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RIGHI, L. F. Descricdo do microambiente tumoral de melanoma evidenciando
os tipos celulares de infiltrado inflamatdrio, macréfagos associados ao tumor e
pericitos. 2018. 77f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina)
— Centro Universitario S&o Camilo, Sdo Paulo, 2018.

Atualmente, o cancer vem sendo estudado como um microambiente, pois é assim
que € possivel identificar a interacdo de células alteradas e normais, como
fibroblastos, células do Sistema Imune e células endoteliais, além de vasos e
substancias provenientes da circulacdo sanguinea. O melanoma € o tipo de cancer
de pele mais agressivo e com maior indice de mortalidade e ocorre devido a
transformacao maligna das células que séo responsaveis pela pigmentacao da pele,
0s melandcitos. As células tumorais de melanoma expressam varios tipos de
citocinas e quimiocinas, que agem em outras células, favorecendo a progressao e
disseminagcdo do tumor. Essas células estimulam a resposta imune ao tumor, ou
seja, induzem a angiogénese e auxiliam no crescimento do tumor, alteram o
microambiente tumoral e facilitam a ocorréncia de metastases para 6rgaos alvos
especificos. Mondcitos séo recrutados da circulacdo e uma vez no tecido, serao
diferenciados em macréfagos, com fendtipos diferentes. Existem dois grupos de
macrofagos, classificados de acordo com seu modo de ativacdo, receptores e
citocinas: M1 e M2. Nos tumores, passam a ser chamados de “macréfagos
associados ao tumor” (TAM —tumor-associated macrophages), e sao recrutados
pelas células alteradas, com uma diminui¢do da funcdo imune e uma exacerbacao
de sua funcéo trofica. A angiogénese leva a formacdo de vasos irregulares, sem
organizacdo e com a presenca de poucos pericitos, que sdo as células que residem
nos vasos e possui diversas fungdes, causando um fluxo sanguineo deficiente e
permeavel caracteristico do tumor.

Palavras-chave: Linfocitos B. Linfocitos T. Macréfagos. Melanoma. Microambiente
tumoral. Pericitos. Sistema Imunitario.



RIGHI, L. F. Description of the tumor microenvironment of melanoma
evidencing the cell types of inflammatory infiltrate, tumor associated
macrophages and pericytes. 2018. 77f. Course Conclusion Paper (Graduation in
Biomedicine) — Centro Universitario Sdo Camilo, S&o Paulo, 2018.

Currently, cancer has been studied as a microenvironment, since it is thus possible to
identify the interaction of altered and normal cells, such as fibroblasts, immune cells
and endothelial cells, as well as vessels and substances from the bloodstream.
Melanoma is the most aggressive type of skin cancer with a higher mortality rate due
to the malignant transformation of the cells that are responsible for skin pigmentation,
melanocytes. Melanoma tumor cells express various types of cytokines and
chemokines, which act on other cells, favoring the progression and spread of the
tumor. These cells stimulate the immune response to the tumor, induce tumor
angiogenesis and assist in tumor growth, altering the tumor microenvironment and
facilitating the occurrence of metastases to specific target organs. Monocytes are
recruited from the circulation and once in the tissue, they will be differentiated into
macrophages, with different phenotypes. There are two groups of macrophages,
classified according to their mode of activation, receptors and cytokines: M1 and M2.
In tumors, they are called tumor associated macrophages (TAM), and are recruited
by altered cells, with a decrease in immune function and an exacerbation of their
trophic function. Tumor angiogenesis leads to the formation of irregular vessels,
without organization and with the presence of few pericytes, which are the cells that
reside in the vessels and have several functions, causing a poor blood flow and
permeable characteristic of the tumor.

Palavras-chave: Melanoma. Microambiente Tumoral. Linfocitos T. Linfécitos B.
Sistema Imune. Macro6fagos Associados ao Tumor. Pericitos.

Keywords: Lymphocytes B. Lymphocytes T. Macrophages. Melanoma. Tumor
Microenvironment. Immune System.
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1 INTRODUCAO

O céancer surge a partir de células que sofreram mutacbes ou alteracdes
genéticas, resultante de uma grande variedade de fatores; estas possuem
crescimento desordenado e acometem tecidos e 6rgdos; podem se espalhar por
meio de vasos sanguineos ou linfaticos para outras regibes do corpo, formando
metastases (INCA — Instituto Nacional do Cancer, 2018).

Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer € um importante
problema de saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde
sdo esperados 27 milhdes de casos novos de cancer para 2030 e 17 milhdes de
mortes por cancer (OMS, 2017). De acordo com os dados da GLOBOCAN, em 2012,
foram estimados 14 milhGes de casos novos em todo o mundo, sendo que 8 milhdes
foram a 6bito.

O melanoma é o tipo de cancer de pele mais agressivo e com maior indice de
mortalidade, ocorre devido a transformacdo maligna das células, que sao
responsaveis pela pigmentacdo da pele, os melandcitos. A sua agressividade é
caracterizada por uma alta capacidade de formar metastases e, geralmente nessa
fase, 0 paciente ndo responde a terapia, indo a ébito em poucos meses (SANDRU et
al., 2015).

No Brasil, o cancer de pele representa cerca de 30% de tumores malignos, e
3% correspondem ao melanoma. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no
ano de 2016 foi de 5.670 casos novos de melanoma: 3.000 homens e 2.670
mulheres.

Atualmente, o cancer vem sendo estudado como um microambiente (figura 1),
pois € assim que é possivel identificar a interagdo de células alteradas e normais,
como fibroblastos, células do Sistema Imune, e células endoteliais, além de vasos e
substancias provenientes da circulacdo sanguinea. As células do Sistema Imune, no
microambiente tumoral, tém demonstrado ser de grande significAncia, pois o
infiltrado inflamatorio interfere no desenvolvimento e crescimento do tumor, uma vez
que a inflamacédo crénica é um dos fatores epigenéticos que mais contribuem para
esta formacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2000; CORREA et al., 2005; CONDEELIS;
POLLARD, 2006).
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Figura 1 — Microambiente tumoral
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Fonte: Modificado de (UPRET]I; JYOTI; SETHI, 2013).

As células tumorais produzem varias citocinas e quimiocinas, que atraem uma
populacdo de leucécitos diversificada como neutréfilos, células dendriticas,
macrofagos, eosindfilos e mastocitos, bem como linfécitos, todos capazes de
produzir uma variedade de citocinas e mediadores citotdxicos, incluindo espécies
reativas de oxigénio (EROS), proteases, agentes de perfuragdo a membrana e
mediadores de morte celular (WAHL; KLEINMAN, 1998).

Mondcitos sdo recrutados da circulacdo, e, uma vez no tecido, seréo
diferenciados em macréfagos com fendtipos diferentes. Existem dois grupos de
macrofagos, classificados de acordo com seu modo de ativacdo, receptores e
citocinas: M1 e M2. Os macrofagos do tipo M1 sdo ativados por produtos
microbianos ou interferon-gama (IFN-y), produzem citocinas pré-inflamatérias e
atuam na resposta contra patégenos e células tumorais. J& os macréfagos do tipo
M2 s&o ativados por citocinas como as interleucinas (IL): IL-4, IL-10 e IL-13,
possuem receptores de manose e galactose, e produzem o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), IL-6, IL-10, prostaglandinas, 6xido nitrico sintase (iNOS),

agindo no reparo tecidual, remodelacdo de matriz e angiogénese, contribuindo para
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a progressao tumoral. Nos tumores, passam a ser chamados de “macréfagos
associados ao tumor” (TAM —tumor-associated macrophages), e sao recrutados
pelas células alteradas, com uma diminui¢do da funcdo imune e uma exacerbacgao
de sua funcéo trofica (COUSSENS; WERB, 2002; CONDEELIS; POLLARD, 2006).

Os pericitos sdo células que residem nos vasos ao redor das células
endoteliais, sdo responsaveis pela contratiidade dos vasos e pela regulacdo da
proliferacdo das células endoteliais (ARMULIK; GENOVE; BETSHOLTZ, 2011).

A formacé&o de novos vasos sanguineos ocorre com 0 aumento da quantidade
de fatores pré-angiogénicos, que removem 0S pericitos, que revestem os vasos pré-
existentes. Com a auséncia dos pericitos, ocorre a degradacdo e remodelacdo da
membrana basal vascular e da membrana extracelular, essa remodelacdo quando
associada a fatores pré-angiogénicos, estimula a migracéo e proliferacdo das células
endoteliais, formando pequenos vasos sanguineos instaveis. Apos a formacéao
desses pequenos vasos, 0S pericitos sao recrutados para a superficie dos mesmos,
retornando as interacbes entre os pericitos e as células endoteliais, tendo a
formacéo de vasos sanguineos estaveis (MILLER; ISENBERG; ROBERTS, 2009;
BAGULHO, 2012).

