 

DMEM sem soro + 1% de penincilina/estreptomicina, 10 µg/mL de mitomicina e metformina 

nas concentrações de 0, 0,5 mM ou 5 mM.  Dois pontos da ferida foram então fotografados com 

0, 12, 24, 30 e 36 horas e a área da ferida calculada no software ImageJ (version 1.51j8, National 

Institute of Health, MD, USA). O percentual de fechamento da ferida foi calculado de acordo 

com a fórmula abaixo adaptada de Rotzer e colaboradores (RÖTZER et al., 2016). 

 

5.9. ASPECTOS ÉTICOS DO ESTUDO IN VIVO 

 A segunda fase, com modelo in vivo, foi realizada de acordo com os princípios éticos 

para uso de animais em experimentação e com aprovação pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CETEA/CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo 143/2019). 

Fechamento da ferida (%) = [
𝐴𝑡=0ℎ−𝐴𝑡=∆ℎ

𝐴𝑡=0ℎ
] 𝑋100 

At=0h: area da ferida em t=0h 

At=Δh: area da ferida no tempo de interesse 
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5.10. INOCULAÇÃO DAS CÉLULAS B16-F10 EM CAMUNDONGOS C57BL/6 

 Para avaliação da implantação e formação de metástases em modelo in vivo, as células 

após processo de tripsinização foram plaqueadas em garrafas de cultivo T75 com 15 mL de 

DMEM. Ao atingirem confluência de 70-80% retirou-se o meio, seguido de lavagem das 

garrafas com PBS estéril e adição de DMEM com SFB 5%. Decorridas 24 horas foi realizada 

a adição da metformina nas concentrações 0,5 mM, 5 mM ou não adição de metformina (grupo 

controle), com adição do volume correspondente em meio com SFB 5%. Após 24 horas de 

tratamento as células foram removidas da placa por meio de raspagem, coletadas em tubo 

Falcon 15 mL, centrifugadas, o sobrenadante descartado e ressuspensas em PBS estéril, uma 

alíquota foi retirada para contagem em câmara de Neubauer com azul de tripan. 

 A inoculação foi realizada em 28 camundongos C57BL/6, fêmeas, com 5 semanas de 

idade através da veia caudal com 5x105 células B16-F10 tratadas (5 mM ou 0,5 mM) ou não 

tratadas (grupo controle) com metformina. Para a inoculação os animais foram estratificados 

nos seguintes grupos: grupo 1) controle (n=8); grupo 2) tratamento 0,5 mM (n=10); e grupo 3) 

tratamento 5 mM (n=10).  

 Os animais foram então acondicionados novamente no biotério, mantidos em ciclo de 

claro/escuro de 12 horas com água e ração ad libitum e monitorados diariamente. Decorridos 

20 dias da inoculação os animais foram eutanasiados utilizando-se superdosagem de anestésicos 

(180 mg/kg de cetamina + 30 mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) e foi realizada coleta do 

pulmão (Figura 1). 

Figura 1) Delineamento experimental. Estratificação dos grupos utilizados, com o número 

de animais de cada grupo, tempo de duração do protocolo experimental e método de 

eutanásia. 
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5.11. AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA E MENSURAÇÃO DAS METÁSTASES 

 Após eutanásia e coleta do pulmão dos camundongos as amostras foram fixadas em 

formol neutro e tamponado a 10%, avaliadas macroscopicamente com a clivagem do pulmão e 

coleta de todas as lesões visíveis além de ao menos 1 fragmento de cada lóbulo pulnmonar, 

incluídas em parafina, confeccionadas lâminas histológicas de 4 micrometros, com auxílio de 

micrótomo e coradas pela técnica de hematoxilina-eosina. Sob análise de microscopia óptica 

avaliou-se a histologia pulmonar bem como a presença de células neoplásicas seja isoladas ou 

em ninhos para se determinar a formação de metástases pulmonares. Posteriormente, foi 

realizada a captura das imagens histológicas em aumento de 4x, 10x e 40x para mensuração, 

em milímetros, da área pulmonar total e área comprometida por metástases, permitindo assim 

o cálculo do percentual de área pulmonar afetada pelas metástases. A mensuração foi realizada 

no software SPOT 3.4.5 após calibração realizada com o auxílio de lâmina milimetrada com 

captura nas mesmas condições citadas anteriormente. 

