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RESUMO

O desenvolvimento do cancer € um processo complexo, caracterizado pelo acuamulo
de alteracdes genéticas e epigenéticas que dirigem o tumor a progressao. Dentre os
tipos de cénceres, o de pele é o mais incidente na populagéo brasileira. Entretanto, o
melanoma que representa sé 4% das neoplasias malignas deste 6rgdo, é o que
mais causa Obitos devido a sua alta capacidade metastatica. Estudos recentes tém
demonstrado que a agressividade da maioria dos tumores € devida as interacdes
das células tumorais com os demais componentes do microambiente onde o tumor
se desenvolve. Assim, com o intuito de avaliar a influéncia do microambiente tumoral
no desenvolvimento do melanoma, este trabalho teve como objetivo identificar e
caracterizar as células do sistema imune presentes no microambiente tumoral em
dois modelos experimentais de melanoma murino: cutaneo e subconjuntival (Artigo
1). Resultados mostraram que animais com melanoma subconjuntival apresentaram
crescimento tumoral significativamente menor que 0s animais com melanoma
cutaneo, com presenca de células tumorais no linfonodo cervical. Além disso,
animais com melanoma subconjuntival apresentaram maior producdo de IL-6 e
maior porcentagem de ceélulas CD4+, CD8+, NKT e macrofagos ativadas no
microambiente tumoral quando comparados com o0s animais com melanoma
cutaneo. Além desses dados experimentais, o atual trabalho apresenta uma revisédo
sistematica sobre melanoma. Para esta revisdo, um total de 300 artigos foram
consultados (Artigo 2). Resultados obtidos nessa revisdo mostram que o melanoma
cutaneo é o mais citado (72,7%) dos trabalhos consultados. Estes trabalhos revelam
também que Europa e América do Norte lideram tanto as pesquisas (37% e 32%)
como as publicactes (54% e 41%) respectivamente, em relacdo ao tema. A maioria
desses trabalhos sdo estudos originais (88%) que descrevem ensaios realizados
com seres humanos (77%), dos quais sdo principalmente ensaios clinicos e nao
experimentais (64,6% e 35,4%, respectivamente). Dentre os trabalhos originais 11%
avaliam a participacdo do microambiente tumoral no desenvolvimento e progresséo

do melanoma.

Palavras-Chave: Microambiente tumoral, melanoma cutdneo, melanoma

subconjuntival, células do sistema imune, IL-6, metanalise.



ABSTRACT

The development of cancer is a complex process, characterized by the accumulation
of genetic and epigenetic changes that direct the tumor to progression. Among the
cancers, the skin is the most incident in the Brazilian population. Despite that
melanoma represents only 4% of the malignant neoplasms of this organ, is the
principle leading deaths due to its high metastatic capacity. Recent studies have
shown that the aggressiveness of most tumors is due to the interactions of tumor
cells with other components of the microenvironment where the tumor develops.
Thus, in order to evaluate the influence of the tumor microenvironment on the
melanoma development, the identification and characterization of the immune
system cells were performed in two experimental models of murine melanoma:
cutaneous and subconjunctival melanoma (Article 1). Results showed that animals
with subconjunctival melanoma had significantly lower tumor growth than animals
with cutaneous melanoma and presented tumor cells in the cervical lymph node.
Furthermore, animals with subconjunctival melanoma had higher IL-6 production and
a higher number of CD4+, CD8+, NKT and macrophages cells activated in the tumor
microenvironment when compared to the animals with cutaneous melanoma. In
parallel to experimental results, herein we presented a systematic review on
melanoma that included 300 articles (Article 2). Results display in the review shown
that cutaneous melanoma is the most cited (72.7%) of the works consulted. These
studies shown also that Europe and North America lead both research (37% and
32%) and publications (54% and 41%), respectively, in relation to the topic. Most of
these studies are original studies (88%) describing human trials (77%), which are
mainly clinical and non-experimental trials (64.6% and 35.4%, respectively). Among
the original studies only 11% evaluated the participation of the tumor

microenvironment in the development and progression of melanoma.

Keywords: Tumor microenvironment, cutaneous melanoma, subconjunctival

melanoma, immune system cells, IL-6, meta-analyzes.
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1. INTRODUCAO

Na atualidade, o cancer é a segunda doenca que mais causa Obitos no
mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (INCA, 2015). O
desenvolvimento do cancer € um processo complexo, caracterizado pelo acumulo de
alteracdes genéticas e epigenéticas que dirigem o tumor & progressado. Os canceres
podem ser causados por diversos fatores como hereditariedade, tabagismo, habitos
alimentares, alcoolismo, medicamentos e fatores ambientais, 0s quais Sao
responsaveis por 80% a 90% dos casos conhecidos (Varricchi et al., 2016).

Dentre os canceres, o de pele € o mais incidente na populagdo brasileira
(INCA, 2015). Entretanto, o melanoma, que representa s6é 4% das neoplasias
malignas deste 6rgdo, € o que mais vem causando O6bitos devido a sua alta
capacidade metastatica (Gutiérrez Garcia-Rodrigo et al., 2017; Satheesha et al.,
2017).

Melanomas s&o neoplasias malignas que se desenvolvem a partir de
melandcitos da crista neural, que sdo encontrados na pele, olhos, mucosas e epitélio
da leptomeninge (Hurst et al., 2003). Na progressdo do melanoma, estdo envolvidos
multiplos fatores como alterac6es genéticas no hospedeiro e interacdo com o
microambiente onde o tumor se desenvolve (Brandner e Haass, 2013).

Nos ultimos anos, grande parte dos avancos da pesquisa cientifica em cancer
tem como foco o0 estudo das interagcdes entre células tumorais e o0 seu
microambiente. Entretanto, apesar do grande numero de trabalhos utilizando como
modelo de estudo o melanoma, ainda existem muitas questdes a serem exploradas.

Assim, com o intuito de avaliar a influéncia do microambiente tumoral no
desenvolvimento do melanoma, foi realizada a identificacdo e caracterizacdo das
células do sistema imune presentes no microambiente tumoral em dois modelos
experimentais de melanoma murino: cutaneo e subconjuntival. Os resultados obtidos
nesta pesquisa serdo apresentados em formato de artigo para posterior submissao
para a revista Journal of Immunology Research. Além desse trabalho, também
apresentamos uma revisdo sistematica sobre melanoma, na qual foram utilizados
300 artigos para a realizacédo da pesquisa. O intuito da revisdo sistematica, que sera
submetida ao periédico Archives of Dermatological Research, foi determinar a

evolugcéo das pesquisas sobre melanoma, mapeando o tipo de publicagbes e suas
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investigacdes a fim de detectar assuntos negligenciados que possam ser alvo de

novas pesquisas no campo do melanoma.
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Resumo

Estudos recentes tém demonstrado que a agressividade da maioria dos tumores é
devida as interacBes das células tumorais com o0s demais componentes do
microambiente onde o tumor se desenvolve. Assim, considerando que interacdes
das células tumorais com células do sistema imune presente nesse microambiente
podem tanto favorecer como inibir o crescimento do tumor, o intuito deste trabalho
foi investigar o comportamento das células de melanoma quando o tumor primario
se desenvolve em sitios primarios diferentes: cutdneo ou subconjuntival. Para isto,
células de melanoma murino B16F10 foram injetadas na regiao subcutanea do dorso
direito (melanoma cutaneo) ou na regidao subconjuntival do olho direito (melanoma
subconjuntival) de camundongos da linhagem C57BL/6. Resultados mostraram que
animais com melanoma subconjuntival apresentaram crescimento tumoral
significativamente menor que os animais com melanoma no dorso e, com presenga
de células tumorais no linfonodo cervical. Aléem disso, animais com melanoma
subconjuntival apresentaram maior producdo de IL-6 e maior niumero de células
CD4*, CD8*, NKT e macréfagos ativados no microambiente tumoral quando
comparados ao grupo com melanoma cutaneo. Embora a ativacdo das células do

sistema imune esteja associada com melhor resposta antitumoral, a presenca de
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células tumorais nos linfonodos em animais com melanoma subconjuntival sugere
que interagbes com células do sistema imune estejam favorecendo o
estabelecimento de metéstases neste grupo. Em conjunto, os resultados aqui
apresentados sugerem que tumores da mesma origem celular podem apresentar
comportamentos diferentes na dependéncia do local onde o tumor primario se
desenvolve. Portanto este estudo confirma o papel crucial do microambiente no
desenvolvimento do melanoma e fornece informacfes importantes da participacéo
de populagBes imunolégicas como alvo de estudo para futuras pesquisas no

tratamento de tumores agressivos como o melanoma.

Palavras-chave: Microambiente tumoral, melanoma cutaneo, melanoma

subconjuntival, células do sistema imune, IL-6.