A angiogénese tumoral possui caracteristicas distintas da angiogénese
fisiol6gica, j& que ela ndo apresenta uma regulacdo morfolégica do processo e nem
um equilibrio entre os fatores pré e anti-angiogénicos, levando a formacao de vasos
irregulares, sem organizagcdo e com a presenca de poucos pericitos, ocorrendo um
fluxo sanguineo deficiente e permeével, caracteristico do tumor (MORIKAWA et al.,
2002).
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2 OBJETIVOS

Realizar uma revisdo bibliografica em bases de dados cientificos, portais de
revistas eletrdnicas e portais de pesquisa, sintetizando as informacgdes mais recentes
sobre os tipos celulares envolvidos no microambiente tumoral de melanoma, com
maior enfoque no infiltrado inflamatério, macroéfagos associados ao tumor e pericitos,
bem como as citocinas expressas pelos mesmos e as suas respectivas funcdes e

contribuicbes para progressao tumoral.
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3 METODOS

Trata-se de uma revisdo de narrativa, cujas fontes de informacédo foram a base
de dados PubMed/MedLine, além do portal de revistas eletrénicas SciELO, Google
Académico e o acervo bibliogréfico da biblioteca Padre Inocente Radrizzani. A busca
foi realizada por meio dos seguintes descritores em portugués, e seu equivalente em
inglés: microambiente tumoral, melanoma, linfocitos, macrofagos associados ao
tumor e pericitos. Nao foram adotados critérios de inclusdo ou exclusdo de
referéncias, mas a adocdo daquelas que corroboravam a linha de raciocinio
desenvolvida. Os artigos e textos consultados concentram-se no idioma inglés, mas

ha referéncias em portugués, no periodo entre os anos de 1970 e 2018.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 Cancer

Atualmente, existe uma aceitacdo geral de que tumores surgem a partir do
acumulo de alteragBes genéticas, que afetam o controle do crescimento celular.
Sendo assim, existem trés classes de genes que contribuem para o desenvolvimento
do cancer. Sdo elas: os oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo
do DNA (SPENCE; JOHNSTON, 2001).

Os oncogenes sao formas modificadas de genes celulares normais. Foram
descobertos na transducdo do &cido ribonucleico (RNA) de virus de tumores que
adquiriram genes celulares por transducéo, se tornam oncogenes ativados quando
incorporam o genoma viral e a ativacdo deste oncogene causa uma disfuncdo nas
vias de sinalizacao, pela qual uma célula se divide ou permanece latente. Essas vias
de sinalizagdo possuem um complexo conjunto de fatores de crescimento,
receptores do fator de crescimento, transdutores intracelulares e fatores de
transcricdo. A segunda classe sdo 0s genes supressores de tumor, esses sao
reguladores negativos do crescimento celular. Quando ocorre uma perda ou
inativacdo desse gene, temos como resultado a perda da inibicdo do crescimento
celular. Alguns exemplos sdo os genes Rb do retinoblastoma e o p53, que atuam
inibindo a proliferacéo celular. Assim, se ocorre a perda da funcao devido a alteracao
genética, consequentemente contribui para a progressdo tumoral. Os genes
supressores de tumor possuem uma natureza recessiva, sendo necessaria a perda
ou inativacdo de ambas as coOpias do gene, para contribuir com a malignidade
(SPENCE; JOHNSTON, 2001; LOPES, 2013).

Nossas células normalmente possuem diversos mecanismos de reparo, que
sao capazes de identificar possiveis alteragdes genéticas que, quando identificadas,
promovem a ativagdo da apoptose ou realizam o reparo necessario; ja nas células
tumorais, esses mecanismos sdo falhos, logo, ocorre uma instabilidade
cromossOmica, que leva ao surgimento de inumeras alteracbes moleculares
(LOPES, 2013).

As formacBes neoplasicas, por sua vez, podem ser divididas em duas
categorias: benignas e malignas. O que as diferencia sdo as caracteristicas macro e

microscopicas. Geralmente, as neoplasias benignas ndo causam problemas seérios
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para o hospedeiro, e na maioria das vezes, ndo sao letais. Assim, evoluem de
maneira mais lenta, ndo colocando em risco a vida do enfermo. As malignhas
possuem uma evolucdo rapida e provocam perturbacées homeostéaticas graves no
hospedeiro, levando o individuo ao Obito. Atualmente, sdo a segunda causa de
morte nos paises desenvolvidos (BRASILEIRO FILHO, 2013; LOPES, 2013).

4.2 Melanoma

O melanoma, como ja dito, é o tipo de cancer de pele mais agressivo e com
maior indice de mortalidade. Ocorre devido a transformacéo maligna das células que
sdo responsaveis pela pigmentacdo da pele, os melandcitos. Estas células séo
derivadas da crista neural, sendo assim, podem surgir principalmente na pele, mas
também pode acometer mucosa e outras areas para onde essas células podem ter
migrado durante a embriogénese. Sua agressividade é caracterizada por uma alta
capacidade de formar metéstases, e geralmente nessa fase, o paciente nao
responde a terapia (MARTINS et al., 2009; SANDRU et al., 2015).

A causa do melanoma ainda ndo é muito bem esclarecida. Sabe-se que
individuos de pele clara, ruivos ou loiros, e que possuem uma maior sensibilidade ao
sol, assim como histérico de queimaduras de sol e uma maior quantidade de nevos,
podem estar mais suscetiveis a desenvolver melanoma. A quantidade de nevos em
um individuo é um fendétipo herdado e pode estar relacionado a doenca, além de
serem marcadores importantes para rastrear o melanoma (MARTINS et al., 2009).

Sabe-se que a exposicao aos raios ultravioleta (UV) é responsavel por grande
parte das neoplasias de pele, como melanoma. Sendo assim, os canceres de pele
sd0 comuns em paises que possuem altas incidéncias de raios UV e em pessoas
que possuem pele clara. A exposi¢do cronica aos raios UV estd relacionada a
tumores epiteliais e o melanoma foi associado a exposi¢cdo aos raios solares na
infancia (TIERNEY et. al. 2004; LOPES, 2013).

Os efeitos da radiacdo solar ultravioleta sio absorvidos pelo Acido
Desoxirribonucleico (DNA), provocando malignidade devido as mutacdes que séo
causadas, seja pela estimulagéo de fatores de crescimento e reduzindo a imunidade
da pele, ou promovendo EROS que irdo causar danos ao DNA, induzindo a célula a
apoptose (MARTINS et al., 2009).
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Utilizar roupas adequadas, oculos de sol, chapéus e se expor pouco ao sol
nas horas de maior intensidade da raios UV, tendo uma maior atencdo com criancas
e adolescentes, sdo as melhores formas de prevengdo (SPENCE; JOHNSTON,
2001).

Além do fator de risco ambiental, que contribui para o desenvolvimento do
melanoma, existe também a genética: individuos com historico familiar de melanoma
possuem um maior risco de desenvolver a doenca em uma idade mais jovem, com
uma maior incidéncia de mudltiplos melanomas (SPENCE; JOHNSTON, 2001).
Existem cinco subtipos celulares de melanoma mais comuns, e sao eles: de
disseminacdo superficial, melanoma nodular, lentigo maligno, lentiginoso acral e
melanoma uveal.

O melanoma de disseminacgéo superficial, como mostra a figura 2, € o mais
comum, ocorrendo em 70% dos casos. Geralmente surge em um nevo preexistente,
e € mais associado com nevo displasico ou amelanoético. Atinge em sua maioria
individuos na idade adulta, por volta dos 50 anos. Em homens, acomete a face,
pescoco e tronco, ja nas mulheres, ocorre nos membros inferiores. O nevo
acometido possui uma margem irregular, a superficie € caracterizada por areas
escuras com variacdo de cor, podendo ser rugoso ou ulcerado (SPENCE;
JOHNSTON, 2001; MARTINS et al., 2009).

Figura 2 — Melanoma de disseminacé&o superficial

Fonte: (SPENCE; JOHNSTON, 2001).
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O melanoma maligno nodular (figura 3) é mais agressivo que o de
disseminacdo superficial, e compreende cerca de 10 a 15% dos casos de
melanoma. Surge na pele normal e possui um crescimento rapido, caracterizado por
uma coloracado azul/preta, elevado, ou em forma de cupula. Pode aparecer colado na
pele, 5% sdo amelandticos e podem invadir a derme (SPENCE; JOHNSTON, 2001;
MARTINS et al., 2009).

Figura 3 — Melanoma nodular

Fonte: (SPENCE; JOHNSTON, 2001).

O melanoma lentigo maligno € mais comum em idosos, com idade por volta
dos 70 anos, e compreende 10% dos casos de melanoma. E observado na pele
acometida pelo sol e origina-se em um lentigo maligno, o que antecede o melanoma
lentigo maligno. As lesdes geralmente sdo grandes, planas e com formato irregular,
como mostra a figura 4. A cor varia entre varios tons de marrom e desenvolvem-se
durante décadas (SPENCE; JOHNSTON, 2001; MARTINS et al., 2009).
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Figura 4 — Melanoma Lentigo Maligno

Fonte: Modificado de (GOMES et al., 2017).

Melanoma lentiginoso acral (figura 5) acomete palma das maos e dos pés e
as regifes subungueais. Constitui 3 a 5% dos casos, e ocorre com mais frequéncia
na populacdo de pele negra, asiaticos e hispanicos. Geralmente sdo grandes, por
volta de 3cm ou mais, possuem um aspecto parecido com o melanoma lentigo
maligno, porém sdo muito mais agressivos e de crescimento rapido, podendo
ulcerar. O melanoma pode-se originar em locais como mucosa oral, es6fago, anus,
vagina e conjuntiva, possuem aparéncia similar ao melanoma lentiginoso acral,

sendo chamados de melanoma lentiginoso mucoso (MARTINS et al., 2009).
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Figura 5 — Melanoma lentiginoso acral

Fonte: (ROLDAN; LOPERA; SUAZA, 2008).

O melanoma Uveal (figura 7) € um cancer incomum e representa cerda de 3%
dos melanomas. Sua etiologia ainda € desconhecida, mas sédo conhecidos alguns
fatores de risco como individuos com pele clara, ruivos ou loiros e com a cor da iris
azul ou clara, presenca de nevos uveais e nevos displasicos e melanocitose
oculodérmica. Embora a exposicéo aos raios UV tenha sido sugerida como fator de
risco, seu papel ainda ndo foi totalmente esclarecido, um estudo mostrou que as
taxas de melanoma uveal ndo aumentaram nas ultimas décadas, ao contrario do
melanoma cutaneo que sabe-se que a exposi¢cédo ao sol desempenha um importante
papel (SINGH; BERGMAN; SEREGARD, 2005; EAGLE JUNIOR, 2012).
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Figura 6 — Melanoma uveal: ultrassom (a). Fotografia macroscépica (b)

Fonte: (SCHOENFIELD, 2014).