5.12. IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 Para imuno-histoquímica, realizada com o kit Novolink (Novolink Polymer Detection 

System; Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK), foram preparados cortes histológicos 

de 4 micrometros em lâminas gelatinizadas, que foram então submetidos a bateria de álcool 

etílico com concentrações decrescentes para hidratação do tecido, seguido da recuperação 

antigênica em calor úmido (banho-maria a 98 ºC por 20 minutos) ou calor úmido pressurizado 

(Pascal® Pressure Cooker, Dako Cytomation, Glostrup, DNK, por 2 minutos a 125°C) com 

Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark). Para 

bloqueio da peroxidase endógena as lâminas foram incubadas por três tempos de 5 minutos em 

solução de H2O2 10% em álcool metílico. O bloqueio das proteínas endógenas foi realizado por 

15 minutos seguido da incubação com o anticorpo primário de acordo com diluição e tempo 

especificados na Tabela 4. Em seguida adicionou-se o anticorpo secundário e polímero por 30 

minutos cada e para marcação do complexo anticorpo primário/secundário utilizou-se o 

cromógeno 3’3-diaminobenzidina por 3 minutos. Após a incubação no DAB os cortes foram 

contra-corados com hematoxilina por 10 segundos e Giemsa (1;5) por 30 minutos, lavados em 

solução de ácido hidroclorídrico (1:100), álcool absoluto e álcool isopropílico. A contra-

coloração com Giemsa foi utilizada para permitir a diferenciação entre o pigmento melânico, 

que adquire tonalidade esverdeada, da reação cromogênica, com coloração amarronzada.  
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Tabela 4. Reagentes imuno-histoquímica. Anticorpos primários, fabricantes e padronização 

utilizadas no estudo imuno-histoquímico. 

Anticorpo Fabricante Clone Recuperação antigênica Diluição Tempo de incubação 

E-caderina Invitrogen 4A2C7 Banho-maria 1:100 16h 

N-caderina Dako 6G11 Banho-maria 1:50 16h 

Vimentina Santa Cruz Vim3B4 Banho-maria 1:500 16h 

ZEB1 Sigma-Aldrich Policlonal Banho-maria 1:400 1h 

ZEB2 Sigma-Aldrich Policlonal Pascal® 1:200 1h 

Nanog Abcam Policlonal Banho-maria 1:100 16h 

Twist Abcam Policlonal Banho-maria 1:400 16h 

Sox-10 Abcam Policlonal Banho-maria 1:400 16h 

CDC47 Neomarks 47DC141 Banho-maria 1:400 1h 

 A interpretação da marcação imuno-histoquímica foi realizada em microscopia óptica 

convencional, em aumento de 40x (Olympus – BX41). A marcação de E-caderina, N-caderina 

e Sox-10 foi avaliada nas células neoplásicas e classificadas segundo o percentual de células 

marcadas: 0 (ausência de marcação), 1 (<25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%), 4 (>75%). A expressão 

de Sox-10 também foi categorizada com base em sua intensidade, sendo 0: negativo, 1: fraco, 

2: moderado 3 e: forte. A expressão de vimentina foi classificada com base no percentual de 

células neoplásicas positivas em 0: negativo; 1: <5%; 2: 5 a 25%; 3: 25 a 50% e 4: >50%. A 

expressão dos fatores de transcrição (Twist, ZEB1 e ZEB2) foi determinada, 

semiquantitativamente, como o percentual de células marcadas, e para CDC47 e Nanog foi 

realizada quantificação de 500 células neoplásicas e determinação do percentual de células 

positivas (VELOSO et al., 2020). 