Introducao

Melanomas s&o neoplasias malignas que se desenvolvem a partir de
melandcitos encontrados na pele, olhos, mucosas e epitélio da leptomeninge. Entre
0os canceres de pele, o melanoma tem baixa incidéncia na populacao
(aproximadamente 4%), entretanto, é considerado o mais grave devido a sua alta
capacidade para promover metastases (INCA, 2015), que sdo as responsaveis por
aproximadamente 90% de todas as mortes relacionadas a este tipo de cancer
(Nguyen e Massagué, 2007). A formacdo de metastases € um processo complexo,
no qual as células tumorais adquirem propriedades que permitem degradar a matriz
extracelular (MEC), viajar através de vasos sanguineos e/ou linfaticos, invadir e
colonizar 6rgéos ou tecidos diferentes do local de origem do tumor primério (Nguyen
e Massagué, 2007; Spano e Zollo, 2012).

7

Entre os melanomas, o melanoma cutdneo € o de maior ocorréncia na
populacdo mundial seguido pelo melanoma ocular (Grin et al., 1998; Shields, 2000;
Hurst et al., 2003; Nguyen et al., 2015; Fink e Haenssle, 2016). Na progresséo do
melanoma, estdo envolvidos multiplos fatores como alteragcbes genéticas no
hospedeiro e interagdo com o microambiente onde o tumor se desenvolve (Haass et
al., 2005; Tawbi e Kirkwood, 2007; Brandner e Haass, 2013; Varricchi et al., 2016).
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O microambiente tumoral é definido como o local de desenvolvimento do
tumor formado ndo s6 por células neoplasicas, mas também por células do sistema
imunolégico e varios outros tipos de células. No microambiente tumoral também s&o
encontrados outros elementos, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento
e nutrientes que podem, também, tanto favorecer como impedir o crescimento e
progressao do tumor (Joyce e Pollard, 2009; Rogers e Holen, 2011; Quail e Joyce,
2013; Varricchi et al., 2016).

As células do sistema imunoldgico presentes no microambiente tumoral
geralmente sdo inflamatérias, como os macrofagos associados ao tumor (TAMS),
mastoécitos, neutrofilos, linfocitos T e B, células natural killer (NK) e linfocitos T
invariantes (células NKT) (Murdoch et al., 2008; Denardo et al., 2010; Egeblad et al.,
2010; Gajewski et al., 2013; Varricchi et al., 2016).

Os TAMs, quando ativados pela via classica (IFN-y), se diferenciam em
macrofagos M-1. Estes normalmente aparecem no microambiente tumoral em lesdes
iniciais (inflamacdo aguda) e sédo capazes de eliminar células tumorais por produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (Allavena e Mantovani,
2012; Quail e Joyce, 2013). Estas células também secretam grandes quantidades de
IL-12, que atua nas células NK e linfocitos T CD8*, aumentando o potencial
citotoxico destas células, favorecendo as respostas do tipo Thl (Allavena e
Mantovani, 2012; Quail e Joyce, 2013). Entretanto, na tentativa do sistema
imunolégico de manter a homeostasia do organismo, 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 (Joyce e Pollard, 2009; Allavena e Mantovani,
2012). Os macréfagos M-2 secretam grandes quantidades de IL-10 que regulam
negativamente a resposta imunologica a tumores, por interferir na ativacdo de
células citotoxicas e favorecer um ambiente imunossupressor, que promove a
progressao tumoral (Lengagne et al., 2011; Allavena e Mantovani, 2012; Spano e
Zollo, 2012; Quail e Joyce, 2013; Varricchi et al., 2016).

Outras células que podem tanto favorecer quanto inibir a progressao tumoral
sao os linfocitos B, subdivididos em células B-1 e B-2. As células B-1 diferenciam-se
das células B-2 pela fenotipagem, distribuicdo tecidual, morfologia e funcéo

(Hayakawa et al., 1983). As células B-1 sdo encontradas predominantemente nas
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cavidades pleural e peritoneal de camundongos (Hayakawa et al., 1984; Hayakawa
et al., 1986), tém suas funcdes efetoras diversificadas, participando assim tanto da
imunidade inata quanto da adaptativa, ja que podem secretar imunoglobulinas
(Hayakawa et al., 1986), apresentar antigenos (Vigna et al., 2002), oferecer memoria
imunologica (De Lorenzo et al.,, 2007) e secretar citocinas pro e anti-inflamatérias
como TNF-a e IL-10 (O'garra et al., 1992). Entre outras fungdes, os linfocitos B-1
podem também participar do processo de cicatrizagdo tecidual (Oliveira et al., 2010)
e atuar em diferentes respostas imunoldgicas mediadas por células T (Nogueira-
Martins e Mariano, 2010). Por sua vez, os linfocitos B-2 ou células B convencionais,
guando identificadas no microambiente tumoral em modelos de melanoma, podem
secretar grandes quantidades de citocinas anti-inflamatérias como interleucina-10
(IL-10), que pode regular de forma negativa a resposta imunoldgica a tumores ao
favorecer a polarizacdo de macrofagos para um perfil imunossupressor (Dilillo et al.,
2010).

J& as células T CD4* desempenham papéis multiplos na resposta antitumoral,
por serem células auxiliadoras que participam da ativacdo e polarizacdo de outras
células. As células T CD4* tipo Thl auxiliam a ativacdo classica de macréfagos
favorecendo uma resposta antitumoral. Em contraste, os linfécitos T CD4 tipo Th2,
auxiliam a ativacao alternativa dos macréfagos e blogueiam a resposta do tipo Thl,
favorecendo respostas pro-tumorais (Allavena e Mantovani, 2012; Quail e Joyce,
2013).

Por sua vez as células T CD8* e células NKT sdo recrutadas para o
microambiente tumoral, onde exercem um papel importante nas respostas
antitumorais, conforme ja descritas em estudos in vivo (Wetzel et al., 2007; Ugurel et
al., 2008; Zhang et al., 2009).

Assim, nos ultimos anos grande parte dos avangos da pesquisa cientifica em
cancer tem como foco o estudo das interagbes entre células tumorais e 0 seu
microambiente. Portanto, a identificacdo e caracterizacdo desse microambiente em
dois modelos experimentais de melanoma murino podem fornecer informacgdes
adicionais sobre a influéncia do microambiente tumoral no desenvolvimento e
agressividade do melanoma, além de favorecer a descoberta de novos alvos

terapéuticos para o tratamento de tumores potencialmente malignos.
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Material e métodos
Animais

Foram utilizados 36 camundongos fémeos C57BL/6 adultos SPF, pesando
entre 25 e 30 gramas, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Os
animais foram mantidos em microisoladores com agua e racdo autoclavadas, com
temperatura controlada por meio de ar-condicionado (20 + 1°C) e com ciclo de luz
também controlado de 12 horas, em condicdes SPF, no Laboratério de

Experimentacdo Animal da Universidade Paulista.

Os animais foram divididos em 2 grupos:

Grupo melanoma cutédneo — animais injetados com células de melanoma B16F10 no

subcutaneo do dorso direito, na regido posterior do membro inferior;

Grupo _melanoma subconjuntival — animais injetados com células de melanoma

B16F10 na regido subconjuntival do olho direito.

Cada grupo foi subdividido em 3 grupos de 6 animais, sendo o grupo 1
destinado ao ensaio de sobrevida e crescimento tumoral, grupo 2, analises por
citometria e analises histoldgica e o grupo 3, analises de citocinas;

Todos os procedimentos realizados no presente trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Paulista (CEP/ICS/UNIP),
protocolo n°318/15.

Cultura de células de melanoma B16F10

As células B16F10 foram cultivadas em meio RPMI (Sigma, St. Louis, MO)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de ciprofloxacina (ambos da
Cultilab, Campinas, SP, Brasil), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de
CO2. O descolamento das células para posteriores ensaios foi realizado por breve
exposicdo ao PBS + EDTA 2 mM. O meio de cultura das células em cultivo foi

trocado a cada dois dias.
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Inoculacdo com células tumorais

Os animais correspondentes ao grupo experimental foram injetados no
subcutéaneo do dorso direito, na regidao posterior do membro inferior ou na regiao
subconjuntival do olho direito com 1 x 10° células de melanoma murino B16F10,

ressuspendidas em 50 pL de PBS.

Ensaio de sobrevida

Animais foram acompanhados diariamente até a eutanasia do ultimo animal
realizada quando algum sinal de sofrimento ou desconforto do animal fosse notado
(ferida e/ou dificuldade de locomocao).

Crescimento Tumoral

O crescimento da massa tumoral foi medido diariamente com paquimetro
(comprimento x largura) até o O6bito do ultimo camundongo de cada grupo

(aproximadamente 30 dias).
Para o calculo do volume tumoral foi utilizada a férmula:
V (mm3) = d?*(D/2)

Onde d é o valor menor e D o valor maior das medidas de comprimento e

largura realizadas diariamente.