O diagnéstico precoce é essencial, e o melanoma pode ser identificado por
exame clinico. Qualquer lesdo melanocitica que apresentar alteracdo na cor,
tamanho, irregularidade nas bordas, com um diametro maior que 6 mm, deve ser
examinada. Essas alteracdes sdo denominadas sistema ABCDE: assimetria, bordas
irregulares, mudanca de cor, aumento de diametro e evolucdo das lesdes ao

decorrer do tempo, como pode ser observado na figura 7 (MARTINS et al., 2009).
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Figura 7 — Critério de diagnéstico das lesdes de melanoma (ABCDE do Melanoma)
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Fonte: Modificado de (CABRAL, 2016).

Lesdes duvidosas podem ser observadas por um periodo de 3 meses, mas a
bidpsia excisional é a mais segura para confirmar a doenca, pois revela detalhes de
profundidade, entre outros fatores, como ulceracdo, regressdo e taxa mitotica. A
bidpsia incisional deve ser evitada, com exce¢cfes em lesdes muito grandes, ja que
existe uma dificuldade maior em estabelecer um diagndstico e altas chances de ter
um resultado falso negativo (HAAGEDOORN, 2000; MARTINS et al., 2009).

A abordagem mais indicada para o tratamento do melanoma € a cirurgia.
Dependendo do estagio do cancer, pode ser combinada com outras abordagens,
como radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (INCA, 2018).

A cirurgia deve ser realizada com base na espessura do tumor de Breslow, e
€ o tratamento mais efetivo de diagndstico nos estagios iniciais da doenca. Também
€ realizada a pesquisa de linfonodos sentinelas, com o objetivo de avaliar se ha
disseminacgdo linfatica do tumor e se existe a necessidade de linfadenectomias
radicais (BRESLOW, 1970; WAINSTEIN; BELFORT, 2004; GARBE et al., 2011).
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A radioterapia pode ser empregada em tratamentos paliativos, e até mesmo
apos a cirurgia, porém o tumor é resistente a esse método de terapia. Sendo assim,
existe uma objecdo quanto a sua eficacia como tratamento adjuvante, pois ja foram
evidenciadas limitacdes nesse tipo de abordagem, apresentando resultados
duvidosos quanto aos beneficios dessa forma de terapia (MOLIFE; HANCOCK,
2002; DELANEY; BARTON; JACOB, 2004).

A quimioterapia € um tratamento baseado na infusdo de drogas citotoxicas,
mas apesar do seu uso difundido, os resultados com essa forma de terapia sao
decepcionantes na maioria dos casos. A dacarbazina € a droga mais utilizada
guando se trata de melanoma metastatico e tém sido o medicamento de referéncia
para esta doenca hd mais de trés décadas. A hipotese da poliquimioterapia,
combinando a dacarbazina com outros farmacos, apresentaram resultados nédo
muito eficazes, porém, houve melhora em relacdo a taxa de resposta tumoral,
embora sem aumento de sobrevida (CROSBY, 2000; WAINSTEIN; BELFORT, 2004;
BAJETTA et al., 2006; PASQUALI et al., 2018).

Atualmente, a maioria dos tratamentos para cancer se baseiam em
medicamentos que destroem células que estdo no processo de divisdo ou que
interrompem a divisdo celular, causando um impacto negativo na proliferacdo
celular. O Sistema Imune possui uma resposta contra tumor, que pode ser especifica
para antigenos tumorais, ndo causando danos as células normais. A imunoterapia é
um dos tratamentos mais especificos para tumor que pode ser utilizado, visando
potencializar a resposta imunoldgica aos tumores, por meio da administracdo de
anticorpos ou linfécitos T, especificas para o antigeno tumoral (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011).

Sendo assim, é essencial continuar a pesquisa para compreender melhor os
mecanismos moleculares que regulam a melanogénese, e poder testar diversos
agentes terapéuticos. A maneira mais eficaz € utilizando modelos animais
especificos.

O microambiente tumoral possui diversas caracteristicas peculiares, aléem de
ser composto por células tumorais, € também composto por células do estroma e,
sendo assim, os diferentes modelos animais também devem possuir essas
caracteristicas, permitindo a proliferacdo celular, invasdo, angiogénese e
metastases, que também sdo observadas durante o desenvolvimento do melanoma
em humanos (AKTARY; MCMAHON; LARUE, 2017).
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Os camundongos sdo 0s animais mais utilizados para se estudar a
melanogénese in vivo; dentre as diversas vantagens estdo a facil manipulacdo
genética e estdo sempre disponiveis para o0 uso. Além disso, o genoma dos
camundongos e dos humanos sdo semelhantes, possuindo 6rgdos e fisiologia
comparaveis. No entanto, ainda existem algumas limitagcbes conhecidas, como a
localizacdo dos melandcitos na pele humana, que sdo encontrados na epiderme, ao
passo que, em camundongos, ficam localizados principalmente nos foliculos pilosos,
além de que, os camundongos ndo sdo propensos a desenvolver o melanoma
espontaneamente em resposta a luz ultravioleta, que é considerada o carcinégeno
mais provavel para desenvolvimento do melanoma em humanos (ZAIDI et al., 2011;
NOONAN et al., 2012).

4.3 MICROAMBIENTE TUMORAL

HANAHAN e WEINBERG (2000), propuseram seis alteracdes responsaveis
pela transformacdo de uma célula normal em cancerosa. S&o elas: autossuficiéncia
em sinais de proliferacao, insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, evasao
da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e invasédo de
tecidos e, consequentemente, metastase, acreditando que essas alteracdes sejam
compartilhadas pela maioria dos tipos de tumores humanos. Todas as alteragdes

séo mostradas na figura 8.
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Figura 8 — Caracteristicas do cancer
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Fonte: Modificado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As células ndo cancerosas participam de diversos processos para contribuir
com a progressao tumoral, tais como angiogénese, metastase e proliferacédo celular.
Os macrofagos ajudam a progresséo tumoral e metastase, ja que, quando inseridos
no microambiente tumoral, facilitam a angiogénese e remodelacdo da matriz,
promovendo motilidade das células tumorais, além de estarem envolvidos nos
processos de disseminacao, invasao das células tumorais e inflamacdo, o que
contribui para a progressdo do tumor, além da comunicacdo direta que o0s
macrofagos possuem com as células tumorais, levando a entrada e a saida de
células tumorais para dentro dos vasos sanguineos (POLLARD, 2004).

Para compreender melhor o papel da inflamag&o na progressdo tumoral,
importante primeiro entender o que é a inflamagcédo e como ela contribui para os
processos fisiologicos e patoldgicos, no caso de cicatrizagao de feridas e infeccao
(figura 9).

Quando ocorre uma leséo tecidual, o Sistema Imune induz uma resposta com
uma rede multifatorial de sinais quimicos, iniciando um processo de reparo no tecido

afetado. Essa resposta envolve a ativacdo e migracdo de leucdcitos, como
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neutrofilos, mondécitos e eosinofilos, além de mastocitos, que possuem um papel
significativo no reparo tecidual (COUSSENS; WERB, 2002).

Figura 9 — Cicatrizacéo de feridas (a). Crescimento tumoral invasivo (b)
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Fonte: Modificado de (COUSSENS; WERB, 2002)

Infec¢des que levam a inflamacgéo cronica possuem correlagdo positiva com a
progressédo tumoral. Exemplos como infec¢Bes causadas pela bactéria Helicobacter
pylori e o cancer de estdmago, diversos compostos como amianto e fumaca de
cigarro, além de condicdes genéticas, que levam a um estado de inflamacéo crénica,
como a doenca de Crohn. O recrutamento continuo de células do Sistema Imune,
que ocorre nas inflamagbes cronicas, leva a formagdo de um microambiente
mutagénico com producdo de EROS e espécies reativas de nitrogénio (ERNS), que
podem levar ao inicio de alteracdes malignas nas células epiteliais proximas. Além
do mais, este microambiente é rico em citocinas e fatores de crescimento que
podem acabar estimulando a proliferagdo e, consequentemente, a sobrevivéncia
dessas células mutadas, que acumulam mais alteracdes genéticas (COUSSENS;
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WERB, 2002; BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI, 2005; CONDEELIS; POLLARD,
2006).

As células neoplasicas participam da inflamacdo crénica e regulam a
expressdo de citocinas, quimiocinas e outros fatores que atraem as células imunes
contribuindo para a progressao tumoral. Além disso, regulam a expressédo de
moléculas de adesao, quimiocinas e receptores que estdo envolvidos com as células
inflamatorias, facilitando o processo de metastase, como mostra a figura 9. Existem
algumas vias envolvidas no desenvolvimento de tumores, entre elas as vias STAT3
e NF-kB, que desempenham papel fundamental na inflamacdo causada pelo cancer
(VICTORINO; JEREMIAS; ASSUNCAO, 2014).

A via STAT 3 (figura 10) é responsével pela proliferacédo de células e é ativada
a partir do transdutor de sinal NK-kB, que na presenca de IL-6 e outros fatores,
servem como fator de transcricdo para que tenha um aumento da sobrevida das
células tumorais. J4 a via NF-kB, quando na presenca de ligantes dos Toll-like, é
ativada, e aumenta a expressao de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e outros
fatores de crescimento, que sdo encontrados no microambiente tumoral. Esses
receptores auxiliam a migracdo, invasao e angiogénese de células metastéaticas de
tecidos tumorais quando presentes nas inflamacdes crénicas (ONUCHIC;
CHAMMAS, 2010).
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Figura 10 — Via STAT3 ativada pela IL-6

Fonte: Modificado de (HODGE; HURT; FARRAR, 2005). A IL-6 é capaz de ativar trés vias
proliferativas principais, como mostrado na figura: As vias MAPK e STAT = ativacéo do fator
de transcricdo serve para impulsionar a proliferacdo, assim como as vias PI3K. A ativacao
de AKT inativa muitos mediadores pro-apoptoticos. Embora isso leve a sobrevivéncia das
células em uma crise relacionada ao sistema imunolégico, também pode levar a
sobrevivéncia de células danificadas pelo DNA e assim ao crescimento neoplasico.

