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RESUMO

Nos ultimos dez anos a incidéncia do cancer
tem sido mundialmente alarmante,
constituindo um grave problema de saude
publica com expectativas de aumento para as
préximas décadas. Estudos epidemioldgicos no
Brasil demonstraram que o céncer de maior
prevaléncia € o de prostata, entretanto o cancer
de pele tem impactado de forma significativa a
populagdo em geral. Dentre os principais tipos
de cancer de pele, 0 melanoma é o que mais
causa 6bitos devido a sua alta capacidade de
metéstase. Varios fatores estdo envolvidos no
desenvolvimento do melanoma, entretanto
interacbes entre as células neoplasicas e as
células normais presentes no local onde o
tumor se desenvolve é o foco de estudo da
maioria dos centros de pesguisa em cancer.
Assim, nesta revisdo sdo apresentados o0s
principais achados descritos nos ultimos dez
anos em relacdo as interagdes das células
neopldsicas com os componentes do
microambiente tumoral no modelo de
melanoma.

Palavras-chave: Microambiente  tumoral,
melanoma, macrdfagos, linfdcitos T, linfocitos
B citocinas.

INTRODUCAO

O céncer é definido como um conjunto
de doencas que tém em comum o crescimento
desordenado e maligno de diversas linhagens
celulares, com capacidade de invadir e
colonizar outros sitios distantes do local de
origem formando os tumores secundarios ou
metastases (INCA, 2014).

Hoje sabe-se que o cancer € a segunda
doenca que mais causa 6bitos no mundo,
perdendo  apenas para as  doengas
cardiovasculares. Os canceres podem ser
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causados por diversos fatores como
hereditariedade, tabagismo, habitos
alimentares, alcoolismo, medicamentos e
fatores ambientais, 0s quais sdo responsaveis
por 80% a 90% dos casos conhecidos (INCA,
2014).

O melanoma, um tipo de céancer de
pele, representa apenas 4% das neoplasias
malignas da pele, entretanto é considerado o
mais grave devido a sua alta capacidade de
metastase, responsavel por aproximadamente
90% de todas as mortes relacionadas a este tipo
de céncer (INCA, 2014, NGUYEN e
MASSAGUE, 2007; MESSAOUDENE et al.,
2015). O melanoma se origina nos melandcitos
(HAASS et al, 2005) e acomete
principalmente adultos brancos (Revisado por
MAIRE, VERCAMBRE-DARRAS e
DESMEDT, 2014). Na progressdo do
melanoma, estdo envolvidos multiplos fatores
como alteragcBes genéticas no hospedeiro e
interacfes com o microambiente onde o tumor
se desenvolve (Revisado por BRANDNER e
HAASS, 2013; MESSAOUDENE et al.,
2015).

A aquisicdo de fendtipos metastaticos
por células de melanoma pode ocorrer também
pela mutacdo de genes especificos, como, por
exemplo, a mutacdo no gene BRAF (B-Raf
proto-oncogene) que codifica a proteina RAF
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), molécula
constitutiva da via de sinalizagdo intracelular
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase),
também chamada como RAS-RAF-MEK-
ERK. A mutagcdo em BRAF ocorre em cerca
de 50 a 70% dos pacientes com melanoma e
leva & constante ativacdo da cascata MAPK,
que favorece a aquisicdo de um fendtipo
metastatico ao induzir proliferacdo, resisténcia
a apoptose e neoangiogénese (Revisado por
BELLO, ARIYAN e CARVAIJAL, 2013; OTT
e BHARDWAJ, 2013).
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Outras mutagbes que aparecem
frequentemente em pacientes com melanoma e
favorecem o comportamento mais agressivo do
tumor sdo as mutagbes no gene GNAQ
[guanine nucleotide binding protein (G
protein), g polypeptide], que codifica a
proteina de ligacdo ao nucleotideo guanina,
presente em 50% dos casos de melanoma
humano e mutacbes no gene NRAS
[neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene
homolog], que codifica a proteina RAS (RAt
Sarcoma virus), molécula também constitutiva
da via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK,
presente em 15% dos casos (Revisado por
BELLO, ARIYAN e CARVAJAL, 2013; OTT
e BHARDWAJ, 2013).