Citometria de Fluxo

Apos 14 dias do desafio com células tumorais, lavado peritoneal, linfonodo
inguinal ou cervical, fragmentos do tumor foram coletados para analises por

citometria de fluxo e histologia.

A caracterizacdo das populacdes celulares presentes no microambiente
tumoral, linfonodo e lavado peritoneal por citometria de fluxo foi realizada utilizando
os marcadores CD3 (APC-Cy7-A), CD4(FITC-A), CD8(APC-A) para células T; CD19
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(PerCP-Cy5-5-A), CD23 (FITC-A), CD11b (PE-A) para linfocitos B; F480 (APC-A)
para macréfagos; NK1.1 (PE-A) para células NK e NKT; CD45 (Pacific Blue-A) para
selecdo da populacdo de leucocitos; CD69 (PE-Cy7-A), CD44 (APC-Cy7-A) como
marcadores de ativacéo e live/dead (AmCyam-A) para diferenciacdo de populacdes
viaveis. Todos os anticorpos utilizados foram marca BD (Becton, Dickinson &
Company, Sdo Paulo, Brasil). Para cada amostra a ser analisada, 1x10° células
foram utilizadas. Antes da marcacdo, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 e live/dead diluido em PBS por 30 min, no
escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas
por 30 min. a 4°C com anticorpo primario de escolha ja conjugado com o
fluorocromo desejado, diluido em PBS/BSA 1%. ApOs incubacdo, as células
marcadas foram lavadas e ressuspendidas em 200 uL de PBS para leitura em

aparelho FACS Canto Il (Becton Dickinson).

Os dados foram analisados usando os softwares de anélises FlowJo (Becton,
Dickinson & Company, Ashland, Oregon) e GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prism
for Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA). Para a caracterizacéo
das populacdes celulares, foram utilizadas as estratégias de gate descritas na Figura

suplementar 1.

Andlises de citocinas por citometria de fluxo (CBA — cytometric beads array)

As concentragdes de TNF-a, IL-2 e IFN (Th1); IL-4, IL-6, IL-10 (Th2) e IL-17A
foram mensuradas em amostras de plasma e do macerado tumoral, pelo método
Cytometric Bead Array (CBA), usando o kit BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 (Becton,
Dickinson & Company, Sédo Paulo, Brasil), seguindo as instru¢des do fabricante. Os
resultados foram expressos em pg/ml. As concentracbes de cada amostra foram
calculadas com base na curva padréo realizada de acordo as informacgdes do Kkit.
Amostras com concentragcbes abaixo do limite de deteccdo determinado pelo Kit

para cada citocina foram consideradas com o valor 0 pg/ml.
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Andlises Histopatoldgicas

Linfonodo inguinal, linfonodo cervical e massa tumoral de cada um dos
camundongos foram retirados cirurgicamente para analises histopatologicas pela

coloracdo hematoxilina e eosina (HE), obedecendo aos seguintes processos:

- Preparo do material: O material coletado foi fixado em formol 10%. E
posteriormente, feito a inclusdo do material em blocos de parafina. As etapas da
inclusdo compreendem a desidratacdo, quando é feita a retirada da agua dos
tecidos e a substituicdo por alcool, ja que a parafina ndo é miscivel em agua. Em
seguida, € realizada a diafanizacdo, que consiste na substituicdo do alcool dos
tecidos por xilol, substancia que tem por finalidade, neste procedimento, tornar o
tecido translicido e permeavel a luz do microscépico, e por fim a impregnacao, na

qual o xilol é substituido por parafina fundida.

- Montagem da lamina: Os cortes obtidos por microtomia (4 pm) sdo entéo
desparafinados, reidratados e corados com hematoxilina entre 5 e 15 minutos. Apés,
lavados com &gua corrente por 10 minutos e corados com eosina entre 1 e 10
minutos, lavados em agua e desidratados em alcool 70% rapidamente. Finalmente,
os cortes sdo montados em laminas, cobertos com uma laminula e catalogados para
andlises posteriores. Os cortes foram fotografados em microscopio digital LEICA DM
1000 com camera LEICA DFC 420 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

Para caracterizar a atividade proliferativa, foram contados os numeros de
mitoses a cada trezentas (300) células por campo, em cinco campos por amostra.
Para caracterizar a densidade microvascular, foram contados os numeros de vasos
por campos analisados, em cinco campos por amostra. Para determinacdo de
metastases linfonodais em linfonodos ipsilateral da massa tumoral, foram
consideradas colonizagcbes no coértex e na paracortex dos linfonodos, com

aglomerado soélido e heterogéneo de células tumorais.

Andlise Estatistica

Primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk (BioEstat). Conforme os resultados do teste de normalidade,
as amostras foram submetidas ao teste ANOVA de duas vias com o0 poOs-teste
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Bonferroni ou teste t, utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prism for
Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA) para determinar as
diferengas estatisticas entre os grupos avaliados. Diferengas com valor de p < 0,05

foram consideradas estatisticamente significativas.

Resultados

Crescimento do melanoma cutaneo foi maior do que o0 melanoma

subconjuntival

Conforme mostrado na Figura 1A, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a sobrevida dos animais quando comparados 0S Qrupos
melanoma cutédneo versus melanoma subconjuntival. Entretanto, nas andlises de
crescimento e peso tumoral foi observado que o0s animais com melanoma
subconjuntival apresentaram massa tumoral significativamente menor que o0s

animais com melanoma cutaneo (Figura 1B e C).
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Figura 1. Avaliacdo da sobrevida, crescimento e massa tumoral de animais inoculados com
células de melanoma em locais diferentes. A) Calculo de sobrevida dos animais dos grupos
melanoma cutaneo e melanoma ocular durante 30 dias. B) Pontos correspondem ao valor médio dos
célculos do volume tumoral dos animais dos grupos melanoma cutdneo e melanoma subconjuntival,
medido em dias alternados durante 27 dias. C) Colunas representam a média do peso do tumor apés
14 dias de injecé@o subcutédnea (melanoma cutaneo) ou subconjuntival (melanoma subconjuntival) de
células de melanoma. **p<0,01, ***p<0,001. Teste estatistico: ANOVA de duas vias com poés teste

Bonferroni em B e teste t em C.
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Linfécitos T e macrofagos apresentam maior perfil de ativacdo no

microambiente do melanoma subconjuntival

Nas andlises estatisticas do percentual celular total, foram encontradas
diferencas estatisticas no aumento de linfécitos T e macrofagos no grupo com
melanoma subconjuntival quando comparado com o grupo com melanoma cutaneo.
Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas para as populacdes de

linfécitos B e células NK (Figura 2A).

Nas anadlises individuais das populacdes leucocitarias do microambiente
tumoral, houve aumento significativo do percentual de macroéfagos no grupo com
melanoma subconjuntival quando comparado com o grupo melanoma cutaneo
(Figura 2D). Para as populacdes de linfocitos T CD4* e CD8*, linfocitos B-1 e B-2,
células NK e NKT ndo foram encontradas diferencas estatisticas quanto ao
percentual destas células no microambiente tumoral nos grupos avaliados (Figura
2B, C e D).
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Figura 2: PopulagBes de linfocitos T e macrofagos exibem perfil ativado no melanoma
subconjuntival. A) Colunas representam a média do percentual de linfécitos T (CD3%), linfécitos B
(CD19* e CD23%), células NK (CD3- e NK1.1%), e macréfagos (CD19-, CD23*, CD11b* e F4-80%) no
local de inoculagao de células de melanoma B16F10, na regido do dorso (melanoma cuténeo) ou da
regido subconjuntival (melanoma subconjuntival). Percentuais de células totais e intensidade de
ativagdo (Median fluorescence intensity ou MFI de CD69) em: B) linfocitos T CD4* (CD3* e CD4%),
linfécitos T CD8* (CD3* e CD8*), células NKT (CD3* e NK1.1%); C) Linfécitos B-2 (CD19* e CD23%),
linfocitos B-1 (CD19* e CD23) e; D) Macréfagos (CD19-, CD23*, CD11b* e F4-80%) e células NK
(CD3 e NK1.1*) presentes no microambiente do tumor (grupo experimental) apds 14 dias da injegéo.

Teste estatistico: ANOVA de duas vias com pés teste Bonferroni em A e testetem B, C e D.



25

Populacdes de linfécitos T CD4* e CD8*, células NKT e macréfagos do
microambiente do melanoma subconjuntival mostraram intensidade de ativacao
(MFI) estatisticamente maior quando comparados ao MFI dessas populacoes
presentes no microambiente de melanoma cutaneo (Figura 2B e D). J4 as
populacdes de células NK e linfocitos B-1 e B-2 ndo apresentaram diferencas
estatisticas quanto a intensidade de ativacdo destas células nos dois modelos
(Figura 2C e D).