5.13. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os dados da expressão gênica foram normalizados com o gene de referência GAPDH 

por meio do método ΔCt (Ct do gene alvo – Ct do gene normalizador), e a expressão gênica 

relativa avaliada através do fold change com os dados de 2-ΔΔCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 

2001). Os resultados quantitativos foram comparados por meio dos testes one-way ANOVA, 

one-sample t test ou t-test e seus equivalentes a depender da normalidade dos dados. Relações 

entre as variáveis qualitativas foram investigadas com o teste exato de Fisher. O software 

utilizado foi o GraphPad Prism v8 e foram consideradas como significativas resultados cuja 

probabilidade de significância do teste foi de p < 0,05. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussão serão apresentados sob formato de artigo, intitulado 

“Epithelial–mesenchymal transition inhibition by metformin reduces melanoma lung 

metastasis in a murine model” publicado no periódico Scientific Reports, que é classificado 

como Qualis A1 na área de avaliação Medicina III da CAPES e possui fator de impacto nos 

últimos 2 anos de 4,996. 

DOI: 10.1038/s41598-022-22235-8 

VELOSO, E. S. et al. Epithelial-mesenchymal transition inhibition by metformin 

reduces melanoma lung metastasis in a murine model. Scientific reports, v. 12, n. 1, p. 

17776, 22 out. 2022. https://rdcu.be/cYT2u 

https://rdcu.be/cYT2u
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7. CONCLUSÕES 

 A partir dos dados obtidos neste estudo e nas condições metodológicas empregadas 

podemos concluir que: 

- A metformina promoveu comprometimento a viabilidade celular apenas em 

tratamentos com maior tempo de exposição (48 horas) na concentração de 5 mM, e não 

alterou significativamente os níveis de expressão de mRNA dos genes estudados em 

nenhuma das concentrações utilizadas; 

- O uso da metformina em ambas as concentrações, mesmo sem interferência 

estatisticamente significativa nos padrões de expressão de genes relacionados a TEM, 

foi capaz de reduzir o potencial migratório das linhagens A-375 e B16-F10; 

- O uso in vitro de metformina na concentração de 5 mM em células B16-F10, reduziu 

a formação de focos metastáticos pulmonares, no modelo de inoculação endovenosa 

dessas células em camundongos C57BL/6; 

- O tratamento com 5 mM de metformina, in vitro, apresentou relação com a redução 

da expressão proteica nas metástases pulmonares de marcadores envolvidos na TEM e 

de indiferenciação celular. 

- A redução da expressão proteica de marcadores envolvidos na TEM nas metástases 

pulmonares, promovida pelo tratamento in vitro com 5 mM de metformina, 

aparentemente possui relação com a redução da formação de metástases no modelo 

murino em células B16-F10. 
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9. ANEXOS 

9.1. ENSAIO DE CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS 

Figura 2. Ensaio de cicatrização de feridas com células A-375. Fotomicrografias ao longo 

do protocolo experimental demonstrando a migração celular para cicatrização da ferida na 

monocamada de células.  
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Figura 3. Ensaio de cicatrização de feridas com células B16-F10. Fotomicrografias ao longo 

do protocolo experimental demonstrando a migração celular para cicatrização da ferida na 

monocamada de células. 
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9.2. GRÁFICOS DA EXPRESSÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA 

Figura 4. Expressão imuno-histoquímica de N-caderina, vimentina e Sox10. Distribuição 

percentual dos casos de cada grupo experimental de acordo com o score de expressão observado 

nas metástases pulmonares de células B16-F10 em camundongos C57BL/6 para a) N-caderina; 

b) vimentina; c) percentual de células marcadas para Sox10; d) intensidade de mercação de 

Sox10.  

 

Figura 5. Expressão imuno-histoquímica de Twist, ZEB1, ZEB2 e Nanog. Percentual médio 

de células positivas para a expressão dos fatores de transcrição a) Twist; b) ZEB1; c) ZEB2 e 

d) Nanog. 
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9.3. APROVAÇÃO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFMG) 

Figura 6. Carta de aprovação do CEUA/UFMG 
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Publicação: Anais do VII Encontro de Patologia da UFMG/I Simpósio Online de 

Patologia. 