MICROAMBIENTE
MELANOMA

TUMORAL E

Diversos estudos tém demonstrado que
a aquisicdo do fenOtipo mais agressivo das
células tumorais é dependente das interagdes
diretas e/ou indiretas com o0s componentes do
local onde o tumor se desenvolve (Revisado
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por BRANDNER e HAASS, 2013). Esse
comportamento mais agressivo das células
tumorais é caracterizado pela proliferagdo
descontrolada dessas células, evaséo dos sinais
de supressdo do crescimento, escape da
resposta imune, inducdo de inflamacdo,
angiogénese, instabilidade gendmica,
mutacdes, resisténcia a morte celular, invaséo e
metastases (Revisado por HANAHAN e
WEINBERG, 2011; BRANDNER e HAASS,
2013).

O microambiente tumoral, definido
como o local de desenvolvimento do tumor, é
formado ndo s6 por células neoplésicas, mas
também por células do estroma, do sistema
imunoldégico e varios outros tipos de células
ndo tumorais (Figura 1). Neste microambiente,
também sdo encontrados outros elementos,
como citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e nutrientes que  podem
igualmente favorecer alteragdes fenotipicas das
células tumorais (JOYCE e POLLARD, 2009;
ROGERS e HOLEN, 2011; Revisado por
QUAIL e JOYCE, 2013; WEINSTEIN E
STORKUS, 2015).
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Figura 1: Microambiente tumoral. Modelo representativo dos componentes do microambiente tumoral.

As células do sistema imunoldgico
presentes no  microambiente  tumoral
geralmente sdo células inflamatérias como
macrofagos ou TAMs (Macrofagos Associados
ao Tumor), mastocitos, neutrdfilos, linfocitos T
e B, células natural killer (NK) e linfocitos T
invariantes (células NKT) (MURDOCH et al.,

2008; DENARDO, ANDREU e COUSSENS,
2010; EGEBLAD, NAKASONE e WERB,
2010; GAJEWSKI, SCHREIBER e FU, 2013).

MACROFAGOS  ASSOCIADOS AO
TUMOR (TAMs) E MELANOMA
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Os TAMs, maiores componentes do
microambiente tumoral, sdo considerados
importantes reguladores da tumorigénese por
desempenhar papéis efetores durante a resposta
contra o0 desenvolvimento dos tumores.
Entretanto, por serem células funcionalmente
plasticas, os macréfagos podem mudar seu
estado de polarizacdo de M-1 para M-2, os
quais sdo geralmente associados a inducao da
progressdo tumoral (ROGERS e HOLEN,
2011; QUAIL e JOYCE, 2013; KHAN et al.,
2015).

Os TAMs, quando ativados pela via
classica  (IFN-y, Interferon gama), se
diferenciam em macréfagos M-1. Estes sdo
encontrados normalmente no microambiente
tumoral em lesdes iniciais (inflamacdo aguda)
e tem a capacidade de eliminar células
tumorais por produzir espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Os M-1
também secretam grandes quantidades de IL-
12, que atua nas células NK, e linfécitos T
CD8", aumentando o potencial citotdxico
destas células, favorecendo assim respostas do
tipo Thl que sdo associadas a uma resposta
antitumoral eficiente (Figura 2). Entretanto, na
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tentativa do sistema imunolégico de manter a
homeostasia do corpo ou por mecanismos de
evasao das células tumorais, os macréfagos
passam a ser ativados pela via alternativa (IL-4
e IL-13) e se diferenciam em M-2 (Figura 3).
Os macréfagos M-2 secretam  grandes
quantidades de IL-10, que regulam
negativamente a resposta imunolégica aos
tumores por interferir na ativacdo de células
citotoxicas e, por favorecer um ambiente
imunossupressor que promove a progressao
tumoral (Revisado por ALLAVENA e
MANTOVANI, 2012; SPANO e ZOLLO,
2012; QUAIL e JOYCE, 2013). Os M-2
também produzem fatores de crescimento
como o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), que contribui com a manutengdo do
tumor e facilita a formagdo de metastases por
ser uma proteina que auxilia na formacéo de
novos vasos sanguineos e/ou linfaticos e na
liberagdo de metaloproteinases como MMP-9,
gue degradam a matriz  extracelular
favorecendo o avanco das células tumorais a
outros 6rgdo ou tecidos para formar tumores
secundarios ou metastases (Revisado por
ALLAVENA e MANTOVANI, 2012).
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Figura 2: Ativacdo classica dos macréfagos. Os macréfagos apos entrarem em contato com IFN-y no
microambiente tumoral polarizam para o perfil M-1. Os M-1 passam a secretar grandes quantidades de
IL-12 que auxilia na diferenciac@o de linfocitos ThO em Thl. Os linfocitos Thl produzem IFN-y que
mantém o ciclo de ativacdo classica dos macréfagos. A IL-12 também age em células T CD8" e NK
aumentando o potencial citotoxico destas células e consequentemente, auxiliando no controle e na
eliminacéo de células tumorais. Os macrofagos ativados pela via classica produzem espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), que também auxiliam na eliminacdo das células tumorais. IL =