Populacdo de macrofagos nos linfonodos apresentam maior perfil de ativacao

em camundongos com melanoma cutaneo

Para verificar possivel migracdo leucocitaria de o6rgaos linfoides para o
microambiente tumoral, caracterizacdo das populacdes leucocitarias foi realizada
nos linfonodos proximais da regido ocular (grupo melanoma subconjuntival) e dorso

(grupo melanoma cutaneo).

Os resultados obtidos mostraram aumento significativo do percentual e
intensidade de ativacdo de macréfagos no linfonodo inguinal de animais do grupo
com melanoma cutaneo quando comparados com os resultados do linfonodo
cervical dos camundongos do grupo com melanoma subconjuntival (Figura 3D). Ja
para as populacdes de linfocitos T CD4* e CD8*, linfécitos B-1 e B-2, células NK e
NKT ndo foram encontradas diferencas estatisticas quanto ao percentual de
ativagcdo e intensidade de ativacdo destas células nos linfonodos dos animais de

ambos os grupos (Figura 3B, C e D).

Nas andlises do percentual de leucdcitos totais no linfonodo de animais dos
grupos experimental e controle, ndo houve diferencas estatisticas nas populacdes
celulares analisadas quando comparado o grupo com melanoma cutaneo vs 0 grupo

com melanoma subconjuntival (Figura 3A).
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Figura 3: Percentual de ativacdo e intensidade de ativacdo de macréfagos no linfonodo € maior
no melanoma cutdneo quando comparado com melanoma subconjuntival. A) Colunas
representam a média do percentual de linfécitos T (CD3*), linfécitos B (CD19* e CD23*), células NK
(CD3 e NK1.1%), e macrofagos (CD19, CD23* CD11b* e F4-80*) nos linfonodos apds 14 dias da
inoculacao de células de melanoma B16F10 ou PBS, na regido do dorso (melanoma cuténeo) ou do
olho (melanoma subconjuntival). B) Percentuais de células totais e intensidade de ativacdo (Median
fluorescence intensity ou MFI de CD69) de: B) linfécitos T CD4* (CD3* e CD4"), linfocitos T CD8*
(CD3* e CD8"), células NKT (CD3* e NK1.1%); C) Linfocitos B-2 (CD19* e CD23%), linfocitos B-1
(CD19* e CD23Y) e; D) Macréfagos (CD19, CD23*, CD11b* e F4-80*) e células NK (CD3- e NK1.1%)
presentes no linfonodo inguinal préximo ao local de inoculacdo das células tumorais na regido do
dorso ou ocular (Melanoma cutdneo e melanoma subconjuntival, respectivamente). Teste estatistico:

ANOVA de duas vias com pés teste Bonferroni em A e testetem B, C e D.
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Aumento da intensidade de ativacdo de linfocitos T CD8* € observado no

peritbnio de camundongos com melanoma cutaneo

Nas analises do percentual de linfocitos B totais foram encontradas diferencas
entre o grupo melanoma cutaneo vs melanoma subconjuntival. Para as populacdes
de linfocitos T, células NK e macrofagos ndo foram encontradas diferencas

estatisticas entre os grupos avaliados (Figura 4A).

Percentual de linfécitos T CD8 ndo mostrou diferencas significantes entre os
grupos. Entretanto, andlises da intensidade de ativacdo dessas células no grupo
melanoma cutdneo mostrou aumento significativo quando comparado com 0 grupo
com melanoma subconjuntival (Figura 4B). Para as popula¢des de linfocitos T CD4",
linfécitos B-1 e B-2, células NK, NKT e macréfagos, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas quanto ao percentual de células totais ou intensidade de
ativacdo destas células no peritbnio dos animais de ambos os grupos (Figura 4B, C
e D).
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Figura 4: Linfocitos T CD8 no peritbnio apresentaram intensidade de ativacdo maior em
camundongos com melanoma cutaneo quando comparado com melanoma subconjuntival. A)
Colunas representam a média do percentual de linfocitos T (CD3*), linfécitos B (CD19* e CD23"),
células NK (CD3" e NK1.1%*), e macrofagos (CD19-, CD23*, CD11b* e F4-80*) no peritbnio apés 14
dias da inoculagdo de células de melanoma B16F10, na regido do dorso (melanoma cutaneo) ou do
olho (melanoma subconjuntival). B) Percentuais de células totais e intensidade de ativacdo (Median
fluorescence intensity ou MFI de CD69) de: B) linfécitos T CD4* (CD3* e CD4"), linfocitos T CD8*
(CD3* e CD8%), células NKT (CD3* e NK1.1%*); C) Linfécitos B-2 (CD19* e CD23"), linfocitos B-1
(CD19* e CD23Y) e; D) Macréfagos (CD19, CD23*, CD11b* e F4-80%) e células NK (CD3" e NK1.1%)
presentes no peritdbnio de animais inoculados com células tumorais na regido do dorso ou ocular
(Melanoma cuténeo e melanoma subconjuntival, respectivamente). Teste estatistico: ANOVA de duas

vias com pa@s teste Bonferroniem A e testetem B, C e D.
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Aumento da intensidade de ativacdo de macrofagos € linfécitos T CD8* no
microambiente tumoral e sua diminui¢cdo no linfonodo e periténio nos animais

do grupo melanoma ocular sugere possivel migracéo leucocitaria

Com o intuito de verificar possivel migracdo de leucécitos foi realizada
correlacdo de células leucocitarias no microambiente tumoral do melanoma
subconjuntival e melanoma cutaneo com seus respectivos linfonodos e peritdnio
(Tabela 1). Conforme mostrado na Tabela 1, aumento da intensidade de ativacdo
MFI de macrofagos e linfocitos T CD8™ foi observado no microambiente tumoral dos
animais do grupo melanoma subconjuntival e diminuicdo da intensidade de ativacao
de macrofagos no peritdnio e linfocitos T CD8+ no linfonodo dos animais deste

mesmo grupo.

Tabela 1: Percentual (%) de células e intensidade de ativacdo (MFI) de leucécitos no
microambiente tumoral, linfonodo e peritbnio de animais do grupo melanoma ocular e
melanoma cutaneo. Apds 14 dias células do tumor, linfonodo e peritbnio foram coletadas para
andlises por citometria de fluxo para determinagdo dos percentuais de células e mediana da
intensidade de fluorescéncia do marcador de ativagdo CD69 (MFI CD69) de linfocitos T (CD4* e
CD8%), células NKT, linfocitos B (B-1 e B-2), macrdfagos (M@) e células NK. Setat indica aumento,
seta | indica diminuigdo. *p<0,05 e **p<0,01.

Melanoma subconjuntival Melanoma cutaneo
Microambiente Microambiente
% tumoral Linfonodo Peritonio tumoral Linfonodo Peritonio
CD4+ 0.9 23,3 15,8 0,3 26,9 11
CD8+ 1,2 23,2 6,4 0,2 26,4 S5
NKT 0,1 0,3 0,7 0,1 0,8 0,9
B-1 0,7 41 41,9 0,2 3,7 25,1
B-2 04 19,5 6,7 0,4 226 76
M@ 6,4 A 0,1 0,7 1,9 0,1 253
NK 1 1.1 27 0,2 1 45
Melanoma subconjuntival Melanoma cutaneo
MFI CD69+ Microambiente Microambiente
tumoral Linfonodo Periténio tumoral Linfonodo Peritonio
CD4+ 373 A 1459 51,8 206 213 58,6
CD8+ 246 5** A 50,9 359" ¢ 481 107,6 93,9
NKT 449* A 175 332,1 226,5 873,3 204
B-1 243 1477 329,3 101,4 243 369,3
B-2 2941 146,6 271,6 102,6 185,3 286
M@ 430,5* A 224** 260,6 278 512,5 329,6
NK 288,3 276,6 2923 266 399 388
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Aumento de interleucina 6 (IL-6) foi observado no microambiente tumoral do

melanoma subconjuntival

A quantificagdo de citocinas dos perfis Thl, Th2, Thl7 presentes no
microambiente tumoral e no soro dos grupos estudados foi realizada pela técnica de
cytometric beads array (CBA), a fim de verificar alteracbes no perfil da resposta
imune mediada pelas citocinas IL-10, IL-17A, TNF, INF-y, IL-6, IL-4 e IL-2 (Figura 5A
e B).