As quimiocinas sdo uma grande familia de proteinas, estruturalmente
homélogas, que estimulam o movimento dos leucdcitos e regulam a migracao dos
mesmos, do sangue para os tecidos. Sendo determinantes para evolugdo da
resposta inflamatoria. Sao classificadas em quatro familias, com base na localizacao
e no numero dos residuos de cisteina N-terminais. As duas principais familias séo a
das quimiocinas CC e das quimiocinas CXC. Na familia CC, os residuos de cisteina
sao adjacentes, e na familia CXC, os residuos sdo separados por um aminoacido.
Um pequeno numero de quimiocinas possui uma Unica cisteina, o que caracteriza a
familia C, ou duas cisteinas, separadas por trés aminoacidos, no caso a familia
CXsC (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). O perfil de quimiocinas presentes em um

determinado sitio inflamatério € importante no desenvolvimento de doencas

cronicas.
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O fator de necrose tumoral (TNF) controla as células inflamatdrias, além de
mediar outros processos inflamatorios. O fator de transformacdo do crescimento
beta (TGF-B1) é uma outra citocina importante na inflamacéo, ambos influenciam
positivamente e negativamente os processos de inflamagéo e reparo tecidual.
Resumidamente, a inflamacdo normal (como a associada a cicatrizacao de feridas),
geralmente é autolimitada, sendo assim, a desregulacdo de qualquer processo
durante o reparo, pode levar a anormalidades e, em Ultimo caso, a patogénese
associada a progressdo tumoral (COUSSENS; WERB, 2002; MOUSTAKAS et al.,
2002).

No microambiente tumoral, as quimiocinas podem ser expressas tanto por
células tumorais, como por células do Sistema Imune e células do estroma. Em
resposta a quimiocinas especificas, diferentes subgrupos de células imunes migram
para o local do tumor e regulam as respostas imunes tumorais.

As quimiocinas sdo essenciais ao coordenar a migracdo celular e as
interagOes célula-célula, também podem direcionar as células ndo imunes, incluindo
as células tumorais e células endoteliais para o microambiente tumoral, onde
regulam a proliferacdo de células tumorais, angiogénese e metastases. Sendo
assim, as quimiocinas afetam direta e indiretamente a imunidade ao tumor
(BALKWILL, 2004; NAGARSHETH; WICHA; ZOU, 2017).

As células tumorais podem adquirir a capacidade de produzir quimiocinas
promotoras de crescimento e de expressar receptores de quimiocinas. Como
exemplo, verificou-se que, 0 melanoma expressa uma quantidade de quimiocinas,
incluindo CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, CCL2 e CCL5, que estdo relacionadas
com o crescimento e a progressdo do tumor. As células tumorais também podem
superexpressar 0s receptores de quimiocinas, criando um ciclo de retroalimentagéo
e assim as células malignas se dividem sob a influéncia de quimiocinas promotoras
de crescimento, que estdo no microambiente tumoral. Além disso, as células
tumorais estimulam as células do estroma a sintetizar e secretar quimiocinas
promotoras de crescimento, o que favorece o desenvolvimento do tumor. Células
como fibroblastos associados ao céancer e macréfagos também produzem
guimiocinas que promovem o crescimento tumoral (PAYNE; CORNELIUS, 2002,
CHOW; LUSTER, 2014).

Neutrofilos, e algumas vezes eosindfilos, sdo as primeiras células a serem

recrutadas pelo Sistema Imune em uma resposta inflamatéria aguda. Os mondcitos,
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gue se diferenciam em macrofagos no tecido, migram para o local da lesdo guiados
por fatores quimiotaticos. Assim que ativados, os macréfagos tornam-se a principal
fonte de fatores de crescimento e citocinas, que afetam as células endoteliais,
epiteliais e mesenquimais presentes no microambiente. Os mastdcitos também séo
importantes na inflamacé&o, pois liberam mediadores inflamatorios como histamina,
citocinas, proteases complexadas, proteoglicanos sulfatados e mediadores lipidicos
(COUSSENS; WERB, 2002).

4.3.1 Microambiente tumoral de melanoma

O estado de uma célula (quiescéncia, proliferacdo, diferenciacdo ou morte
celular), em condi¢Bes normais, € determinado pela homeostase. Na epiderme, esse
equilibrio homeostatico é mantido por uma unidade denominada melanina
epidérmica, que possui relacdo simbidtica entre um melanécito e trinta e seis
queratindcitos associados. Os melandcitos estdo localizados na parte basal da
epiderme, e possuem uma relacdo estavel com queratinécitos basais ao longo da
vida. Esse equilibrio € mantido por meio da divisdo dos melandcitos e sé é alterado
durante a formacdo de um nevo ou no melanoma (HAASS; HERLYN, 2005;
BRANDNER; HAASS, 2013).

Em nivel molecular, a homeostase € regulada pela comunicacao intercelular,
que pode ser de origem enddcrina e paracrina, por fatores soltveis como horménios,
fatores de crescimento e citocinas, ou pode ser regulada também por contato direto
via adesdo célula-célula, célula-matriz e intercelular, por meio de juncbes
comunicantes. A desregulacdo da homeostase causa um desiquilibrio da unidade de
melanina epidérmica, desencadeando uma proliferacdo continua dos melandcitos, e
assim levando ao desenvolvimento do melanoma, como é mostrado na figura 11
(HAASS; HERLYN, 2005).
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Figura 11- Microambiente tumoral de melanoma
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Fonte: Modificado de (BRANDNER; HAASS, 2013).

As células tumorais de melanoma expressam varios tipos de citocinas e
guimiocinas, como mostra a figura 12, que agem em outras células favorecendo a
progressao e disseminacao do tumor. Essas células estimulam a resposta imune ao
tumor, seja por induzir a angiogénese tumoral, auxiliar o crescimento do tumor,
alterar o microambiente tumoral e facilitar a ocorréncia de metastases para 6rgaos
alvos especificos (RICHMOND; YANG; SU, 2009).
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Figura 12 — células tumorais de melanoma e quimiocinas
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Fonte: Modificado de (RICHMOND; YANG; SU, 2009).

Um estudo realizado com linhagens de células tumorais de melanoma in vitro,
revelou que estas expressam uma variedade de citocinas e fatores de crescimento,
sendo que alguns deles estimulam a angiogénese e o crescimento e invasao tumoral
(ELIAS; HASSKAMP; SHARMA, 2010).

As células de melanoma expressam IL-8, IL-6, IL-10, IL-1a e IL-15, sendo que
a IL-8 é considerada um fator angiogénico, expresso em altos niveis em uma grande
variedade de canceres vasculares. IL-6 € uma citocina produzida por linfocitos T,
linfécitos B, mondcitos, fibroblastos, células endoteliais e outros tipos de células
tumorais. Em pacientes com melanoma foi reportado que se os niveis de IL-6
estiverem elevados, a sobrevida € mais curta. A IL-10 est4 relacionada com IFN-a e
IFN-y, possuem fungdes bioldgicas complexas, atuando como um fator de
crescimento do tumor, identificada no soro de pacientes com melanoma metastatico.

A IL-1a é uma citocina pro-inflamatoria que inicia resposta imune a células
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apoptoticas. Sua expressao foi relatada em pacientes com melanoma. A IL-15 é
produzida por mondcitos, macréfagos, células dendriticas e linfocitos T CD8+ de
memoria (DUMMER et al., 1995; FEHNIGER, 2001; ELIAS; HASSKAMP; SHARMA,
2010).

Algumas outras citocinas ja foram relatadas sendo expressas por células de
melanoma, como osteopontina (OPN), TNF-a, interferon-a (IFN-a) e fator
estimulante de colénias de macréfagos (GM-CSF) (ELIAS; HASSKAMP; SHARMA,
2010). A OPN é uma proteina extracelular, expressa por uma variedade de células
do Sistema Imune. Possui diversas funcbes, como adesdo celular, quimiotaxia,
invasdo e regulacédo da sinalizacao celular em quase todas as neoplasias malignas.
Seu nivel sérico se aumentado, esta associado a um mau prognéstico. O TNF-a é
produzido por macréfagos, mondcitos, fibroblastos, queratinécitos, entre outras
células. Esta envolvido nos processos de inflamacéo e contribui para a progressao
do tumor, por meio de expressdo génica anti-apoptética. O IFN-a inibe a
angiogénese, com efeito antiproliferativo. O GM-CSF possui efeitos antitumorais ao
gerar células apresentadoras de antigenos (APCs), que induzem imunidade celular e
humoral (HUANG et al., 1994; BALDWIN, 2001; JOHNSTON et al., 2008).

A producdo de quimiocinas aumenta progressivamente no microambiente
tumoral de melanoma. As principais quimiocinas produzidas pelas células de
melanoma sdo: CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7 e 8, e 0s principais receptores de quimiocinas
que sao expressos por células de melanoma sédo: CXCR2, CXCR4, CCR2 e CCR7
(RAMAN et al., 2007; RICHMOND; YANG; SU, 2009).

O receptor de quimiocina CXCR2 é expresso em células endoteliais e auxilia
no recrutamento dessas células para a formacdo de novos vasos sanguineos no
microambiente tumoral. O CCR2 desempenha um importante papel no recrutamento
de macréfagos para o local do tumor; os receptores CCR7 e CXCR4 estédo
envolvidos na disseminacdo metastética, sendo que, o CCR7 participa do processo
de metastase das células tumorais para 6rgdos como os linfonodos sentinelas, e o
receptor CXCR4 esta envolvido com formacdo de metastases em diversos tipos de
tumores, além de melanoma (ZLOTNIK, 2006; RAMAN et al., 2007).

