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RESUMO 

Entre os mais de cem tipos de neoplasias, o melanoma maligno destaca-se devido a sua alta 
agressividade, seu elevado índice metastático e sua baixa resposta as terapias. Os modelos 
experimentais animais tem tido suma importância na elucidação desses mecanismos e no 
desenvolvimento de novas drogas terapêuticas. Os principais modelos animais para o melanoma 
são os modelos de transplante de xenoenxertos, modelos de indução química, modelos de 
transplante singênicos e modelos geneticamente modificados, sendo o modelo mais utilizado o 
de transplante sinérgico de células B16-F10 em camundongos C57BL/6. Este trabalho teve 
como objetivo demonstrar os principais modelos experimentais do melanoma in vivo. 
Palavras-chave: Melanoma experimental, Modelos animais, B16-F10, C57/BL-6. 
 
ABSTRACT 
Among the more than one hundred types of cancer, malignant melanoma highlight by its high 
aggressiveness, its high metastatic rate and low response to therapies. The experimental animal 
models has been very important to elucidate these mechanisms in the development of new 
therapeutic drugs. The principal animal models for melanoma are the xenograft transplantation 
models, chemical induction models, syngeneic transplantation models and genetically modified 
models, where the most widely used model is the synergistic transplantation of B16-F10 cells in 
C57BL / 6 mice. The aim of our study were demonstrate the main experimental models in vivo 
melanoma. 
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INTRODUÇÃO 

Apesar de raro (cerca de 4% dos tipos de cânceres cutâneos) o melanoma é o 
mais grave dos cânceres de pele possuindo altas taxas de mortalidade devido a sua 
característica altamente invasiva e agressiva (1,2). Embora a incidência mundial de 
melanoma seja baixa, a mesma vem crescendo repentinamente nos últimos anos. 
Segundo estimativas da OMS, anualmente devem ocorrer cerca de 130 mil novos casos 
de melanoma cutâneo no mundo (1,2). No Brasil, estima-se 5.890 novos casos (2.960 
casos novos em homens e 2.930 em mulheres) de melanoma cutâneo no biênio de 
2014/2015 (3). 

Sua forma metastática é, na maioria das vezes, incurável, com taxas de sobrevida 
em 5 anos menores que 5% e de sobrevida mediana em torno de 4 meses (4). O órgão 
mais frequentemente acometido pela disseminação metastática do melanoma cutâneo é 
o pulmão (18-36%) (4). O arsenal terapêutico disponível para o tratamento da doença 
avançada traz resultados insatisfatórios, logo estudos in vitro e in vivo são de 
fundamental importância para o melhor entendimento do comportamento biológico 
dessa neoplasia e para o desenvolvimento diagnóstico e terapêutico (1,2,4). 
 
Modelos animais para estudo do melanoma 

O estudo de diversas condições patológicas se apoia no manuseio de modelos 
experimentais. Nesse contexto, modelos animais contribuem para melhor entendimento 
da fisiopatologia de uma doença e também são úteis como ferramenta para testar novos 
e potenciais tratamentos. Em relação ao estudo do melanoma vários modelos com 
diferentes animais foram desenvolvidos, dentre eles peixe Xiphophorus sp., porquinho 
da índia, gambá sul-americano, hamsters, cabras, cachorros e principalmente, 
camundongos (5-10). Os modelos experimentais que não utilizam camundongos não são 
tão semelhantes histologicamente ao melanoma humano, e a genética destes animais 
não é tão conhecida como a dos murinos, por isso são menos utilizadas (11,12). 

O melanoma espontâneo é extremamente raro nos animais de laboratório, 
tornando-se necessário então sua indução (11). Numerosas metodologias foram descritas, 
cada qual com características típicas, como os modelos de transplante de xenoenxertos, 
modelos de indução química, modelos de transplante singênicos e modelos 
geneticamente modificados (13,14). 