Resultados obtidos nas andlises do CBA mostraram que animais do grupo
melanoma subconjuntival apresentavam niveis elevados de IL-6 no microambiente
tumoral quando comparados com 0s animais do grupo melanoma cutaneo. Niveis de
IL-10, IL-17A, TNF, INF-y, IL-4 e IL-2 foram também detectados no microambiente
tumoral dos grupos melanoma cutédneo e melanoma subconjuntival, entretanto n&o
foram observadas diferencas estatisticas ao comparar ambos 0s grupos (Figura 5A).
Em relacdo aos niveis dessas citocinas no soro, IL-10, IL-17A, TNF, INF-y, IL-4 e IL-
2 foram detectadas em ambos os grupos, porém ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre o grupo melanoma cutaneo e o grupo melanoma subconjuntival
(Figura 5B).
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cutaneo e melanoma subconjuntival. Colunas representam os niveis das citocinas IL-10, IL-17A,
TNF, INF-y, IL-6, IL-4 e IL-2 quantificadas no sobrenadante do macerado da massa tumoral (A) e soro
(B) de animais inoculados na regido subcutédnea do dorso direito (melanoma cuténeo) ou na regiao
subconjuntival do olho direito (melanoma subconjuntival). Interleucina (IL), picograma (pg), ** p< 0,01.
Teste estatistico: ANOVA de duas vias com pés teste Bonferroni em A e B.

Aumento de mitoses e de neoangiogénese foi maior no melanoma cutaneo

Para caracterizar o padrao de crescimento das células de melanoma B16F10,
tanto no modelo cutaneo como subconjuntival, analises da arquitetura tecidual foram
realizadas. De acordo com o observado na Figura 6, células de melanoma B16F10
comumente se ajustam umas as outras mantendo um padrdo de crescimento
epitelibide e preservando sua arquitetura nos dois modelos. Entretanto, mitoses

atipicas foram observadas principalmente no modelo de melanoma subconjuntival
(Figura 6A).
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Por outro lado, levando em consideracdo o nimero de mitoses contadas a
cada trezentas (300) células por campo, em cinco campos por amostra, 0 niumero de
mitoses foi significativamente maior no melanoma cutaneo (Figura 6B e C) quando
comparadas com o numero de mitoses encontradas no melanoma subconjuntival
(Figura 6A e C).

Outro achado importante foi a quantidade de vasos por campos analisados,
que se mostraram abundantes nas analises do microambiente tumoral do melanoma
cutdneo (Figura 6E e F) quando comparados aos achados nas andlises do

microambiente tumoral do melanoma subconjuntival (Figura 6D e F).
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Figura 6: Namero maior de mitoses e neovascularizacdo sdo predominantes no melanoma de
origem cutaneo. Fotomicrografia de luz de fragmentos de tumor de melanoma de origem cutaneo (A
e B) ou subconjuntival (C e D) processados e corados com hematoxilina e eosina (HE). E) Colunas
representam o nimero médio de mitoses avaliadas por campo (5 campos por amostra) em 300
células em 3 laminas coradas com HE de melanoma cutdneo ou melanoma subconjuntival. F)
Colunas representam o nimero médio de vasos por campo presentes em 3 laminas coradas com HE
de melanoma cutdneo ou melanoma subconjuntival. Barras representam o erro padrdo. Setas

apontam mitoses em A e C e vasos em B e D. * p<0,05 e ** p<0,01.

Maior niumero de metastases foi observado nos animais com melanoma

subconjuntival

As analises macroscoépicas dos linfonodos cervicais mostraram tamanhos
maiores e sugestiva presenca de células tumorais nos animais inoculados na via
subconjuntival (melanoma subconjuntival), sugerindo maior capacidade metastatica
deste tipo de melanoma (Dados ndo mostrados). Assim, para verificar possiveis
alteracdes nos linfonodos préximos ao local de inje¢cdo das células tumorais, no
décimo quarto dia apds inoculacdo com células tumorais, os animais foram
eutanasiados e os linfonodos foram removidos cirurgicamente para serem

processados e corados com hematoxilina e eosina (HE) para analises histoldgicas.

As analises histologicas dos linfonodos dos animais com melanoma

subconjuntival evidenciam grande quantidade de células tumorais. Estas células
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tumorais encontraram-se ja colonizando o coOrtex e alguns locais da paracortex,
formando aglomerado solido e heterogéneo de células tumorais, caracterizando
metéstases (Figura 7A). Em contraste, os linfonodos dos animais com melanoma
cutaneo nao foram encontrados indicios de metastases (Figura 7B).

Paracortex 2N

-

Figura 7: Presenca marcada de células tumorais no linfonodo na regido do cdrtex é
predominante no melanoma ocular. Fotomicrografia de luz de linfonodo de animais inoculados com
células de (A e B) melanoma cuténeo ou (C e D), melanoma subconjuntival. Em B e D foto ampliada.
RegiGes da capsula, cortex e paracortex sédo indicadas. Pontas de seta indicam presenca de células

tumorais. Imagens capturadas em microscopio digital LEICA DM 1000 com camera LEICA DFC 420.

Discussao

Segundo relatos da literatura, o microambiente tumoral € um ambiente
complexo que influencia no fenétipo das células tumorais. Entretanto, sdo escassos
os estudos mostrando diferencas no grau de malignidade de uma mesma linhagem
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tumoral em diferentes focos primarios (Murdoch et al., 2008; Joyce e Pollard, 2009;
Denardo et al.,, 2010; Egeblad et al., 2010; Gajewski et al., 2013; Quail e Joyce,
2013). Por isto, no atual trabalho foi investigado o comportamento do melanoma
quando o tumor primario se desenvolve em sitios primarios diferentes: cutaneo e

subconjuntival.

O presente trabalho mostrou que, apesar da andlise de sobrevida nao
evidenciar diferengas estatisticas entre melanoma cutédneo e subconjuntival, notou-
se tendéncia de morte prematura nos animais desafiados com melanoma
subconjuntival. Por outro lado, animais com melanoma cutaneo apresentaram massa
tumoral significativamente maior que 0s animais com melanoma subconjuntival.
Além disso, € interessante mencionar que animais com melanoma cutaneo também
demonstravam cansacgo, letargia, fadiga e dificuldade na locomocdo e,
consequentemente, na alimentacdo em comparacdo com 0s camundongos com
melanoma subconjuntival, que apresentavam mais dinamismo e mobilidade (Dados

nao mostrados).

Resultados obtidos nas analises por citometria de fluxo dos fragmentos
tumorais mostraram aumento da populacéo total de linfécitos T e macrofagos no
microambiente do melanoma subconjuntival quando comparado com o melanoma
cutaneo. Além disso, foi observado aumento no percentual e intensidade de ativacéo
de macréfagos e, aumento da intensidade de ativacdo de linfocitos T CD4*, T CD8*
e células NKT no microambiente tumoral em animais com melanoma subconjuntival
quando comparado aos dados do microambiente tumoral dos animais com
melanoma cutdneo. Em contraste, animais com melanoma cutdneo mostraram
aumento significativo somente no percentual e intensidade de ativacdo (MFI da
expressdo de CD69) de macréfagos no linfonodo e aumento do percentual de

ativacao e intensidade de ativacdo de linfocitos T CD8™* no peritdnio.

Dentro deste contexto, a hipotese de que o aumento da ativacdo de
macréfagos e de células T nos animais com melanoma na regido subconjuntival
poderia estar associado ao desenvolvimento de uma resposta imunolégica eficaz
contra as células tumorais devido a apresentarem tumores de menor tamanho. Isto
justificado porque macréfagos sdo o0os maiores componentes do microambiente

tumoral e sdo considerados importantes reguladores da tumorigénese por
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desempenhar papéis efetores durante a resposta contra o desenvolvimento dos
tumores (Carvalho et al., 2015). Além disso, aumento de linfocitos T CD4* pode estar
associado as tentativas do sistema imune de controlar 0 aumento do tumor via

resposta Thl (Ramanathan et al., 2014).

A resposta Thl tem sido descrita como favoravel a eliminacdo de tumores por
promover a ativacao de células citotoxicas NK, NKT, linfocitos T CD8* e ativacédo dos
macréfagos pela via classica (IFN-y) (Allavena e Mantovani, 2012; Haabeth et al.,
2014). Como a principal fungéo das células T CD8* e células NKT ativadas, eliminar
células alteradas, seja por virus ou por outros fatores, a presenca destas células
citotoxicas no microambiente do tumor pode estar associada a uma resposta
antitumoral eficiente. Os linfécitos T CD8* e células NK, quando ativados, produzem
grande quantidade de citocinas, como IFN-y e outras moléculas efetoras, como
perforinas e granzimas, favorecendo assim as func¢des citotoxicas (Carvalho et al.,
2015).

Embora os resultados das analises do microambiente tumoral, obtidas por
citometria de fluxo, dos animais com melanoma subconjuntival tenham apresentado
um perfil imunolégico compativel com uma resposta antitumoral, na quantificacéo de
mediadores dos perfis Thl, Th2, Th1l7 foi mostrado que os animais deste grupo
apresentam niveis elevados de interleucina 6 (IL-6) no microambiente tumoral

guando comparados com 0s animais do grupo melanoma cutaneo.