interleucina.
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No microambiente do melanoma assim
como na maioria dos tumores sélidos, existe
predominio de macrofagos do fendtipo M-2
(SCHONHAAR et al., 2014; THAM et al.,
2014). Recentes relatos da literatura tém
mostrado que a polarizacdo dos macrofagos
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para o perfil M-2 pode ser influenciada por
linfécitos B-1, entretanto a presenca destas
células no microambiente tumoral (Figura 1)
ainda ndo foi completamente demonstrada
(Revisado por LOPES e MARIANO, 2009;
WONG et al., 2010).
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Figura 3: Ativacdo alternativa dos macréfagos. Os macréfagos presentes no microambiente tumoral
sdo polarizados para o perfil M-2 por influéncia de IL-4 e IL-13 produzidas por linfécitos Th2
presentes em abundancia no local. Os macréfagos M-2 passam a secretar grandes quantidades de IL-
10 que inibem a ag&o da IL-12 e consequentemente o desenvolvimento da resposta do tipo Thl, por
diminuir a producdo de IFN-y. Neste cenario, a resposta Th-2 prevalece e auxilia na progresséo
tumoral. Os macréfagos M-2 produzem metaloproteinases como MMP-9 que degradam matriz
extracelular (MEC) e também produzem fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que auxilia
na formacdo de novos vasos no microambiente do tumor favorecendo a progressdo tumoral e
metastases. Os linfocitos B-1 também secretam IL-10 e influenciam a polarizacdo de macréfagos para

o perfil M-2. IL = Interleucina.
LINFOCITOS B E MELANOMA

As células B-2 ou linfécitos B
convencionais sdo conhecidos por serem
mediadores da imunidade tumoral. Entretanto,
0s mecanismos utilizados para exercer esta
funcdo sdo controversos ou ndo estdo
completamente elucidados. Alguns autores
postulam que no modelo de melanoma murino
os linfocitos B aumentam a infiltracdo de
linfocitos T citotoxicos no microambiente
tumoral, favorecendo as respostas antitumorais
(KOBAYASHI et al., 2014). No entanto,
outros autores demonstram que os linfdcitos B-
2 no microambiente tumoral em modelos de
melanoma secretam grandes quantidades de
IL-10 que regulam negativamente a resposta
imunolégica ao tumor ao promover a
polarizacdo de macréfagos para um perfil

imunossupressor ou M-2 (INOUE et al., 2006;
DILILLO, MATSUSHITA e TEDDER, 2010).