Os modelos de xenoenxertos permitem que células de melanoma humano sejam 
enxertadas em camundongos imunodeficientes congênitos e são muito usadas para o 
estudo de metástases e para testes de drogas (14,15). Tem como vantagens fácil 
manipulação e rápido resultado, principalmente por possibilitar o trabalho direto com 
células humanas, embora sua manutenção em biotério não seja tão simples (14,15). Esse 
modelo tem sido utilizado para identificar as mutações necessárias para gerar um 
melanoma invasivo (16). Uma desvantagem é a interação entre as células de melanoma 
humano com as células hospedeiras, o que não ocorre de forma satisfatória (14,15).  

Modelo muito utilizado durante os primeiros estudos de melanoma murino,  o 
modelo de indução química ocorre principalmente com o hidrocarboneto aromático 
cíclico 7,12-dimetilbenzo-a-antraceno (DMBA), que possui atividade 
imunossupressora, e com o éster de forbol 13-acetato de 12-o-tetradecanoilforbol 
(TPA), que atua como um promotor tumoral pela ativação da proteína quinase C (PKC) 
que, por sua vez, fosforila receptores de fator de crescimento, incluindo os receptores de 
fator de crescimento epidermal (EGFR) (14,17). Muitas vezes esse modelo é associado 
com outras técnicas, como a irradiação com UVA e UVB, xenotransplante ou 
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engenharia genética, a fim de diminuir a latência do desenvolvimento do melanoma 
(14,17,18). 

O modelo de transplante sinérgico é o mais antigo entre os modelos utilizados e 
inclui o melanoma S91 em camundongos DBA/2, o melanoma Harding-Passey em 
BALB/c e em camundongos DBA/2F1 e o melanoma B16 em camundongos C57BL/6 
(13,14). Esse modelo é muito usado para responder questões básicas sobre o melanoma e 
como esses camundongos apresentam um sistema imunológico funcional, são também 
usados para estudos com imunoterápicos (13,14). O modelo de melanoma por transplante 
sinérgico B16 é o mais comumente utilizado, pois apresenta baixa expressão de MHC-1, 
enquanto expressa altos níveis de antígenos associados ao melanoma, como a gp100 ou 
a TRP2 (proteína ligada a tirosinase-2), que são alvos imunoterapêuticos (19). A 
limitação deste método está na falta de entendimento sobre as alterações que dirigem a 
alteração e progressão tumoral (13,14). 
Com o avanço da engenharia genética, os modelos de manipulação gênica têm sido 
muito utilizados para elucidar as relações entre danos ambientais versus predisposição 
genética, na identificação dos principais genes mutados envolvidos na iniciação e 
progressão do melanoma e também, são utilizados na avaliação da inibição destes genes 
por imunoterapias (14,20). 
Genes nocauteados e tecnologia transgênica têm facilitado o desenvolvimento de uma 
variedade de camundongos usados como modelos para estimar o desenvolvimento e 
progressão tumoral (14,20). Contudo, o modelo de engenharia genética possui muitas 
limitações. Para que o modelo animal seja mais próximo do melanoma humano, que 
possuem diversas alterações genéticas necessárias para as fases de iniciação, progressão 
e metástase, os camundongos passam por um caro e trabalhoso processo de construção 
do modelo. Além do mais, muitos destes modelos são baseados em animais que 
expressam oncogenes controlados por promotores tecido-específicos e/ou contendo 
linha germinativa inativando mutações nos genes supressores tumorais. Estas alterações, 
em muitos casos, tem um efeito negativo sobre o desenvolvimento e reprodução, 
tornando difícil obter animais carreando a combinação desejada de mutações (14,20,21). 
 
 
Linhagem celular B16F10 e modelos animais de melanoma murino 

Sydney Ringer, em meados do século XIX, desenvolveu soluções salinas 
capazes de assegurar as necessidades vitais de órgãos isolados do organismo, e assim 
lançou as bases do que viria a ser a cultura de células. Porém, foi somente em 1885 que 
Wihelm Roux conseguiu manter células embrionárias isoladas de pinto viáveis por 
vários dias (22). Já no século XX surgiram as primeiras culturas de tecidos com Ross 
Harrison para estudar o comportamento das células animais em ambiente homeostático 
e em situações de estresse. A cultura de células in vitro permitiu estudar o crescimento, 
a diferenciação e a morte celular, bem como efetuar manipulações destas em animais, 
mimetizando situações encontradas naturalmente (22,23). 