A IL-6 € uma citocina imunomoduladora pleiotrépica, produzida por varios
tipos de células, como mondcitos, macrofagos, linfocitos, fibroblastos, queratindcitos,
células endoteliais e células tumorais, como exemplo, células de melanoma
(Hoejberg, Bastholt e Schmidt, 2012). A IL-6 atua em células tumorais por ativacao
de vias de sinalizacdo mediadoras de proliferacdo, sobrevida e disseminacao
metastética (Hoejberg, Bastholt e Schmidt, 2012; Linnskog et al., 2016; Zhang et al.,
2016). Além disso, a IL-6 pode atuar em outras células dentro do microambiente
tumoral, para sustentar um ambiente pré-tumoral, favorecendo a angiogénese e a
evasdo tumoral da vigilancia imunologica. A IL-6 apresenta-se desregulada em
muitos tipos de cancer, e 0 aumento da concentracdo sérica de IL-6 tem sido
correlacionado com mau prognostico em pacientes com melanoma (Hoejberg,
Bastholt, Johansen, et al., 2012; Hoejberg, Bastholt e Schmidt, 2012; Fisher et al.,
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2014; Linnskog et al., 2016). Em resumo, a IL-6 desempenha um papel crucial na
patogenicidade e malignidade do cancer ao promover crescimento tumoral por
inibicdo da apoptose, inducdo da angiogénese e formacdo de metastases (Hoejberg,
Bastholt, Johansen, et al., 2012; Linnskog et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Nas analises histologicas dos linfonodos ipsilateral destes animais, foi
evidenciada presenca de metastases, grande quantidade de células tumorais
colonizando o coOrtex e em alguns casos o paracortex dos linfonodos cervicais em
animais com melanoma subconjuntival. Ao inverso, animais com melanoma cutaneo
nao apresentaram indicios da presenca de células tumorais nos linfonodos préximos
ao sitio de desenvolvimento do tumor. Isto sugere que melanomas subconjuntivais,
mesmo apresentando um perfil imunolégico antitumoral, pode possuir maior
capacidade metastatica do que os melanomas cutaneos, sendo os linfonodos
cervicais os alvos de eleicAo para as metastases iniciais dos melanomas
subconjuntivais. Outra possivel explicacdo da presenca de células tumorais nestes
locais pode ser devido a localizagdo anatbmica privilegiada dos linfonodos cervicais
em relagdo ao melanoma subconjuntival ou a outros tumores que acometem esta
regido. E bom ressaltar que o padrdo de acometimento dos linfonodos regionais
segue as vias naturais de drenagem, e que em alguns casos mesmo gue por tempo
limitado, os linfonodos regionais podem atuar como barreiras eficazes contra a

disseminacgéao posterior do tumor (Ferris et al., 2012; Ji, 2016).

Por outro lado, segundo Amend e Pienta (2015), os fatores criticos que
influenciam a formacéo de metastases sao as pressées que o microambiente exerce
sobre a célula tumoral. Esta pressao inclui outras células e elementos que compdem
0 microambiente tumoral e a reacao individual das células tumorais as pressdes

exercidas pelo microambiente.

Outro fator que pode ter contribuido com a presenca de células tumorais nos
linfonodos cervicais, foi a grande quantidade de macréfagos no microambiente
tumoral. Estudos mostram que estes macrofagos associados ao tumor (TAMS) cujo
perfil €, em geral, imunossupressor (M2) podem favorecer progressdo tumoral
(Carvalho et al., 2015).
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Por outro lado, em relacao a alteracdes histologicas, as células de melanoma
sdo comumente atipicas em tamanho, com membrana nuclear irregular, cromatina
hipercromatica e nucléolos proeminentes que tendem a ser irregulares em forma,
tamanho e ndmero. Essas células crescem como ninhos malformados em todos os
niveis da epiderme e na derme. Esse padrao de crescimento foi observado tanto no

modelo de melanoma ocular quanto no modelo de melanoma cutaneo.

Outro achado importante do atual trabalho foi a grande quantidade de mitoses
atipicas no microambiente dos animais com melanoma ocular. Mitose é um processo
continuo de divisdo celular que compreende quatro fases basicas, a préfase, a
metafase, a anafase e a teléfase. Alguns autores costumam citar uma quinta fase, a
prometafase, que é intermedidria da profase a metafase. Ja a citocinese
corresponde ao final da mitose com a separacdo do citoplasma. Células de
melanoma séo células de crescimento acelerado, portanto, ao décimo quarto dia de
inoculacdo das células tumorais é possivel observar grande nimero de mitoses nos
cortes histoldgicos. Entretanto, maior quantidade de mitose levando em
consideracdo o numero de mitoses tipicas e atipicas, foi observada em animais com

melanoma cutaneo.

Adicionalmente observamos nos cortes histolégicos que 0s animais com
melanoma cutaneo apresentaram maior quantidades de vasos por campo quando
comparado com os animais com melanoma subconjuntival. Estes resultados séo
aceitaveis, levando em consideracdo que 0s animais com melanoma cutaneo
tiveram uma massa tumoral significativamente superior aos animais com melanoma
subconjuntival, espera- se que 0s animais com melanoma cutaneo tivessem um
namero de mitoses superior e consequentemente um maior numero de vasos,
ressaltando que nem sempre 0 numero de mitoses e vasos alto seja indicativo de

maior agressividade tumoral.

Ao todo, os resultados aqui mostrados revelam indicios que o melanoma
subconjuntival apresenta maior agressividade quando comparado ao melanoma
cutaneo. Portanto estes dados sugerem que o local de desenvolvimento do
melanoma é também uma caracteristica importante para determinar o grau de

malignidade do tumor.
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Conclusdes

Presenca de metédstases no melanoma subconjuntival foi provavelmente a
altos niveis de IL6 no microambiente tumoral. Em conjunto, os dados aqui
apresentados sugerem que o local primario de desenvolvimento do tumor influencia

no fenotipo e padrdo de comportamento das células tumorais.
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Resumo

Melanomas sdo neoplasias malignas que se desenvolvem a partir de melandcitos
encontrados na pele, olhos, mucosas e epitélio da leptomeninge. Embora o
melanoma cutaneo seja 0 mais frequente na populacdo mundial, outros melanomas
como, o ocular e o de mucosas também tém aumentado sua incidéncia nos ultimos
anos. Com tudo, apesar do grande numero de trabalhos utilizando como modelo de
estudo o melanoma, ainda existem muitas questdes em relagcdo ao tema. Assim,
com o intuito de determinar assuntos negligenciados sobre este cancer, a presente
meta-analise tem como objetivo avaliar a evolucdo das pesquisas em relacdo ao
melanoma, tomando como referéncia 300 trabalhos publicados no més de maio de
2017. Resultados apresentados aqui mostram que o melanoma cutaneo é o mais
citado (72,7%) dos trabalhos consultados. Estes trabalhos mostraram que Europa e
Ameérica do Norte lideram tanto as pesquisas (37% e 32%) como as publicacdes
(54% e 41%) respectivamente, em relacdo ao tema. A maioria desses trabalhos séao
estudos originais (88%) que descrevem ensaios realizados com seres humanos
(77%), dos quais sdo principalmente ensaios clinicos e ndo experimentais (64,6% e
35,4%, respectivamente). Dentre os trabalhos originais 11% avaliam a participacéo
do microambiente tumoral no desenvolvimento e progressao do melanoma. Este
achado revela que apesar do crescimento exponencial de publicacbes em relacao
ao melanoma, novas pesquisas abordando o tema do microambiente tumoral sao
necessarias para contribuir na compreensdo dos mecanismos envolvidos na

progressao desta neoplasia que tantas mortes causa a cada ano.

Palavras-chave: Melanoma cutdneo, melanoma ocular, melanoma de mucosas,

meta-analises, microambiente tumoral.
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Introducéo

O céancer de pele é o tumor mais incidente na populagdo brasileira, com
estimativas aproximadas de 81.000 e 95.000 em homens e em mulheres,
respectivamente (INCA 2015). Entre os tumores de pele, o carcinoma basocelular e
o carcinoma de células escamosas, englobados no termo cancer de pele nao
melanoma, sdo 0s mais comuns entre as populagdes de pele clara. Estes tumores
apresentam baixas taxas de mortalidade e, em geral, sdo facilmente tratados com
cirurgia e/ou terapias fotodinamicas ou imunomoduladoras, que oferecem excelentes

percentuais de cura (Di Stefani et al., 2017).