Outro tipo de linfocitos B, também
estudado no modelo de melanoma murino s&o
os linfécitos B-1. Estas células sdo encontradas
predominantemente nas cavidades pleural e
peritoneal de camundongos adultos, possuem
funcBes efetoras diversificadas participando
tanto da imunidade inata quanto da adaptativa,
uma vez que podem secretar imunoglobulinas
(HAYAKAWA, HARDY e HERZENBERG,
1986), apresentar antigenos (VIGNA et al.,
2002), oferecer memoéria imunolégica (DE
LORENZO et al.,, 2007) e secretar citocinas
pré e anti-inflamatorias, como TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) e IL-10 (O'GARRA et
al., 1992). Entre outras fungdes, os linfocitos
B-1 também participam do processo de
cicatrizacdo tecidual (OLIVEIRA et al., 2010)
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e atuam em diferentes respostas imunoldgicas
mediadas por células T (NOGUEIRA-
MARTINS & MARIANO, 2010). Popi e
colaboradores  (2004) demonstraram em
modelos in vitro que linfécitos B-1 em co-

cultivo com macrofagos, regulam
negativamente a atividade fagocitica destas
células, demonstrando um papel

imunossupressor dos linfécitos B-1 pela alta
secrecdo da citocina I1L-10 (Figura 3). Assim
como demonstrado por Popi (2004), outros
autores sugerem que células B-1 podem
favorecer a polarizacdo de macréfagos para um
perfil M-2, o qual pode promover respostas
pro-tumoral  (Revisado por LOPES e
MARIANO, 2009; WONG et al., 2010). Além
disso, estudos in vitro mostraram que
interacOes fisicas entre linfocitos B-1 e células
de melanoma murino B16F10 promovem
aumento do potencial metastatico dessas
células tumorais (PEREZ et al., 2008;
STAQUICINI et al., 2008; XANDER et al.,
2013). Embora tenha sido descrito que células
B-1 podem migrar para focos de inflamacéo
(ALMEIDA et al., 2001), at¢ 0 momento a
presenca de linfocitos B-1 no microambiente
tumoral ndo tem sido completamente
esclarecida.

LINFOCITOS T E MELANOMA

Estudos in vivo tém demonstrado que
células de melanoma produzem quimiocinas
que favorecem o0 recrutamento tanto de
linfocitos T CD8" especificos como de células
NK para o sitio onde o tumor se desenvolve
(UGUREL et al., 2008; ZHANG et al., 2009).
Uma vez que, a principal funcéo destas células
ativadas é eliminar células alteradas, seja por
virus ou por outros fatores, a presenca destas
células citotéxicas no microambiente do tumor
pode estar associada a uma resposta anti-
tumoral eficiente (WETZEL et al.,, 2007;
PESKE et al., 2015). Os linfocitos T CD8" e
celulas NK, quando ativadas, produzem altas
quantidades de citocinas como IFN-y e outras
moléculas efetoras como perforina e granzima,
que favorecem as fungbes citotoxicas destas
células (Revisado por LAKSHMI
NARENDRA et al., 2013).

Ja as células T CD4" desempenham
papéis multiplos na resposta ao tumor, por
serem células auxiliadoras que participam
tanto da ativacdo como da polarizacdo de
outras celulas. Recentemente Haabeth et al.
(2014) revisaram que as células T CD4" podem
também realizar ~ fungbes  citotoxicas

eliminando as células tumorais ap6s o
reconhecimento, via MHC de classe II, de
antigenos tumorais expressos nessas células.
Entretanto, ainda ha varias questdes em relacao
as funcdes citotdxicas das células T CD4" que
devem ser esclarecidas.

As células T CD4 naive (ThO) quando
ativadas podem ser polarizadas para diferentes
perfis efetores: Thl, Th2, Thl7 ou Treg na
dependéncia dos diferentes tipos de citocinas
presentes no microambiente onde a resposta
imune se desenvolve (Revisado por
LAKSHMI NARENDRA et al., 2013).

As células ThO quando entram em
contato com a IL-12, citocina produzida pelos
macr6fagos M-1 ou células dendriticas no
momento de sua ativacdo, polarizam para o
perfil Thl que auxilia na ativacdo classica de
macrofagos favorecendo uma resposta anti-
tumoral, conforme ilustrado na Figura 2. A
resposta anti-tumoral mediada por células T
CD4" do perfil Thl estd associada com a
presenca de grandes quantidades de IFN-y que
auxilia na polarizacdo de macrdfagos para o
perfil M-1. Estes macro6fagos tem capacidade
fagocitica e microbicida aumentada devido a
sua alta producdo de espécies reativas de
oxigénio e hidrogénio, e por bloquear a
polarizacéo de linfocitos ThO para o perfil Th2
e consequentemente a geragcdo de macrdéfagos
do perfil M-2 (ALLAVENA e MANTOVANI,
2012; QUAIL e JOYCE, 2013).