A expressdo da CXCL8 estd envolvida com o processo das células de
melanoma, de formar estruturas semelhantes a tubos que imitam as células
endoteliais, garantindo assim, o aporte de nutrientes e oxigénio no interior do tumor,

esse processo € denominado de “mimetismo vasculogénico” (MANIOTIS et al.,
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1999; MOURAD-ZEIDAN et al., 2008). As células do melanoma também produzem
guimiocinas angiostaticas, como CXCL9, CXCL10 e CXCL11, que se ligam ao
CXCR3 e inibe a angiogénese, além dessas quimiocinas também existe a CXCL4,
que interrompe a angiogénese, inibindo o crescimento tumoral de melanoma
(STRUYF et al., 2007; KEELEY; MEHRAD; STRIETER, 2008).

Diversas vias pro-metastaticas podem ser ativadas através da producédo de
citocinas, quimiocinas e seus receptores, por meio de mecanismos autdcrinos ou
pela interagcdo indireta com outras células, que sustentam o comportamento maligno
das células neoplasicas (CARVALHO, 2014).

4.4 INFILTRADO INFLAMATORIO E CANCER

4.4.1 Sistema Imune

O Sistema Imune possui um papel fundamental na defesa do organismo e,
consequentemente, na manutencdo da homeostase. Atua impedindo a entrada de
agentes infecciosos, além de modular processos fisiolégicos. Também atua
protegendo o organismo contra desordens génicas, causadas por danos no DNA,
tentando corrigir mutacdes, impedindo que essas progridam e disseminem
(MACHADO et al., 2004).

Esse sistema possui mecanismos de defesa que séo classificados em
inespecificos e especificos. O organismo apresenta barreiras naturais que sao
inespecificas, como a pele, a saliva e 0 muco presente nhas mucosas € ho trato
respiratério, entre outras que protegem o organismo contra injarias fisicas, quimicas
ou microbioldgicas, as quais sdo responsaveis pela manutencao fisioldgica
(MARTINHO; BARROS; BARROS, 2004; LIMA et al., 2012).

Além das barreiras naturais, existem repostas imunes inespecificas e
especificas, que combatem invasores que adentram as mesmas, infectando o
organismo. As respostas inespecificas sdo aquelas em que ndo ocorre um combate
contra um epitopo, mas sim contra um antigeno. Deste tipo de resposta participam
os macrofagos, neutréfilos, eosinoéfilos, células NK (Natural killer) e proteinas do
sistema complemento (MARTINHO; BARROS; BARROS, 2004).

O mecanismo de defesa especifico envolve particularmente os linfécitos, os

quais possuem receptores especializados, capazes de identificar sequéncias de
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aminoacidos, conferindo alto grau de especificidade, conferindo a capacidade de
identificar e reagir contra antigenos diversos (MARTINHO; BARROS; BARROS,
2004; LIMA et al., 2012; ABBAS;LICHTMAN;PILLAI, 2015).

4.4.2 Sistema imune e cancer

Em 1950, Macfarlane e Burnet, propuseram o conceito de vigilancia imune do
cancer, onde afirmavam que uma das fungdes do Sistema Imune era de reconhecer
e destruir células alteradas antes que se transformassem em tumores, ou de eliminar
tumores formados. Atualmente, sabe-se que os Sistemas Imune inato e adaptativo
reagem contra diversos tipos de tumores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os tumores possuem a capacidade de estimular respostas imunes
adaptativas, apesar de as células tumorais serem derivadas do hospedeiro. Os
tumores sao circundados por infiltrado de células mononucleares compostos por
linfécitos T, células NK e macréfagos ativados. Essa resposta imune contra tumores
apresenta caracteristicas de imunidade adaptativa, tendo especificidade e memoria,
além de constituir a funcédo fundamental dos linfocitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Apesar de existir uma resposta imune contra tumores, ela frequentemente é
falha. Existem diversos motivos para que a imunidade antitumoral seja incapaz de
erradicar as células alteradas. Dentre esses motivos, e talvez o principal, é que os
tumores apresentam mecanismos especificos para evadir da resposta imune do
hospedeiro, além de as células tumorais serem derivadas das células do hospedeiro
e, por esse motivo, assemelham-se as células normais em diversos aspectos,
tornando os tumores pouco imunogénicos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Muitos tumores espontaneos sofrem mutagdes que reduzem sua capacidade
de estimular resposta imune, induzindo a imunidade de forma fraca ou quase
imperceptivel, além de que, possuem crescimento rapido e a disseminagéo do tumor
acaba superando a capacidade do Sistema Imune de controlar o tumor, ja que é
necessario eliminar todas as células malignas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

4.4.3 Linfécitos
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O Sistema Imune € composto por glébulos brancos sanguineos ou leucdcitos,
sendo que os linfécitos representam cerca de 20-30% dos leucdcitos totais em
individuos saudéaveis. Na microscopia 6tica, os linfécitos sdo identificados por uma
massa nuclear abundante, homogénea, e que ocupa quase todo o citoplasma da
célula; séo linhagens celulares derivadas das células-tronco linféides presentes na
medula 6ssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

Os linfécitos séo classificados em grandes granulares e pequenos
agranulares, de acordo com algumas caracteristicas. Os grandes granulares
constituem uma pequena porcentagem no sangue circulante e sdo denominados de
células natural killer (NK) ou linfécitos ndo B ndo T, sdo células que se originam da
mesma linhagem que as linfécitos T, porém as células NK n&o sofreram
processamento timico; ja os linfécitos pequenos agranulares sao denominados de
linfécitos B e linfocitos T, apresentam morfologia equivalente, o que impede a
diferenciacdo entre eles, o que permite distingui-los é a determinacdo do
imunofenotipo dessas células (TERRA; MAIA, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2011; LIMA et al., 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

4.4.4 Linfécitos T

Os linfocitos T sdo os mediadores da resposta imune celular, caracterizada
pela capacidade de ativar outros tipos celulares, como macroéfagos e linfécitos B;
surgem na medula 6ssea e migram para o Timo, local responsavel pela sua
maturacao (LIMA et al., 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os linfécitos T possuem um receptor especifico, denominado receptor TCR,
que é uma glicoproteina heterodimérica, que permite o reconhecimento de uma
grande variedade de antigenos pelos linfocitos T; esse receptor é associado a um
complexo de peptideos, no caso CD3, que € o componente responsavel pela
ativacdo do linfocito T quando ocorre a ligacdo antigeno-receptor. Os linfocitos T
reconhecem apenas parte de antigenos especificos, esses antigenos sao
apresentados aos receptores TCR por células dendriticas ou macréfagos, que estao
ligados as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
(HARMELIN et al., 2002; LETTERIO, 2005).

Os genes do MHC codificam proteinas de membrana especializadas e a sua

principal funcdo é apresentar partes especificas de antigenos aos linfécitos T, para
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gue estes o reconhecam. As proteinas do MHC sé&o divididas em dois conjuntos de
moléculas, o MHC classe | (MHC-I) e 0 MHC classe Il (MHC-II). As moléculas do
MHC-I localizam-se na membrana celular das células nucleadas do organismo,
sendo que essa classe reconhece antigenos proteicos exdégenos e sdo reconhecidos
por linfécitos T citotoxicos (CD8+). A classe de MHC-II € expressa apenas nas
células apresentadoras de antigenos como as ceélulas dendriticas, fagoécitos
mononucleares e linfocitos B, elas ligam-se aos peptideos derivados de proteinas
endocitadas e sdo reconhecidas pelos linfécitos T auxiliares ou T-helper (CD4+)
(ROITT, 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os linfocitos T quando ativados, sofrem expansao clonal e se dividem em trés
subtipos, de acordo com a funcdo que desempenham quando um antigeno €
apresentado ao Sistema Imune: linfécitos T auxiliar ou T-helper (LTh), linfécitos T
citotoxicos (LTc) e linfécitos T supressores (LTs) (HARMELIN et al., 2002).

O LTh, por meio de seu receptor de superficie, CD4, interage com
macréfagos ativados ligados aos antigenos, reconhecendo epitopos do antigeno
apresentado, além disso, essas células possuem funcao reguladora e estimulam a
proliferacéo de LTc, LTs e linfocitos B, que vao se diferenciar em plasmacito (LIMA
et al., 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Por meio da IL-1, o LTh ativado
sofre expansado clonal se diferenciando em dois subtipos: LThl e LTh2, que
secretam diferentes interleucinas, cada uma com uma funcéo especifica, sendo que
LThl produz a IL-2 e INF-y, que estdo relacionados com a resposta imunitaria
celular; ja o LTh 2 produz as interleucinas 4, 5, 6 e 10, sendo que a 4 e a 10 estéo
relacionadas com a resposta imune humoral (HSIAO et al., 2004).

O LTc possui receptor de membrana do tipo CD8, que tem como principal
funcdo o reconhecimento de células que expressam o MHC-I, que promove a lise
celular destruindo a membrana (HSIAO et al., 2002).

O LTs possui os receptores de superficie CD3 e CD8, porém nao possui seu
mecanismo de acao totalmente elucidado, mas sabe-se que existe a funcdo de
modular a resposta imunitaria por meio da inibicdo. Esses linfocitos agem inativando
0s LTc e LTh limitando a sua agao no organismo; os LTh ativam os LTs e assim
controlam os LTh, impedindo que estes tenham uma exacerbagdo da resposta
imune. Os LTs também participam da tolerancia imunologica, mecanismo no qual o
Sistema Imune utiliza para impedir que os leucdcitos ataquem as proprias células do
hospedeiro (MARTINHO; BARROS; BARROS, 2004).
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As células encontradas no microambiente tumoral de melanoma produzem
guimiocinas, que favorecem o recrutamento de linfécitos TCD8 e células NKT para o
local de desenvolvimento do tumor; sabe-se que a principal funcdo dessas células é
a de eliminar células alteradas, sendo assim, a presenca delas no microambiente
tumoral pode favorecer uma resposta antitumoral adequada (WETZEL et al., 2007,
ZHANG et al., 2009).