Em contraste, o cancer de pele tipo melanoma, apesar de pouco comum e
com estimativas de 5.670 casos novos/ano no Brasil(INCA 2015), possui taxa alta de
mortalidade devido a sua capacidade metastatica e resisténcia a maioria dos
tratamentos convencionais (Gutiérrez Garcia-Rodrigo et al., 2017; Satheesha et al.,
2017). Melanomas s&o neoplasias malignas que se desenvolvem a partir de
melandcitos encontrados na pele, olhos, mucosas e epitélio da leptomeninge.
Apesar de o melanoma cutaneo ser o mais frequente na populacdo mundial, outros
melanomas como o ocular e 0o de mucosas tém aumentado sua incidéncia nos

altimos anos (Nguyen et al., 2015; Fink e Haenssle, 2016).

O melanoma cutédneo € um cancer de pele (Haass et al., 2005), predominante
em adultos brancos que representa cerca de 4% de todas as neoplasias malignas
deste 6rgdo (Maire et al., 2014). Ja o melanoma ocular compreende menos de 5%
de todos os melanomas. E considerado o cancer de olho mais comum em adultos,
cuja origem pode ser no trato uveal intraocular (melanoma uveal) ou conjuntiva
extraocular (melanoma conjuntival) (Bosch e Heindl, 2017; Mahendraraj et al., 2017).
O melanoma uveal é o subtipo mais comum de melanoma ocular, enquanto o
melanoma conjuntival é raro (Mahendraraj et al., 2017; Vora et al., 2017). Embora o
tumor primario no melanoma ocular possa ser tratado com eficacia, o prognostico
dos pacientes com metastase permanece incerto (Bosch e Heindl, 2017;
Mahendraraj et al., 2017).

O melanoma de mucosas € um tipo raro e agressivo que representa apenas
1,2% dos casos de melanoma. Os locais primarios de desenvolvimento incluem

vulva, reto/anus, cavidade nasal e vagina. Os melanomas de mucosa sé&o
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singularmente diferentes do melanoma cutaneo com relacdo a epidemiologia,

etiologia, patogénese e prognostico (Kirchoff et al., 2016; Spencer e Mehnert, 2016).

Em geral, o melanoma é um tumor maligno agressivo com incidéncia
crescente na maioria dos paises. Isto devido a sua alta capacidade de formar
metastases as quais sdo consideradas, na maioria dos casos, de mau progndstico
ou de evolucédo incerta (Bosch e Heindl, 2017; Mahendraraj et al., 2017). Diversos
fatores intrinsecos e ambientais influenciam o risco individual de desenvolver
melanoma. Fatores intrinsecos cruciais sdo os fatores relacionados com a genética,
como o grau de pigmentacdo da pele (cor da pele) ou, menos frequentemente,
mutacBes em genes supressores de tumores como: CDKN2A, CDK4 (Pho et al.,
2006; Motokawa et al., 2007). Entre os fatores de risco ambiental, a exposi¢cdo aos
raios ultravioleta (UV) continua sendo o mais importante (Guan, 2015; Affolter e
Hess, 2016; Sun et al., 2016; Ombra et al., 2017).

Além destes fatores, interagcdes das células neoplasicas com células nédo
tumorais presentes no microambiente onde o tumor se desenvolve sdo também
determinantes para o crescimento e progressdao do melanoma (Haass et al., 2005;
Tawbi e Kirkwood, 2007; Brandner e Haass, 2013; Carvalho et al., 2015). Entretanto
apesar da sua importancia, na literatura atual sdo poucos os trabalhos abordando

este assunto.

Assim, o intuito da presente meta-analise foi determinar a evolugdo das
pesquisas em relacdo ao melanoma, mapeando o tipo de publicacbes e suas
abordagens a fim de detectar assuntos negligenciados que possam ser alvo de

novas pesquisas neste campo de estudo.

Material e métodos

O trabalho compreende artigos publicados até 24 de novembro de 2017 e
artigos publicados nos ultimos 10 anos (2008 a 2017), referenciando particularmente
300 artigos publicados no més de maio de 2017 (25/04/2017 a 30/05/2017) na base
de dados PubMed (Publisher Medline, Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Como palavras-chave foram

utilizados os termos melanoma, melanoma ocular e melanoma cutaneo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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Como critérios de exclusdo foram considerados os artigos que possuirem no

titulo a palavra no-melanoma e artigos em geral sem acesso ao seu resumo.

Todos os artigos selecionados foram analisados e classificados quanto ao tipo
de melanoma: pele, olho ou mucosa; continente em que o estudo foi realizado; local
da publicacdo; modelo utilizado no estudo: humano ou animal; tipo de estudo:
clinico, in vivo ou in vitro; espécie de animal utilizada; tipo de publicacéo: artigo

original, revisédo ou meta-analises e tema abordado nos estudos originais.

Resultados

Publicagbes com melanoma crescem a cada ano

Nos ultimos dez anos pesquisas em melanoma vém aumentando a cada ano
(Figura 1A e B). Para 2017 espera-se que as publicacdes com o melanoma
ultrapassem as do ano 2016, uma vez que 0 numero de publicacbes estd bem

proximo ao total de publicadas em 2016 (Figura 1B)
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Figura 1. Evolugdo das publicagbes com melanoma nos ultimos 10 anos. Considerando a
palavra-chave melanoma na base de dados PubMed, publicacdes obtidas da busca foram agrupadas
de acordo com: A) nimero total de artigos e nos ultimos 10 e 5 anos e, B) a cada ano nos dltimos 10

anos (janeiro de 2008 a novembro de 2017).
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Para determinar os temas abordados e detectar assuntos negligenciados em
relacdo ao melanoma, foram escolhidos 300 artigos publicados no ano de 2017.
Estes artigos foram publicados em sua totalidade entre 25/04/2017 a 30/05/2017.

Melanoma cutéaneo foi o mais frequentemente abordado nos estudos

Das 300 publicacdes avaliadas a grande maioria corresponde a melanoma
de pele (72,7%), seguido de melanoma ocular (7%) e melanoma de mucosa (6%).
12,3% dos artigos nao foi possivel classificar em nenhum grupo por serem em geral
revisbes e/ou meta-analise e retratarem 2 ou os 3 tipos de melanomas. Em
contraste, 1,9% das publicacbes combinavam multiplos tipos de melanoma (Figura
2A).

77% das publicagdes consultadas mostram resultados obtidos em modelos de
melanoma em humanos: estudos clinicos, relato de casos, levantamento de dados a
partir de prontuarios, estudo populacional e estudos com linhagens celulares de
origem humana. Pesquisas utilizando animais de experimentagdo ou células de
origem animal corresponderam a 16% dos artigos consultados. J& em 6% dos
trabalhos foram utilizados os dois modelos: humano e animal; em 1% dos trabalhos
nao foi possivel caracterizar o modelo de estudo utilizado (Figura 2B). Em relacao
aos trabalhos que utilizaram modelo animal (16%), 90,6% foram desenvolvidos em
camundongos, 4,7% em cées, 1,6% em peixes, 1,6% em bovinos e, 1,6% em ratos
(Figura 2C).
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Figura 2: Origem do modelo de estudo. Considerando 300 artigos publicados no periodo de
25/04/2017 a 30/05/2017 na base de dados PubMed foram classificados de acordo com: A) o local de
desenvolvimento do tumor primario: pele, olho, mucosa, pele/olho, pele/olho/mucosas, olho/mucosa,
indefinido, B) a origem do modelo estudado: humano, animal, ambos ou indefinido, e C) tipo de

espécie animal utilizada nos estudos; camundongo, rato, peixe, caes, bovino.

Pesquisas com melanoma sdo em geral estudos clinicos realizados em

instituicdes localizadas no continente Europeu

Com base no tipo de estudo realizado, das 300 publicacbes do melanoma
88% correspondem a artigos originais seja: pesquisa experimental, estudo clinico,
relato de caso, levantamento de dados a partir de prontuarios ou estudo
populacional. Revisfes bibliograficas correspondem a 9% dos estudos e 3% séao

revisdes sistematicas (Figura 3A).

Considerando sO6 os artigos originais, 64,2% foram estudos clinicos que
avaliam principalmente novos protocolos terapéuticos, também incluem relato de

casos ou levantamento de dados de prontuarios. A utilizagdo de animais em



49

modelos in vivo correspondeu a 7,7% das publicacdes; 19,6% utilizaram técnicas in
vitro, nas quais o principal material utilizado foram células de linhagem humana ou
animal. Estudos combinando estudos clinicos e ensaios in vitro correspondem a
1,2% e 7,3% combinaram técnicas in vivo com animais e in vitro com células de

origens diferentes (Figura 3B).