• Inibição de metástases pulmonares pela metformina em modelo murino de melanoma. 

Autores: Marina Rios de Araújo Campos, Emerson Soares Veloso, Bárbara Andrade 

de Carvalho, Thais Salviana Ribeiro, Sara Aparecida Rocha, Vitor Henrique Soares 

Romão da Silva, Bhianca Lopes Teixeira, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 

2020. Evento: VII Encontro de Patologia da UFMG/I Simpósio Online de Patologia. 
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Publicação: Anais do VII Encontro de Patologia da UFMG/I Simpósio Online de 

Patologia. 

• Expressão proteica de SOX3 e sua relação com a proliferação celular em melanomas 

caninos orais. Autores: Renato Felipe da Costa, Bárbara Andrade de Carvalho, 

Emerson Soares Veloso, Bruna Mendes Lima, Karen Yumi Ribeiro Nakagaki, Helen 

Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2020. Evento: VII Encontro de Patologia da 

UFMG/I Simpósio Online de Patologia. Publicação: Anais do VII Encontro de 

Patologia da UFMG/I Simpósio Online de Patologia. 

• Expressão de Sox-2 em células da granulosa de pacientes submetidas à 

hiperestimulação ovariana controlada. Autores: Santuza Silva Coelho, Camila Pereira 

Almeida, Camila Oliveira Silveira, Fernando Marcos Reis, Marcia Cristina Ferreira, 

Emerson Soares Veloso, Isabella da Terra Borges, Thais Salviana Ribeiro, Rafaela 

Malta Coutinho Chaves de Oliveira, Ana Carolina Damasceno Cavalcanti, Felipe 

Henrique Souza Silva, Enio Ferreira, Helen Lima del Puerto. Ano: 2020. Evento: VII 

Encontro de Patologia da UFMG/I Simpósio Online de Patologia. Publicação: Anais 

do VII Encontro de Patologia da UFMG/I Simpósio Online de Patologia. 

• Pro caspase-3 and cleaved caspase-3 gene and protein expression in human granulosa 

cells correlate with cos duration, length of infertility and proportion of mature oocytes 

retrieved. Autores: Camila Pereira Almeida, Camila Oliveira Silveira, Enio Ferreira, 

Marcia Cristina Ferreira, Gabriella Graças Oliveira, Emerson Soares. Veloso, Felipe 

Henrique Souza Silva, Santuza Silva Coelho, Leonardo M. Moraes, Fernando Marcos 

Reis, Helen Lima Del Puerto. Ano: 2019. Evento: 75th Scientific Congress & Expo da 

American Society for Reproductive Medicine (ASRM). Publicação: Fertility and 

Sterility. 

• Cutaneous mast cell tumor in a bush dog (Speothos venaticus). Autores: Daniel 

Oliveira dos Santos, Herlandes Penha Tinoco, Carlyle Mendes Coelho, Angela Tinoco 

Pessanha Gonçalves Ribeiro, Guilherme de Caro Martins, Emerson Soares Veloso, Enio 

Ferreira, Renato de Lima Santos.  Ano: 2019. Evento: 5º Congresso Brasileiro de 

Patologia Veterinária e XIX Encontro Nacional de Patologia Veterinária. Publicação: 

Abstracts from the 5th Brazilian Congress of Veterinary Pathology. 

• Expression of metalloproteinase 9 and 14 and correlation with tumor aggressiveness in 

oral and cutaneous canine melanomas. Autores: Bruna Mendes Lima, Bárbara 

Andrade de Carvalho, Emerson Soares Veloso, Renato Felipe da Costa, Déborah Soares 

Vieira, Helen Lima del Puerto, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. Ano: 2019. 

Evento: 5º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XIX Encontro Nacional de 

Patologia Veterinária. Publicação: Abstracts from the 5th Brazilian Congress of 

Veterinary Pathology. 

• The presence of macrophages in relation to tumor angiogenesis in canine oral 

melanomas. Autores: Renato Felipe da Costa, Tatiany Luiza Silveira, Emerson Soares 

Veloso, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. 