Foi evidenciado que os linfécitos T CD4+ desempenham diversos papéis na
resposta antitumoral, pois sdo células auxiliadoras que participam da ativacdo e da
polarizacdo de outras células; os linfécitos T CD4+ do perfil Thl participam na
ativacao classica de macrofagos, favorecendo a resposta antitumoral, ja os linfocitos
T CD4+ do perfil Th2 exercem papeis pro-tumorais, pois auxiliam na ativagédo
alternativa dos macréfagos (QUAIL; JOYCE, 2013).

Além disso, os linfécitos T CD4+ também podem realizar funcdes citotdxicas,
eliminando as células tumorais apds serem reconhecidas via MHC de classe I, de

antigenos tumorais expressos nessas células (HAABETH et al., 2014).

4.45 Linfécitos B

Os linfocitos B sé@o as células responsaveis pela producdo de anticorpos; 0s
linfécitos imaturos s@o formados no tecido hematopoiético e a sua maturacao ocorre
no proprio tecido medular, formando os linfocitos B. Apds a maturacéo, essas células
migram e sao armazenadas principalmente no baco (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Os linfécitos B possuem apenas um receptor para proteinas, o receptor da
célula B ou sitio BCR. Esse receptor € uma imunoglobulina de superficie, possuindo
um dominio constante e um dominio variavel, o que permite a formacdo de
diferentes tipos de receptores BCR. Esses podem se ligar a diversos antigenos,
sendo que cada receptor BCR formado é especifico para um antigeno (AGEMATSU
et al., 2000). Quando ocorre essa exposicdo de um determinado antigeno ao
receptor, o linfécito B é ativado e se diferencia em outros tipos celulares, como
plasmdcitos e linfocitos B de memdria. Os plasmocitos sdo responsaveis por
sintetizar e secretar imunoglobulinas (ou anticorpos), que vao atuar contra antigenos

especificos -no caso o antigeno que levou a ativacdo dos linfécitos B- e assim
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desempenham um papel importante na regulacdo da resposta imune humoral
(DOGAN et al., 2009; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;)

Os linfocitos B sé@o conhecidos por serem mediadores da imunidade tumoral,
apesar dos mecanismos serem controversos ou ndo totalmente elucidados; ja foi
evidenciado que em modelo de melanoma murino, os linfécitos B aumentam a
infiltracdo de LTc, assim como a producdo de citocinas no microambiente, o que
acaba favorecendo a imunidade tumoral contra este tipo de células tumorais
(KOBAYASHI et al., 2014).

Além de participar da imunidade humoral, os linfécitos B possuem diversas
funcdes, incluindo apresentacdo de antigenos e ativacdo de linfocitos T. Sabe-se
que certas subpopulacbes de linfocitos B possuem propriedades reguladoras
importantes e estdo envolvidas em condigBes imunoldgicas como autoimunidade e
malignidade (LAMPROPOULOU et al., 2010).

Os linfécitos B no microambiente tumoral de melanoma secretam quantidades
significativas de IL-10, que regula de forma negativa a resposta imunoldgica ao
tumor, pois promove a polarizagdo de macréfagos para um perfil imunossupressor
(INOUE et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2014).

Outro tipo de linfocitos B também sao estudados no modelo de melanoma
murino, sdo conhecidos como linfécitos B-1, e sdo distintos dos linfécitos B
convencionais, chamados de B-2. Possuem uma capacidade auto renovadora e séo
encontrados principalmente na cavidade pleural, peritoneal e em menores
guantidades no baco. Representam a linha de defesa contra infec¢des sistémicas
por virus e bactérias e sdo importantes para o equilibrio homeostatico do organismo.
Os linfocitos B-1 secretam uma quantidade consideravel de IL-10, o que foi
verificado que modula a atividade fagocitica de macréfagos in vitro e, a
apresentacao de antigenos na presenca de IL-10 induz a toleréncia ou diferenciacao
de linfécitos T em células supressoras, indicando um possivel papel
imunomodulador dessa populacdo celular (DUAN; MOREL, 2006; MESQUITA
JUNIOR et al., 2010).

Foi visto que os linfocitos B-1 podem promover a polarizacdo de macréfagos
para o perfil M-2, que auxilia na promoc¢ao de respostas pré-tumorais. Além disso, ja
foi evidenciado o aumento do potencial metastatico das células tumorais causadas
pelas interacdes fisicas entre linfécitos B-1 e células de melanoma murino B16F10
(PEREZ et al., 2008; STAQUICINI et al., 2008; WONG et al., 2010).



45

4.4.6 células NK

As células NK sao leucdcitos granulares com morfologia caracteristica.
Inspecionam as células do hospedeiro em busca de sinais anormais de expressao
proteica, que podem indicar, por exemplo, que as células abrigam um virus. As
células NK séo capazes de destruir as células mutadas e as que estdo em processo
de transformacao maligna em tumores (ROITT, 2014); possuem acéo citotdxica por
meio da liberacdo de perforinas, que agem na célula alvo, formando poros na
membrana e levando a ativacdo das proteinas intracelulares, induzindo a células a
entrar em apoptose. Produz citocinas como IFN-y, TNF, IL-10 e IL-3, além de fatores
de crescimento e secre¢do de quimiocinas como CXCL8, que séo responséaveis pela
migracdo de células para os tecidos, auxiliando na resposta imunoldgica
(KINOSHITA, 2014).

As células NK participam da imunidade anti-melanoma. Os principais
receptores ativadores das células NK s&o: NKG2D, receptores naturais de
citotoxicidade (NCRs), NKp30 e NKp46, além desses, as células NK também
expressam CD16, um receptor que induz a citotoxicidade celular dependente de
anticorpos; a maioria dos receptores reconhecem diferentes moléculas HLA classe I,
sendo assim, as células NK possuem a capacidade de matar as células alvo que
perderam ou expressam baixas quantidades de moléculas de HLA de classe |,
alteracdo frequentemente observada em células tumorais, incluindo células de
melanoma (MORETTA et al., 2006; FREGNI et al., 2013).

As células NK podem contribuir para a vigilancia imunoldgica, aumentando a
secrecdo de citocinas no microambiente tumoral, ou entdo, induzindo a maturacéo
de células dendriticas, contribuindo assim para a resposta imune adaptativa. Além
da secrec¢do de citocinas, as células NK liberam perforinas e granzinas dentro desse
microambiente tumoral na presenca de peptideos antigénicos, que estimulam as
células dendriticas e os linfocitos T a agirem contra as células tumorais (WEHNER et
al., 2011; MARCUS et al., 2014).

4.4.7 Células fagocitarias e neutrofilos associados ao tumor

Existem dois tipos celulares responsaveis pelo envolvimento e digestao de

microrganismos, sdo 0os macréfagos e neutrofilos.
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Os macréfagos originam-se dos promondcitos da medula Ossea, e apds a
diferenciacdo em mondcitos sanguineos, se estabelecem nos tecidos na forma de
macréfagos adultos, constituindo o sistema fagocitico mononuclear. Os macréfagos
estdo distribuidos por todos os tecidos conjuntivos, ao redor das membranas basais
dos vasos sanguineos, estdo em maiores concentracdes nos pulmdes, denominados
de macrofagos alveolares; no figado, recebem o nome de células de Kupffer, e nos
revestimentos dos sinusoOides esplénicos e nos linfonodos, que estdo
estrategicamente posicionados para filtrar materiais estranhos. Os macréfagos
possuem vida longa e apresentam grandes quantidades de reticulo endoplasmatico
rugoso e mitocondrias.

O neutrdfilo polimorfonuclear é o principal leucdocito encontrado na corrente
sanguinea e origina-se da mesma célula-tronco hematopoiética, precursora dos
outros elementos sanguineos. Os neutréfilos ndo se dividem, possuem vida curta e
apresentam nucleo multilobulado e uma alta quantidade de granulos, que podem ser
de dois tipos: o granulo azurdfilo primario, que se forma precocemente, possui
lisossomos, contém mieloperoxidase, diversos efetores antimicrobianos nao
oxidativos, incluindo defensinas, proteina de aumento da permeabilidade bactericida
e catepsina G. O segundo tipo sdo os granulos especificos secundarios, que séo
negativos para peroxidase, contém lactoferritina e fosfatase alcalina (ROITT, 2014).

Os neutrdfilos sao raros no microambiente tumoral, e existem poucos estudos
em relacdo a sua fungéo e carcinogénese, mas segundo estudos recentes sugeriram
que neutrdfilos intratumorais podem contribuir para o crescimento do tumor,
imunossupressao e angiogénese, produzindo fatores angiogénicos, facilitando assim
o0 extravasamento de células tumorais e suprimindo a sintese de citocinas por
linfécitos T (TAZZYMAN; LEWIS; MURDOCH, 2009).

Além dos TAMs, os neutrdfilos passaram a ser estudados como novas
infiltracbes tumorais. Um estudo realizado em camundongos, sugere que 0S
neutréfilos desempenham funcdes pro e antitumorais em um microambiente tumoral,
e que a maioria dos neutroéfilos associados ao tumor (TANS) possui um fenotipo proé-
tumoral que contribui para o0 crescimento do tumor e imunossupressao
(FRIDLENDER et al., 2009).

Os TANs também possuem diferentes vias de ativacdo, sugerindo um

esquema de classificacdo semelhante ao TAM, sendo que N1 € considerado um
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fendtipo antitumoral e N2 considerado um fendtipo pro-tumoral, como mostra a figura
13 (FRIDLENDER et al., 2009).