As linhagens celulares K1735, Cloudman S91-M3 e principalmente, a linhagem 
B16 são as mais utilizadas em modelos de melanoma murino (24). Os primeiros estudos 
com células B16 foram realizados pelo doutor Isaias J. Fidler, em que diversas variantes 
de B16 foram isoladas e as principais diferenças entre as sub-linhagens encontradas 
foram o potencial metastático e susceptibilidade à destruição pelo sistema imune do 
hospedeiro (25). Como modelo para melanoma murino, uma linhagem amplamente 
utilizada nos laboratórios é a linhagem F10 do melanoma B16, que é altamente 
agressiva e que possui grande capacidade de gerar metástase pulmonar a partir de uma 
inoculação subcutânea primária ou após uma injeção intravenosa (19,26,27). 
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As células B16-F10 foram obtidas por Fidler (1973) selecionando as células com 
maior capacidade de colonizar os pulmões a partir de uma variante parental menos 
metastática (28). Para o procedimento, uma linhagem não selecionada de melanoma 
murino, B16, foi colhida de um tumor subcutâneo primário de um camundongo 
C57BL/6 e reproduzidas em meio de cultura (linhagem B16-F0). Posteriormente, foram 
inoculadas por injeção intravenosa (i.v.) em camundongo C57BL/6. Quando se 
observou a presença de nódulos nos pulmões (confirmado pela presença de melanina), 
as células foram removidas para meio de cultura. Essa linhagem que se desenvolveu no 
meio de cultura após a primeira inoculação in vivo foi denominada B16-F1. Então, 
essas células foram colhidas e novamente inoculadas i.v. em um novo grupo de animais 
no qual, posteriormente, os novos nódulos formados nos pulmões foram removidos e 
novamente cultivados, gerando a linhagem B16-F2. Esse ciclo foi repetido até se chegar 
nas linhagens mais agressivas e com maior capacidade de invasão e metástase (B16-
F10) (Figura 1) (25,28). 

O melanoma B16 é um dos poucos melanomas pigmentados disponível para 
utilização em camundongos. Modelos transgênicos de melanoma também já foram 
desenvolvidos a partir dessa linhagem (29,30).  

Li et al. (1998) também identificaram que o melanoma poderia ser estabelecido 
pela ação de um retrovírus derivado de B16 capaz de transformar melanócitos normais 
em células de melanoma em camundongos imunocompetentes (31).  
 
Modelo murino de melanoma subcutâneo 

No modelo sinérgico de melanoma B16 murino com inoculação subcutânea, as 
células são inoculadas de forma subcutânea no dorso ou na pata traseira do animal, 
sendo a inoculação dorsal a mais comum neste caso (32). 

As células B16-F10 cultivadas em meio de cultura são inoculadas 
subcutaneamente em camundongos C57BL/6 a uma dose média de 2x105 
células/camundongo (1,5 a 2 vezes a dose tumorigênica mínima em camundongos 
C57BL/6 machos normais). Dentro de 5 a 10 dias forma-se um tumor palpável no local 
da inoculação, que cresce numa taxa de 1 cm3 até o 14° / 21° dia (9,11). 

Quando o tumor deixa de crescer, frequentemente torna-se necrótico no centro e 
ocorre ulceração e/ou sangramento, sendo aconselhável sacrificar os camundongos antes 
que ocorra esta fase (9,11). 

Para os experimentos de crescimento de tumores subcutâneos é extremamente 
importante que haja uma técnica de injeção consistente, em que cada camundongo 
apresente uma protuberância claramente visível, definida como “bolha” no local da 
inoculação. Caso contrário, o animal deve ser descartado e utilizado outro em seu lugar, 
pois a inoculação inadequada pode causar crescimento tumoral atrasado ou o não 
desenvolvimento do mesmo (9,11). 
 