Por outro lado, os linfécitos ThO
guando entram em contato com a IL-4
polarizam para o perfil Th2. Este perfil Th2
tem sido associado como um perfil
imunosupressor e pro-tumoral, por auxiliar na
ativacdo alternativa dos macrdfagos para o
perfil M-2 e bloquear a resposta do tipo Thl ou
anti-tumoral (Figura 3). Este perfil Th2 ¢
caracterizado pela alta secrecéo de IL-4, IL-10
e IL-13 (ALLAVENA e MANTOVANI, 2012;
QUAIL e JOYCE, 2013).

Os linfocitos ThO podem também
polarizar para o fen6tipo Th1l7 quando
expostos & TGF-f e IL-6. As células Thl7
desempenham um importante papel na defesa
contra microrganismos extracelulares, além de
estarem envolvidas na patogenia de diversas
doencas autoimunes (Revisado por LAKSHMI
NARENDRA et al., 2013). Os linfdcitos Th17
exercem um papel duplo em diferentes tipos de
canceres. Os linfécitos Th17 podem exercer
atividade anti-tumoral pela habilidade de
transdiferenciacdo para o perfil Thl, liberando
IFN-y e favorecendo o recrutamento de
linfocitos T citotoxicos (CD8"), células
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dendriticas e células NK para o microambiente
tumoral. Por outro lado, células Thl7 podem
também favorecer o crescimento tumoral pela
promogdo de angiogénese, transdiferenciacdo
em linfécitos T regulatérios ou Treg que
suprimem a resposta imune aos tumores
(Revisado por LAKSHMI NARENDRA et al.,
2013).

As células Treg sdo outro tipo de
polarizagdo dos linfécitos ThO. Estas células
sdo subdivididas em linfdcitos Treg naturais
(nTreg), as quais sdo geradas no timo pelo
reconhecimento de antigenos préprios, e
linfécitos Treg adaptativos ou induziveis
(iTreg), gerados nos 6rgdos imunes periféricos
pelo reconhecimento de antigenos proprios ou
ndo. Os  principais  mecanismos  de
imunossupressdo destas células ocorre pelo
aumento da secrecdo de TGF-B efou IL-10,
expressdo de CTLA-4 que impede a ativacdo
da célula apresentadora de antigeno ou pelo
consumo da IL-2 que propicia a morte da
celula T efetora (Revisado por LAKSHMI
NARENDRA et al.,, 2013). Geralmente as
células Treg estdo associadas & inibicao da
resposta  anti-tumoral ao favorecer o
desenvolvimento dos tumores em varios tipos
de canceres humanos por promover tolerancia
imune ao tumor (Revisado por LAKSHMI
NARENDRA et al., 2013).

INTERLEUCINAS, QUIMIOCINAS E
MELANOMA

As células do melanoma secretam
varios tipos de citocinas e quimiocinas entre
outros fatores sollveis, que podem agir em
outras células para apoiar seu comportamento
maligno  favorecendo sua progressdo e
disseminagdo (RICHMOND, YANG e SU,
2009).

Durante a progressdo do melanoma a
produgéo de guimiocinas aumenta
progressivamente no microambiente tumoral
(RICHMOND, 2002).  As  principais
quimiocinas produzidas pelas células do
melanoma séo as CXCL1, 2, 3,5, 6, 7 e 8, que
se ligam aos receptores CXCR2 expressos em
células endoteliais promovendo assim, o
recrutamento dessas células para a formacéao de
novos Vvasos no microambiente tumoral
(VARNEY et al, 2003, VARNEY,
JOHANSSON e SINGH, 2006). A expressdo
da quimiocina CXCL8 em adicdo a outras
proteinas, possibilita as células do melanoma
formar estruturas que anastomosam com vasos
ja formados garantindo o aporte de nutrientes e

oxigénio no interior do tumor, fenémeno
conhecido como mimetismo vasculogénico
(MANIQOTIS et al., 1999; MOURAD-ZEIDAN
et al, 2008). Além das quimiocinas
angiogénicas, as células de melanoma também
podem produzir quimiocinas angiostaticas
como a CXCLY9, 10 e 11 que quando ligadas ao
receptor de quimiocina CXCR3 inibem a
angiogénese  (MEHRAD, KEANE e
STRIETER, 2007; KEELEY, MEHRAD e
STRIETER, 2008).