O fendtipo polarizado pro-tumoral N-2 é caracterizado por altos niveis de
expressdo de arginase e sao impulsionados pelo TGFB, ja a inibicdo do TGFp
promove uma reprogramacdo de neutrofilos para um fendtipo N-1, que esta
associado a uma maior atividade citotoxica, por meio da expressao de citocinas e
quimiocinas, que estimulam a resposta imune, maior capacidade de gerar peroxidos
de hidrogénio, maior expressdao de TNF e molécula de adesdo intercelular 1
(ICAM1), niveis baixos de arginase e além disso, na presenca de neutréfilos N-1, a
ativacdo dos linfocitos TCD8+ aumenta resultando em uma atividade antitumoral
efetiva (FRIDLENDER et al., 2009; MANTOVANI et al., 2011).

Figura 13 — Neutréfilos associados ao tumor
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Fonte: Modificado de (MANTOVANI et al., 2011).

Quimiocinas produzidas pelas células tumorais e TAMs, promovem O
recrutamento de neutrofilos para o sitio tumoral; os neutréfilos podem promover
instabilidade genética por meio da producdo de intermediario de oxigénio reativo
(ROI) e também estédo relacionados com o crescimento do tumor, por meio da
producdo de fatores angiogénicos e enzimas de degradacdo da matriz, além de
participar na formacdo de metastases e suprimir a resposta imune antitumoral.
Essas observacdes sdo consistentes para que exista um fenotipo N2 pro-tumoral,
gue contribui para o crescimento do tumor (TAZAWA et al., 2003; SHOJAEI et al.,
2008; FRIDLENDER et al., 2009; MANTOVANI et al., 2011).
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Os neutrofilos inseridos no microambiente tumoral possuem uma forte
associacdo com mau prognostico em pacientes com melanoma, 0 que sugere que
esses neutroéfilos podem possuir uma fungéo pro-tumoral (JENSEN et al., 2011).

Além disso, as células de melanoma expressam CXCL8 e IL-8 que atraem
neutrofilos, promovendo a expressao da integrina 2 em sua superficie, que interage
com ICAM-1, que € expressa pelas células de melanoma, favorecendo o
desenvolvimento de metastase pulmonar. Essa interagdo pode aumentar a
quantidade de células de melanoma na circulacdo, faciltando sua adesdo ao
endotélio vascular, e permitir o extravasamento e o desenvolvimento de metastases
(HUH et al., 2010).

Em modelos de melanoma subcutaneo foi evidenciado que os TANs
expressam altos niveis do receptor CXCR4, regulando a angiogénese e o
crescimento tumoral por meio da superexpressao dos fatores angiogénicos VEGF e
metaloproteinase (MMP-9) (JABLONSKA et al., 2010).

4.5 MACROFAGOS ASSOCIADOS AO TUMOR

Os macréfagos sdo células capazes de exibir diferentes atividades funcionais,
sendo que algumas sdo antagbnicas: funcdo imunoestimuladora ou
imunossupressora e promovendo ou restringindo a inflamag&o. A heterogeneidade
dos macrofagos foi simplificada no conceito de polarizacdo de macrofagos, onde
ambos os fenotipos extremos possuem caracteristicas distintas: macréfagos M1 e
M2 (POLLARD, 2004).

As células do estroma e as células tumorais secretam diversos quimiotrativos,
que recrutam mondcitos da circulacdo sanguinea, um exemplo, a CCL2, que induz
guimiotaxia em mondcitos. Uma vez no microambiente tumoral, os mondcitos
diferenciam-se em macréfagos devido a presenca de GM-CSF, que é produzido
pelas células tumorais; uma vez diferenciados no microambiente, adquirem
propriedades imunossupressoras e pro tumorais, auxiliando na progressao tumoral
(ZACHARIAE et al., 1990; ALLAVENA; MANTOVANI, 2012).

As células malignas e as células do microambiente tumoral atuam em
conjunto, auxiliando nos processos necessarios para o desenvolvimento do tumor.
Os macréfagos estdo inseridos nesse microambiente e sdo importantes alvos

terapéuticos devido ao seu papel na progressao tumoral (ROGERS et al., 2011).
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Os TAMs sdo 0s maiores componentes do microambiente tumoral e
importantes reguladores da tumorigénese, pois desempenham papéis efetores no
desenvolvimento tumoral; essa progressdo, como mostra a figura 14, envolve uma
série de eventos desde o sitio primario do tumor até a formacdo de metastases.
Alguns dos eventos sao: o crescimento de células tumorais, angiogénese, migracao,
invasdo e metastase. A imunossupressao simultanea também auxilia para facilitar
esse processo, pois as células tumorais conseguem evitar a deteccdo pelo Sistema
Imune e assim ficam livres na circulagdo, onde vao para outras regides do

organismo e aderem formando metastases (POLLARD, 2004).

Figura 14 — Papel dos macréfagos associados ao tumor na progressao tumoral
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Fonte: Modificado de (ROGERS et al., 2011).

A ativagdo dos macrofagos M1 se da de forma classica (figura 15) por meio
da estimulagdo por produtos bacterianos ou citocinas produzidas por LThi,
promovem a resposta inflamatoria e imunologica do hospedeiro, e produzem
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, a IL-6 e IL-12, além de radicais livres e
compostos nitrogenados, que possuem funcao citotoxica sobre as células que estao

em transformacdo neoplasica. Os macrofagos, apds entrarem em contato com o
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INF-y no microambiente tumoral, desencadeiam a via classica e polarizam para o

perfil M-1, que secreta grandes quantidades de IL-12, os linfocitos Thl, que por sua

vez, produzem INF-y, mantendo o ciclo de ativacdo classica dos macrofagos; a IL-12

atua sobre os linfécitos T CD8 e NK, aumentando o potencial citotoxico destas

células, auxiliando no controle e eliminacdo das células tumorais. Os M-1 ativados

produzem ROS e ERNS, que também auxiliam na eliminacédo das células tumorais
(ALLAVENA et al., 2008; ALLAVENA; MANTOVANI, 2012).

Figura 15 — Ativacao classica dos macrofagos
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Os macrofagos do tipo M2 (figura 16), quando em um microambiente rico em

citocinas especificas de LTh2, sdo ativados por uma via alternativa. Apés entrarem

em contanto com as IL-4 e IL-13 no microambiente tumoral, passam a secretar
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grandes quantidades de IL-10, que inibe a acdo da IL-12, bloqueando a resposta
Thl e dando prioridade para a resposta Th2. O que diminui a producéo de INF-y, e
promove a progressao tumoral.

Os macréfagos M-2 produzem MMP-9, que degradam a matriz extracelular e
VEGF, um fator de crescimento que auxilia ha formacéo de novos vasos sanguineos
no microambiente tumoral e favorece o crescimento do tumor e a formacdo de
metastases (ALLAVENA; MANTOVANI, 2012).

Figura 16 — Ativacédo alternativa dos macréfagos
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Fonte: (CARVALHO, 2014).

Degrada MEC

Os macrofagos séao funcionalmente plasticos, ou seja, podem mudar o seu
estado de polarizacdo de M-1 para M-2. Os macrofagos do tipo M-1 estao envolvidos
na eliminacdo de patégenos e nas respostas pro-inflamatorias, e os macrofagos do
tipo M-2 promovem a remodelacdo tecidual e geralmente estdo associados a
progressao tumoral (BISWAS; MANTOVANI, 2010; QUAIL; JOYCE, 2013).
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Sem a angiogénese, 0s tumores ndo sdo capazes de progredir. A troca
angiogénica € quando ocorre uma mudanca no fenétipo tumoral de angiostatico para
angiogénico, € um pré-requisito para progressdo tumoral e a disseminacao
metastatica. Sabe-se que existe uma ligagdo entre os TAMs com o aumento da
angiogénese (LEWIS; POLLARD, 2006; DIRKX et al., 2006).

Como dito anteriormente, os TAMs quando ativados pela via classica, se
diferenciam em macréfagos tipo 1, que sdo frequentes no microambiente tumoral
durante a fase inicial, eliminam as células tumorais, pois produzirem EROS e ERNS,
além de secretar quantidades significativas de IL-12, que atuam nas células NK e
linfécitos TCD8+, aumentando a citotoxicidade destas células. Para manter a
homeostasia, os macrofagos passam a ser ativados pela via alternativa, por meio da
IL-4 e IL-13 e assim se diferenciam em macréfagos do tipo 2, esses por sua vez
secretam quantidades de IL-10, que regulam negativamente a resposta imunolégica
aos tumores, pois favorecem um ambiente imunossupressor para o tumor, além de
ativar células citotéxicas; também produzem fatores de crescimento, como VEGF,
esse fator contribui para progressao tumoral, além de facilitar a formacédo de
metastases, devido a capacidade de auxiliar na producdo de novos vasos
sanguineos e linfaticos (ALLAVENA; MANTOVANI, 2012; QUAIL; JOYCE, 2013).

No microambiente tumoral de melanoma, os macréfagos do tipo M-2 sdo o0s
que aparecem em maior quantidade, assim como na maioria dos tumores sélidos,
sendo que a sua presenca no tecido neoplasico tem sido associada a um pior
prognéstico (MURRAY; WYNN, 2011; THAM et al., 2014).

4.6 PERICITOS

A angiogénese € um processo onde ocorre a formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes. A angiogénese fisioldégica ocorre
durante o periodo embrionario e ap6és o nascimento, no periodo pés-natal. Em
adultos, a angiogénese ocorre principalmente no sistema reprodutor feminino,
durante o ciclo menstrual e durante a gestagédo, visando uma vascularizagéo
elaborada que atende as demandas nutricionais e funcionais do organismo. Ja a
angiogénese patoldgica, ocorre em diversas doengas, tais como: céncer, artrite
reumatoide, psoriase, doencas inflamatorias, endometriose e muitas outras. Essa

7

neovascularizagdo € caracterizada por causar efeitos prejudiciais em algumas
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doencas e também ajuda na progressdo de outras. As caracteristicas comuns da
angiogénese patolégica sdo: permeabilidade vascular anormal, remodelacdo e
maturacdo vascular defeituosa que acabam promovendo inflamacdo e hemorragias
(CARMELIET; JAIN, 2000; GERHARDT; BETSHOLTZ, 2003).