Modelo de metástase hematogênica (pulmonar) 

Este segundo modelo sinérgico de melanoma B16 murino é mais comumente 
utilizado. Para esse modelo, inocula-se uma carga de 2x105 células/camundongos, i.v, 
via veia caudal ou plexo ocular de camundongos C57BL/6, e posteriormente o pulmão é 
examinado para verificação de metástase. Apesar de metástase pulmonar ser o termo 
empregado neste modelo, cada nódulo encontrado no pulmão é tecnicamente um tumor 
“primário” independente, e não uma verdadeira metástase. A dose típica aplicada no 
animal irá produzir entre 50 a 250 nódulos pulmonares que são facilmente visíveis 
devido a presença de melanina das células. Porém, há sempre uma porção de nódulos 



77 
 

Biosaúde, Londrina, v. 15, n. 2, 2013 
 

que são amelanóticos (brancos), sendo necessário então uma contagem bastante 
cuidadosa a fim de não subestimar a contagem tumoral total (9,12). 

As injeções intravenosas feitas pela veia caudal são difíceis de realizar, exigindo 
uma pratica exaustiva para um melhor resultado. Por este motivo, não é recomendado 
que experimentos sejam realizados antes que o pesquisador possua uma total confiança 
em sua forma de inoculação (9,14). 
 
Modelo de metástase linfocitária 

O sistema linfático foi inicialmente proposto sendo o principal canal de 
disseminação do melanoma em humanos, pois proporciona uma via de transporte para 
as células tumorais, e também devido a detecção de metástases em linfonodos sentinelas 
que drenam a região do tumor. Apoiando esta hipótese, a identificação de células 
cancerígenas em linfonodos sentinelas tornou-se o indicador mais preciso de metástase 
para órgãos distantes (33,34). 

Neste modelo, 2x105 células/camundongos são inoculadas subcutaneamente na 
pata traseira do animal, onde desenvolve uma massa tumoral dentro de 5 a 10 dias. 
Deste tumor primário formado ocorre metástase para os linfonodos sentinelas, próximos 
da região de inoculação, que nesse caso é o linfonodo poplíteo. Após cerca de 20 dias os 
animais são sacrificados e o linfonodo do poplíteo é dessecado para análise (33,34). 

Uma variação deste modelo é a inoculação das células B16-F10 diretamente na 
cavidade intra-abdominal do animal, causando a metástase nos linfonodos locais (35). 
 
Modelo de metástase hematogênica e linfocitária 

Modelo de metástase hematogênica e linfocitária proposto por Bobek (2010) 
apresenta uma frequência metastática muito alta, podendo ser um bom modelo para se 
estudar os mecanismos de metástases do melanoma e no desenvolvimento de novas 
terapias (32). 

Neste modelo, 5x106 células/camundongos em 0.1 ml de PBS são inoculadas 
entre a pele e a cartilagem do lado dorsal da orelha do camundongo C57/BL-6. Após 5-
10 dias, será visível uma massa tumoral palpável no local da inoculação e após 3-5 
semanas, é possível a presença de metástase nos linfonodos sentinelas do pescoço (via 
linfocitária), nos pulmões, coração e cérebro e outros órgãos (via hematogênica) (32). 
 
 
CONCLUSÃO 

Com o aumento da incidência de melanoma nos últimos anos e sua característica 
altamente agressiva, estudos utilizando modelos experimentais animais são de 
fundamental importância para o melhor entendimento da fisiopatologia dessa doença.  

Devido a sua genética bem conhecida e a suas características histológicas 
semelhantes ao melanoma humano, o transplante sinérgico da linhagem celular de 
melanoma murino B16-F10 e sua inoculação por via subcutânea, venosa ou 
intraperitoneal em camundongos C57BL/6 são os modelos experimentais mais 
vantajosos para testar grande número de drogas e selecionar compostos específicos para 
esse tumor cutâneo. 
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