Em relacdo a presenca de citocinas,
Mantovani (2009) revisou o papel das citocinas
inflamatérias no  microambiente  tumoral
mostrando que algumas destas citocinas podem
favorecer a formagdo de metéstases. Entre
essas citocinas, a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-
a (TNF-0) e a interleucina 10 (IL-10) podem
ser produzidas tanto por células normais
(células do sistema imunoldgico) como por
células tumorais (células de melanoma).
Dependendo das células alvo, estas citocinas
podem induzir a expressdo de quimiocinas e
seus receptores para aumentar 0 Processo
inflamatdrio e o recrutamento de macréfagos e
polarizagcdo para um perfil imunossupressor
favorecendo o desenvolvimento do tumor e
formagdo de metastases (revisado por WANG
et al. 2014). Por outro lado, Moretti e
colaboradores (1999) demonstraram que no
microambiente de tumores primarios de
melanoma sdo encontradas altas concentracfes
de IL-1o, IL-1P, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B ¢
GM-CSF (fator estimulador de col6nias de
macrofagos e granuldcitos). A producdo de
citocinas e quimiocinas podem ativar diversas
vias pro-metastaticas nas células tumorais, seja
por mecanismos autdcrinos ou por interagdo
indireta com outras células que sustentam o
comportamento  maligno  das  células
neoplésicas (revisado por WANG et al. 2014).

CONCLUSOES

Os dados apresentados nesta revisdo
nos levam a concluir que células de melanoma
estabelecem constante comunicacdo com
celulas ndo  tumorais  presentes  no
microambiente tumoral. Esta interacdo pode
tanto contribuir ao comportamento maligno
das células tumorais ou favorecer a eliminagao
das mesmas. A presenca de macréfagos M-1,
linfécitos T CD4 tipo Thi, linfécitos T CD8 e
celulas NK no microambiente tumoral esta
relacionada com uma melhor resposta anti-
tumoral. Ja a presenca de macréfagos tipo M-
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2, linfécitos T CD4 do perfil Th2 e/ou Treg e
os linfécitos B-1 e B-2 associam-se com
respostas pré-tumorais.

Além das interacbes das células
tumorais com seu microambiente, a existéncia
de mutagdes tanto nas células tumorais como
nas ndo tumorais pode também favorecer o
crescimento e a metastase do melanoma assim
como de outros tipos de tumores. Portanto,
novos estudos devem ser realizados para
identificar e  caracterizar  melhor  0s
mecanismos envolvidos no desenvolvimento e
na metastatizagdo de tumores a fim de tornar
mais claro e compreensivel a patogénese do
cancer.

COMPONENTS OF THE TUMOR
MICROENVIRONMENT IN
MELANOMA MODEL

ABSTRACT

The last ten years, the incidence of cancer has
been globally alarming constituting a serious
public health problem with increasing
expectations for the coming decades.
Epidemiological studies in Brazil showed that,
the most prevalent of all cancers is prostate
cancer, however skin cancer has impacted
significantly the general population. Among
the main types of skin cancer, melanoma
causes more deaths due to its high ability to
metastasize. Several factors are involved in the
development  of  melanoma,  however
interactions between the neoplastic cells and
the normal cells at the site where the tumor
develops is the aim of many research centers in
cancer. Thus, this review presents the main
findings described in the last ten years in
relation to the interactions between cancer cells
and the components of the tumor
microenvironment in melanoma model.

Keywords: Tumoral microenvironment,
Melanoma, Macrophages, T and B
lymphocytes, Cytokines,
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