Pericitos sdo células de microvasos, como arteriolas, capilares e vénulas, que
envolvem as células endoteliais. Estdo localizados adjacentes ou sobre as juncdes
celulares endoteliais. Os pericitos estédo distribuidos por todos os 6rgédos do corpo,
sendo que se concentram mais nas pernas e nos pes, pois estado relacionados com a
pressdo hidrostatica, protegendo assim a integridade da parede dos microvasos.
Sdo0 componentes essenciais da parede dos microvasos, possuindo funcéo
metabolica, sinalizadora e mecéanica (SIMS, 2000).

As células murais ou células periendoteliais (pericitos e musculo liso) séo
células associadas a vasos sanguineos. Os pericitos sdo incorporados na membrana
basal dos capilares e sdo caracterizados como células solitarias, possuindo uma
Unica camada de células. S&o responsaveis pela sinalizacdo intercelular com as
células endoteliais e outros componentes presentes na parede do vaso, evitando
extravasamento de sangue. Ja4 as células musculares lisas, formam camadas
multiplas ao redor das artérias e veias, auxiliando na contracdo e tbnus vascular
(RAZA; FRANKLIN; DUDEK, 2010).

Os pericitos também sdo caracterizados de acordo com a expressdo de
algumas moléculas, como actina do musculo liso alfa (a-SMA), desmina, CD146,
receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRp), antigeno
glial-2 (NG2). Apesar desses marcadores ndo serem exclusivos dos pericitos e a sua
expressdo poder variar de acordo com o tipo de tecido, estagio de maturacdo e
condicdes patologicas, sdo importantes para compreender a biologia dessas células
(DIAS-FLORES et al., 2009; ARMULIK; GENOVE; BETSHOLTZ, 2011).

Os pericitos e células semelhantes a pericitos, tém sido indicados como
importantes mediadores nos processos associados a fisiopatologia do cancer,
incluindo processos como angiogénese tumoral e metastase. Ainda que o papel dos
pericitos na fisiopatologia tumoral ndo seja claro, ha evidéncias que indicam que
alteracdes nas sinalizagbes entre as células endoteliais e os pericitos contribuam
para a angiogénese tumoral e metastase (RAZA; FRANKLIN; DUDEK, 2010).

Na angiogénese tumoral, o surgimento de células endoteliais € seguido por

uma migracdo de pericitos, mas nesse caso, a arquitetura vascular ndo é completa,
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0 que leva a varias complicacbes estruturais e funcionais. Os vasos que estédo
inseridos no tumor sdo altamente desorganizados, possuem uma forma irregular
com muitas ramificacbes e com extravasamento, a membrana basal € descontinua
ou ausente com caracteristicas alteradas. Nos vasos tumorais, 0s pericitos estao
fracamente ligados ao endotélio e possuem algumas alteracbes celulares, como
expressdo de marcadores tipicos e projecOes citoplasmaticas que invadem o
parénguima tumoral (HELLSTROM et al., 2001; HUANG et al., 2010; BARLOW et
al., 2012).

A figura 17 mostra o papel dos pericitos na angiogénese e metastase tumoral
em resposta aos estimulos angiogénicos. A comunicagcdo entre os pericitos e as
células endoteliais é interrompida, levando a degradacdo da membrana basal,
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos. Diversos fatores conhecidos
por desempenhar funcdes criticas na angiogénese contribuem para a degradacéo da
matriz, migracado, proliferacdo e a formacdo de tubo. A maturacdo dos vasos é
caracterizada pelo recrutamento dos pericitos e o investimento pericitico funcional do
endotélio, bem como outros componentes da matriz extracelular. A associacao das
células endoteliais e pericitos resulta na manutencdo da integridade do vaso e a
dissociacao das células endoteliais e 0s pericitos podem promover o intravasamento
e extravasamento de células tumorais, por meio do endotélio rompido (RAZA;
FRANKLIN; DUDEK, 2010).
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Figura 17 — Desenho esquematico do papel dos pericitos na angiogénese e metastase
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Fonte: Modificado de (RAZA; FRANKLIN; DUDEK, 2010).

A ruptura do equilibrio dos pericitos nos vasos tumorais € critico, pois pode
induzir o crescimento tumoral ou facilitar a disseminacdo metastéatica. A regulacéo
mediada pelos pericitos sobre as células tumorais ajudam a manter uma proliferacao
de células estromais. O fendtipo imunossupressor que € adquirido pelos pericitos
dentro do microambiente tumoral também é relevante, uma vez que, essas células
podem atuar em sinergia com as células tumorais, inibindo a resposta imune local
(RIBEIRO; OKAMOTO, 2015).

O mimetismo vasculogénico do melanoma ocorre através de um mecanismo
mediado pelas células tumorais de melanoma, que se faz necessario a sinalizacao
do VEGF com o receptor de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR)
(FRANK et al., 2011). Sabe-se que o0s pericitos regulam a maturacado vascular
endotelial por meio da producdo de VEGF (EVENSEN et al., 2009); sendo assim,
segundo Trevifio-villarreal et al. (2011), sugeriu-se que 0s pericitos poderiam ser a
fonte de VEGF necessaria para a formacdo dessa vascularizacdo mediada pelas
células tumorais de melanoma.

Aléem da inflamacdo, a hipoxia € outro fator importante dentro do
microambiente tumoral que pode recrutar pericitos. Foi relatado que pericitos
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derivados do cérebro geram células neurovasculares que ativam as células da
micrdglia em condicdes de hipoxia (OZEN et al., 2014).

Quando ocorre hipoxia -deficiéncia de oxigénio que causa lesédo celular por
reduzir a respiracao oxidativa aerdbica- a producdo de VEGF é induzida por meio da
ativacdo de HIF-1a, que é translocado para o nucleo se ligando a elementos
responsivos a hipoxia, localizados na regido promotora do gene VEGF, induzindo
sua transcricio (POUYSSEGUR; DAYAN; MAZURE, 2006). Foi relatado uma
abundancia de células tumorais de melanoma e células do estroma associadas ao
tumor, expressando HIF-1a em seus nucleos (TREVINO-VILLARREAL et al., 2011).
Ja foi descrito na literatura que o aumento da expressao de HIF-1a, juntamente com
VEGF, esta ligado a um mau prognéstico em paciente com melanoma
(GIATROMANOLAKI et al., 2003). Além do efeito positivo na tumorigénese do
melanoma, o HIF-1a também esta relacionado com o recrutamento de diversos
elementos celulares envolvidos na angiogénese, incluindo pericitos (SONG et al.,
2009).

Resumindo, os pericitos se associam com as células de melanoma formando
novas estruturas vasculares tumorais em um microambiente tumoral com hipoxia, o
gue sugere que ambos sdo importantes para 0 mimetismo vascular do melanoma
(TREVINO-VILLARREAL et al., 2011).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O melanoma € o tipo de céancer de pele mais agressivo devido ao seu
potencial metastatico, e com maior indice de mortalidade. Acomete principalmente a
pele, porém pode surgir na mucosa. O diagndstico precoce € essencial e o
melanoma pode ser identificado por exame clinico.

O recrutamento continuo de células do Sistema Imune, que ocorre nas
inflamacdes cronicas, leva a formacdo de um microambiente mutagénico com
producdo de EROS e ERNS, que podem levar ao inicio de alteracdes malignas nas
células epiteliais proximas. Além do mais, este microambiente é rico em citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento que podem acabar estimulando a proliferacéo
celular, angiogénese e metastases, acumulando mais alteracdes genéticas.

Os linfocitos T CD8 encontrados no melanoma possuem, como principal
funcdo, a de eliminar células alteradas, favorecendo uma resposta antitumoral
adequada. Os linfécitos T CD4+ do perfil Thl participam na ativacao classica de
macrofagos, favorecendo a resposta antitumoral. Ja os linfécitos T CD4+ do perfil
Th2 exercem papeis pro-tumorais, auxiliando na ativagdo alternativa dos
macroéfagos.

Os linfécitos B, encontrados no microambiente tumoral de melanoma,
secretam quantidades significativas de IL-10, que regulam de forma negativa a
resposta imunolégica ao tumor, promovendo a polarizacdo de macréfagos para um
perfil imunossupressor. Os linfécitos B-1 podem promover a polarizacdo de
macrofagos para o perfil M-2, que auxiliam na promocao de respostas pré-tumorais.

Os TANs também possuem diferentes vias de ativacdo, sendo que N1 é
considerado um fendtipo antitumoral e N2 considerado um fendtipo pro-tumoral.
Sabe-se que o0s neutréfilos contribuem para o crescimento tumoral,
imunossupressao e angiogénese.

Os macrofagos do tipo M-1 estdo envolvidos na eliminacdo de patégenos e
nas respostas pro-inflamatdrias e séo ativados pela via classica, e os macréfagos do
tipo M-2 promovem a remodelacdo tecidual e geralmente estdo associados a
progressao tumoral e sdo ativados pela via alternativa. No melanoma os macrofagos
do tipo M-2 sdo os que aparecem em maior quantidade e sdo relacionados com um

pior progndstico.
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Os pericitos sd8o componentes essenciais da parede dos microvasos,
possuindo funcdo metabdlica, sinalizadora e mecéanica. No microambiente tumoral
de melanoma, os pericitos se associam com as células tumorais, formando novas
estruturas vasculares em um microambiente com hipdxia, o que sugere que ambos

sao importantes para o0 mimetismo vascular do melanoma.
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