Ano: 2019. Evento: 5º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XIX Encontro 

Nacional de Patologia Veterinária. Publicação: Abstracts from the 5th Brazilian 

Congress of Veterinary Pathology. 
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• Immunolocalization and expression of Her2, Her3, Her4, EGFR and P53 in a patient 

with synchronous primary endometrial adenocarcinoma and clear cell renal 

carcinoma: A case report. Autores: Fabiano Conde Araújo, Enio Ferreira, Izabella 

Cristina Alves de Souza, Priscila Fernanda da Silva Martins, Emerson Soares Veloso, 

Tatiany Luiza Silveira, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Adam Underwood, Amy 

Milsted, Helen Lima Del Puerto. Ano: 2018. Evento: The Ohio Academy of Science 

127th Annual Meeting, 2018. Publicação: The Ohio Journal of Science. 

 

2. APRESENTAÇÃO DE TRABALHOS EM EVENTOS CIENTÍFICOS: 

• Inibição da transição epitélio-mesenquimal, por metformina, reduz a formação de 

metástases pulmonares em modelo murino de melanoma. Autores: Emerson Soares 

Veloso, Bárbara Andrade de Carvalho, Felipe Henrique de Souza Silva, Thais Salviana 

Ribeiro, Bruna Mendes Lima, Camila Pereira Almeida, Vitor Henrique Soares Romão, 

Sara Aparecida Rocha, Marina Rios de Araujo Campos, Helen Lima Del Puerto, Enio 

Ferreira. Ano: 2022. Evento: VIII Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: 

Emerson Soares Veloso. 

• Tratamento com metformina, in vitro, reduz as formações metastáticas pulmonares de 

melanoma em modelo murino. Autores: Emerson Soares Veloso; Marina Rios de 

Araújo Campos; Bárbara Andrade de Carvalho; Thais Salviana Ribeiro; Sara Aparecida 

Rocha; Helen Lima Del Puerto; Enio Ferreira. Ano: 2021. Evento: XX ENAPAVE. 

Apresentador: Emerson Soares Veloso. 

• Relação entre as proteínas envolvidas na apoptose, proliferação e invasão celular em 

melanomas orais caninos. Autores: Emerson Soares Veloso, Bárbara Andrade de 

Carvalho, Bruna Mendes Lima, Renato Felipe da Costa, Geovanni Dantas Cassali, 

Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Evento: XX ENAPAVE. Ano: 2021. 

Apresentador: Emerson Soares Veloso. 

• Expressão proteica de Sox2, Sox3 e Sox10 e sua relação com a proliferação celular em 

melanomas orais caninos. Autores: Bárbara Andrade de Carvalho; Renato Felipe da 

Costa; Emerson Soares Veloso; Bruna Mendes Lima; Karen Yumi Ribeiro Nakagaki; 

Helen Lima Del Puerto; Enio Ferreira. Ano: 2021. Evento: XX ENAPAVE. 

Apresentador: Bárbara Andrade de Carvalho.  

• Estudo comparativo entre os aspectos histopatológicos em melanomas caninos orais e 

cutâneos. Autores: Bárbara Andrade de Carvalho; Emerson Soares Veloso; Bruna 

Mendes Lima; Geovanni Dantas Cassali; Helen Lima Del Puerto; Enio Ferreira. Ano: 

2021. Evento: XX ENAPAVE. Apresentador: Bárbara Andrade de Carvalho. 

• Expressão proteica de SOX3 e sua relação com a proliferação celular em melanomas 

caninos orais. Autores: Renato Felipe da Costa, Bárbara Andrade de Carvalho, 

Emerson Soares Veloso, Bruna Mendes Lima, Karen Yumi Ribeiro Nakagaki, Helen 

Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2020. Evento: VII Encontro de Patologia da 

UFMG/I Simpósio Online de Patologia. Apresentador: Renato Felipe da Costa. 