Com o intuito de verificar quais locais de pesquisa se concentrava a maioria
dos estudos, o pais de filiacdo do 1° autor de cada estudo foi determinado. Dos 300
artigos 37,1% foram realizados no continente Europeu, 31,8% Ameérica do Norte,
24,1% Asia, 5% Oceania e 2% América do Sul (Figura 3C). Consequentemente,
estes artigos foram publicados na grande maioria em periddicos de origem europeia
(54,4%), 41,3% em periddicos da América do Norte, 2,3% em Asia e 2% em Oceania
(Figura 3D).
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Figura 3: Tipo de estudo e continente de origem das publicac8es. Publicagdes no periodo de
25/04/2017 a 30/05/2017 na base de dados PubMed referentes ao melanoma classificadas por: A)

Tipo de publicagédo: artigo original, reviséo, revisdo sistematizada ou meta-analise; B) tipo de estudo:
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clinico, in vivo, in vitro, clinico/in vitro, in vivo/in vitro; C) continente da filiacdo do primeiro autor do

trabalho e; D) continente de publicagéo.

O microambiente tumoral foi ainda pouco abordado nas publicagcbes com

melanoma

A fim de determinar os assuntos mais comumente abordados na literatura
referente ao melanoma, os 300 artigos selecionados publicados no periodo de
25/04/2017 a 30/05/2017 foram classificadas de acordo com o tema de estudo. Uma
percentagem de 64,6% dos estudos originais (88% das 300 publicacbes avaliadas)
corresponde basicamente a estudos clinicos que incluem avaliagbes com
diagnéstico por imagem, fatores de riscos para o desenvolvimento do melanoma,
avaliacdo de técnicas alternativas para o tratamento, avaliagdo de imunoterapia,

testes de novos medicamentos ou técnicas no tratamento do melanoma (Figura 4).

Em contraste, somente 11% dos trabalhos originais avaliaram microambiente
tumoral, destes 4,6% avaliaram a expressdo génica, 1,9% expressdo proteica
(protebmica), 3,4% histopatoldgico (principalmente imuno-histoquimica) das células
tumorais e sO6 1,1% estudaram as populacbes leucocitarias presentes no

microambiente (Figura 4).

Por outro lado, 4,9% dos trabalhos avaliaram alteracdes a nivel sistémico ao
estudar fluidos biolégicos como sangue e urina. Destas alteracbes 1,9% foram
avaliadas com ensaios de expressao génica, 0,8% expressao proteica e 2,3%
avaliaram as populagbes celulares presentes nestes locais fora do microambiente

onde o tumor se desenvolve (Figura 4).

Em paralelo, os estudos in vitro representaram 19,4% dos trabalhos originais.
Estes estudos correspondem a 7,2% expressao génica, 11,4% expressao proteica e

0,8% outras avaliacoes.
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Figura 4: Assuntos abordados nas publicagcdes de melanoma. Porcentagem dos temas de estudo
abordados nos artigos originais: avaliacdo de altera¢Bes dentro do microambiente tumoral, a nivel
sistémico, ensaios in vitro ou estudos clinicos. Subdivis6es nas colunas correspondem as técnicas
utilizadas para determinar as alteragbes em cada assunto; expressao génica, protedbmica, analises

histopatolégicas, determinacéo de populagdes celulares, outros.

Discussao

O primeiro estudo em melanoma publicado na base de dados PubMed data
de 1905. Trata-se de um estudo de caso de melanoma ocular, realizado por De
Schweinitz e Shumway feito e publicado nos Estados Unidos da América no
periddico Transactions of the American Ophthalmological Society (De Schweinitz e
Shumway, 1905).

Até a data de 24 de novembro de 2017 foram quantificados 56071 estudos
com melanomas publicados na base de dados Pubmed. Destes estudos, 41,9%
(x23535) foram publicados nos ultimos 10 anos, e destes artigos 59,7% (+14047)
foram publicados apenas nos ultimos 5 anos, o0 que mostra que os estudos em
melanoma tém aumentado progressivamente, + 7,6% ao ano. Esse aumento nos
estudos pode estar relacionado diretamente ao aumento do nimero de casos de
melanoma na populacdo mundial os quais aumentaram cerca de 9,5% ao ano nos
altimos 10 anos (Higgins et al., 2015; Cohen, 2017).
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Apesar do crescente numero de trabalhos utilizando como modelo de estudo
0 melanoma, ainda existem muitas questdes em relacdo ao tema. Para determinar a
evolucdo das pesquisas, detectar assuntos negligenciados que possam ser alvo de
novas pesquisas. Dos artigos selecionados, o melanoma cutaneo ou de pele foi
relatado em 72,7% das publicacdes, o ocular em 7% e o de mucosas em 6%. Estes
achados corroboram com os dados de prevaléncia do melanoma na populacéo
mundial, onde o melanoma cutaneo é o mais frequente seguido pelo melanoma da
regido ocular e melanoma de mucosas (Maire et al., 2014; Nguyen et al., 2015; Fink
e Haenssle, 2016; Kirchoff et al., 2016; Bosch e Heindl, 2017; Mahendraraj et al.,
2017).

A maioria dos estudos em melanoma, 77% foi realizado com humanos, sendo
a grande maioria estudos clinicos (Tratamento e relato de caso), o que pode estar
associado com o aumento de novos casos a cada ano. Por outro lado, estudos
utilizando modelos animais representam apenas 16% dos artigos. E interessante
notar que dos estudos com animais, 96% utilizaram camundongos como modelo
experimental. Este achado sugere que estudos em camundongos sdo 0s modelos
de eleicdo devido principalmente ao facil manejo, biologia e genoma conhecidos e,
manutencdo de baixo custo em relacdo a outros animais de experimentacdo. Isto
somado a similaridade das repostas desta espécie aquelas apresentadas em

humanos, o que faz desta espécie um bom modelo animal para a experimentacao.

Outro fator interessante neste estudo € relativo ao continente onde s&o
realizadas ou publicadas as pesquisas na area de melanoma. Este estudo mostra
que das 300 publicacdes selecionadas, a maioria sdo pesquisas realizadas em
instituicbes europeias (37,1%), seguidas muito de perto pelas instituicoes
americanas (31,8%). De forma semelhante, a origem das revistas que mais publicam
artigos com melanoma € na ordem, o0 continente europeu e americano (54,4 e
41,3%, respectivamente). Estes dados podem estar refletindo o alto investimento em
pesquisas nesses continentes que correlaciona com maior numero de publicacdes

em peridédicos com melhor avaliagéo.

Levando em consideracao o tipo de modelo utilizado nas pesquisas, dos 300
artigos selecionados publicados no PubMed, 88% dos trabalhos sdo estudos

originais, 9% revisdes de literatura e 3% revisbes sistematicas. Ja considerando o
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assunto abordado nestes trabalhos, apenas 11% destes estudos se baseiam no
microambiente tumoral. O tema do microambiente tumoral é de alta relevancia e
muitos estudos baseados no microambiente tém apresentado dados promissores e
de alto valor na prevencdo, tratamento e diagnostico de diversas neoplasias
inclusive melanoma (Russo et al.,, 2017). Portanto, trabalhos considerando o
microambiente tumoral, particularmente o estudo com populacdes celulares podem
contribuir na compreensao dos mecanismos de agdo nas interacdes entre células
tumorais e nao tumorais, com o intuito de descobrir novos alvos para prevencéo ou

tratamento do melanoma e/ ou, controle da formacéo de metastases.

Conclusdes

Embora as pesquisas em melanoma tenham se mostrado crescentes nos
altimos 10 anos, pouco tem sido explorado com modelos experimentais ou clinicos
gue avaliem a participacdo dos componentes celulares presentes no microambiente

onde o tumor se desenvolve.

Assim, em conjunto os dados aqui apresentados mostram que pesquisas em
relacdo ao melanoma continuam em ascensdo ano apds ano, entretanto, ainda
existem temas de interesse que s&o poucos explorados na maioria dos grupos de
pesquisa em cancer e que podem proporcionar dados de alto valor para o
desenvolvimento de medicamentos ou técnicas para prevenc¢ao e /ou diagnostico de

tumores altamente malignos como o melanoma.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Embora as pesquisas em melanoma tenham se mostrado crescentes nos
altimos 10 anos, poucas tém avaliado a participacéo e influéncia dos componentes
celulares presentes no microambiente tumoral no desenvolvimento do melanoma.
Nossos resultados demonstram que o local primario de desenvolvimento do tumor
influencia no fendtipo e padrdo de comportamento das células tumorais, fortalecendo
a hipétese de que o microambiente tumoral precisa ser melhor investigados para a

compresséao da patogenicidade do melanoma.
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FIGURA SUPLEMENTAR
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Figura 1: Estratégia de gate usada para as analises dos dados obtidos por citometria de fluxo.
A, Gate de sele¢cdo da populacdo de interesse para analises. B, exclusdo de doublets para analises
somente de células individuais (single cells). C, sele¢do da populagéo de leucdcitos viaveis (CD45+ x
Live/Dead-). D, selecdo das populagdes de linfocitos T, NK e NKT. F, sele¢do das populacdes de

linfocitos B e fagdcitos e G, selegdo da populacdo de macrofagos.
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