• Análise da transição epitélio-mesênquima e de receptores de fator de crescimento 

epidérmico em melanoma caninos. Autores: Emerson Soares Veloso, Ivy Nayra 

Nascimento Gonçalves, Déborah Vieira Soares, Larissa Vieira Figueiredo, Geovanni 
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Dantas Cassali, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2019. Evento: X 

ONCOVET. Apresentador: Emerson Soares Veloso. 

• Expressão de metaloproteinases-9 e sua relação com quantificação de colágeno tipo 

I/III em melanomas caninos. Autores: Bruna Mendes Lima, Bárbara Andrade de 

Carvalho, Emerson Soares Veloso, Déborah Vieira Soares, Geovanni Dantas Cassali, 

Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2019. Evento: X ONCOVET. 

Apresentador: Bruna Mendes Lima. 

• Associação entre a expressão de metaloproteinases-9 e moléculas de adesão E-

caderina e N-caderina em modelo de melanoma canino cutâneo. Autores: Bruna 

Mendes Lima, Bárbara Andrade de Carvalho, Emerson Soares Veloso, Renato Felipe 

da Costa, Helen Lima del Puerto, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. Ano: 2019. 

Evento: XVI Encontro Mineiro de Biomedicina. Apresentador: Bruna Mendes Lima. 

• Cutaneous mast cell tumor in a bush dog (Speothos venaticus). Autores: Daniel 

Oliveira dos Santos, Herlandes Penha Tinoco, Carlyle Mendes Coelho, Angela Tinoco 

Pessanha Gonçalves Ribeiro, Guilherme de Caro Martins, Emerson Soares Veloso, Enio 

Ferreira, Renato de Lima Santos.  Ano: 2019. Evento: 5º Congresso Brasileiro de 

Patologia Veterinária e XIX Encontro Nacional de Patologia Veterinária. 

Apresentador: Daniel Oliveira dos Santos 

• Expression of metalloproteinase 9 and 14 and correlation with tumor aggressiveness in 

oral and cutaneous canine melanomas. Autores: Bruna Mendes Lima, Bárbara 

Andrade de Carvalho, Emerson Soares Veloso, Renato Felipe da Costa, Déborah Soares 

Vieira, Helen Lima del Puerto, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. Ano: 2019. 

Evento: 5º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XIX Encontro Nacional de 

Patologia Veterinária. Apresentador: Enio Ferreira. 

• The presence of macrophages in relation to tumor angiogenesis in canine oral 

melanomas. Autores: Renato Felipe da Costa, Tatiany Luiza Silveira, Emerson Soares 

Veloso, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. 

Ano: 2019. Evento: 5º Congresso Brasileiro de Patologia Veterinária e XIX Encontro 

Nacional de Patologia Veterinária. Apresentador: Enio Ferreira. 

• Zeb and Snail expression indicates epithelial-mesenchymal transition in canine 

melanoma. Autores: Emerson Soares Veloso, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, 

Tatiany Luiza Silveira, Juliane Taynar do Espirito Santo, Larissa Vieira Figueiredo, 

Mary Suzan Varaschin, Geovanni Dantas Cassali, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. 

Ano: 2018 Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: Emerson 

Soares Veloso. 

• Relação entre os receptores de fator de crescimento epidérmico e características 

histológicas em melanomas caninos cutâneos. Autores: Emerson Soares Veloso, Ivy 

Nayra Nascimento Gonçalves, Tatiany Luiza Silveira, Fernando Soares Oliveira, 

Déborah Soares Vieira, Geovanni Dantas Cassali, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. 

Ano: 2018 Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: Emerson 

Soares Veloso. 

• Expressão da família EGFR e p53 em paciente com dois tumores sincrônicos – 

adenocarcinoma endometrial e carcinoma renal de células claras: Relato de caso. 
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Autores: Priscila Fernanda da Silva Martins, Izabella Cristina Alves Souza, Enio 

Ferreira, Emerson Soares Veloso, Tatiany Luiza Silveira, Ana Carolina Damasceno 

Cavalcanti, Santuza Silva Coelho, Fabiano Conde Araújo, Helen Lima del Puerto. Ano: 

2018 Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: Priscila Fernanda 

da Silva Martins. 

• Expressão de COX-2 e linfócitos CD3 positivos no modelo murino de colonização 

pulmonar por células B16F10. Autores: Larissa Vieira Figueiredo, Emerson Soares 

Veloso, Verlane Gonçalves Santos, Miriam Teresa Paz Lopes, Enio Ferreira. Ano: 

2018. Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: Larissa Vieira 

Figueiredo. 

• Apoptosis related genes and alpha inhibin expression in human granulosa cells. 

Autores: Camila Pereira Almeida, Enio Ferreira, Camila Oliveira Silveira, Emerson 

Soares Veloso, Bárbara Andrade de Carvalho, Santuza Silva Coelho, Fermando Marcos 

Reis, Helen Lima del Puerto. Ano: 2018. Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. 

Apresentador: Camila Pereira Almeida. 

• Expressão da Caspase-3 em melanomas caninos orais e cutâneos. Autores: Bárbara 

Andrade de Carvalho, Emerson Soares Veloso, Bruna Mendes Lima, Felipe Henrique 

Souza Silva, Renato Felipe da Costa, Camila Pereira Almeida, Déborah Soares Vieira, 

Geovanni Dantas Cassali, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2018. Evento: 

VI Encontro de Patologia da UFMG. Apresentador: Bárbara Andrade de Carvalho. 

• Expressão de metaloproteinases-9 e sua relação com características histológicas em 

melanomas caninos. Autores: Bruna Mendes Lima, Bárbara Andrade de Carvalho, 

Emerson Soares Veloso, Déborah Soares Vieira, Geovanni Dantas Cassali, Helen Lima 

del Puerto, Enio Ferreira. Ano: 2018. Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. 

Apresentador: Bruna Mendes Lima. 

• Immunolocalization and expression of Her2, Her3, Her4, EGFR and P53 in a patient 

with synchronous primary endometrial adenocarcinoma and clear cell renal 

carcinoma: A case report. Autores: Fabiano Conde Araujo, Enio Ferreira, Izabella 

Cristina Alves de Souza, Priscila Fernanda da Silva Martins, Emerson Soares Veloso, 

Tatiany Luiza Silveira, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Adam Underwood, Amy 

Milsted, Helen L. Del Puerto. Ano: 2018. Evento: The Ohio Academy of Science 127th 

Annual Meeting, 2018. Apresentador: Fabiano Conde Araujo. 

• Relação entre a expressão de Cox-2 com linfócitos CD3 positivos no modelo murino de 

colonização pulmonar por células B16F10. Autores: Larissa Vieira Figueiredo, 

Emerson Soares Veloso, Verlane Gonçalves Santos, Miriam Teresa Paz Lopes, Enio 

Ferreira. Ano: 2018. Evento: XXVII Semana de Iniciação Cientifica da UFMG. 

Apresentador: Larissa Vieira Figueiredo. 

• Relação entre proliferação celular e expressão de E-caderina e N-caderina em 

melanomas caninos. Autores: Maria Luiza Barreto Cazumba, Emerson Soares Veloso, 

Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Tatiany Luiza Silveira, Geovanni Dantas Cassali, 

Enio Ferreira. Ano: 2018. Evento: XXVII Semana de Iniciação Cientifica da UFMG. 

Apresentador: Maria Luiza Barreto Cazumba. 
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• Relação entre a expressão de N-caderina e ZEB2 no mecanismo de transição epitélio-

mesênquima em melanomas caninos. Autores: Déborah Soares Vieira, Emerson Soares 

Veloso, Tatiany Luiza Silveira, Ivy Nayra Nascimento Gonçalves, Geovanni Dantas 

Cassali, Enio Ferreira. Ano: 2018. Evento: XXVII Semana de Iniciação Cientifica da 

UFMG. Apresentador: Déborah Soares Vieira. 

• Padronização da separação e cellblock de células da granulosa humana (CGH) 

provenientes de pacientes submetidas à hiperestimulação ovariana controlada (HOC). 

Autores: Pedro Giannoni Baeta, Camila Pereira Almeida, Emerson Soares Veloso, Ana 

Carolina Damasceno Cavalcanti, Thais Salviana Ribeiro, Isabella da Terra Borges, Enio 

Ferreira, Helen Lima del Puerto. Ano: 2018. Evento: XXVII Semana de Iniciação 

Cientifica da UFMG. Apresentador: Pedro Giannoni Baeta. 

• Thalidomide-induced CCL2 and M1-like macrophages inhibit lung metastasis in 4T1 

murine breast cancer model. Autores: Gabriela Rafaela Arantes Pegas, Diego Carlos 

dos Reis, Michele Angela Rodrigues, Ana Cândida Araújo e Silva, Emerson Soares 

Veloso, Grégorio Guilherme Almeida, Paula Peixoto Campos, Sílvia Ligório Fialho, 

Ricardo Gonçalves, Miriam Teresa Paz Lopes, Dawidson Assis Gomes, Remo de Castro 

Russo, Enio Ferreira. Ano: 2018. Evento: XXVII Semana de Iniciação Cientifica da 

UFMG. Apresentador: Gabriela Rafaela Arantes Pegas. 

 

3. PRÊMIOS RECEBIDOS: 

• Prêmio: Trabalho selecionado para apresentação oral e premiado em 1° Lugar. Órgão 

premiador: Programa de Pós-graduação em Patologia da UFMG. Trabalho: Inibição 

da transição epitélio-mesenquimal, por metformina, reduz a formação de metástases 

pulmonares em modelo murino de melanoma. Autores: Emerson Soares Veloso, 

Bárbara Andrade de Carvalho, Felipe Henrique de Souza Silva, Thais Salviana Ribeiro, 

Bruna Mendes Lima, Camila Pereira Almeida, Vitor Henrique Soares Romão, Sara 

Aparecida Rocha, Marina Rios de Araujo Campos, Helen Lima Del Puerto, Enio 

Ferreira. Evento: VIII Encontro de Patologia da UFMG. Ano: 2022. Apresentador: 

Emerson Soares Veloso. 

• Prêmio: 1° Lugar na categoria “Pequenos Animais”. Órgão premiador: Associação 

Brasileira de Patologia Veterinária. Trabalho: Relação entre as proteínas envolvidas na 

apoptose, proliferação e invasão celular em melanomas orais caninos Autores: Emerson 

Soares Veloso, Bárbara Andrade de Carvalho, Bruna Mendes Lima, Renato Felipe da 

Costa, Geovanni Dantas Cassali, Helen Lima del Puerto, Enio Ferreira. Evento: XX 

ENAPAVE. Ano: 2021. Apresentador: Emerson Soares Veloso. 

• Prêmio: Menção Honrosa. Órgão premiador: Universidade Federal do Triangulo 

Mineiro. Trabalho: Associação entre a expressão de metaloproteinase 9 e moléculas de 

adesão E-caderina e N-caderina em modelo de melanoma canino cutâneo. Autores: 

Bruna Mendes Lima, Bárbara Andrade de Carvalho, Emerson Soares Veloso, Renato 

Felipe da Costa, Helen Lima del Puerto, Geovanni Dantas Cassali, Enio Ferreira. 

Evento: XVI Encontro Mineiro de Biomedicina. Ano: 2019. Apresentador: Bruna 

Mendes Lima. 
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• Prêmio: 1º Lugar na categoria Pôster. Órgão premiador: Programa de Pós-graduação 

em Patologia da UFMG. Trabalho: Zeb and Snail expression indicates epithelial-

mesenchymal transition in canine melanoma. Autores: Emerson Soares Veloso, Ivy 

Nayra Nascimento Gonçalves, Tatiany Luiza Silveira, Juliane Taynar do Espirito Santo, 

Larissa Vieira Figueiredo, Mary Suzan Varaschin, Geovanni Dantas Cassali, Helen 

Lima del Puerto, Enio Ferreira. Evento: VI Encontro de Patologia da UFMG. Ano: 

2018. Apresentador: Emerson Soares Veloso. 

 


