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“I don’t know anything with certainty, but seeing the stars makes me dream. I dream my 

painting and I paint my dream. It is looking at things for a long time that ripens you and gives 

you a deeper meaning. Do not quench your inspiration and your imagination; do not become 

the slave of your model.” 

 

Vincent Van Gogh 

 

IV 



5 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Não só nesses últimos quatro anos, mas como em toda a minha vida, meus pais, Marcos e 

Seloní, permitiram que tudo isso fosse possível. São meus alicerces, sem os quais eu não poderia 

me firmar, são meus grandes incentivadores. Obrigada por tudo que me proporcionaram, por 

me guiarem e sempre apoiar; 

Ao meu orientador, Fabrício, por tudo que me ensinou e pela confiança que depositou em mim. 

Tudo que sei sobre pesquisa devo a ele. Sou muito grata por todos os ensinamentos que recebi 

e tenho muito orgulho de ter feito parte desse grupo de pesquisa.  

À professora Ana, por todo conhecimento compartilhado ao longo dos anos. És uma inspiração 

como professora e pesquisadora; 

A todos do laboratório 22 que me acompanharam durante os 6 anos de pós-graduação: a 

convivência com vocês tornou tudo mais fácil e leve. Ao Augusto, Luiz, Roberta e Fabiana, 

muito obrigada pela amizade dentro e fora do laboratório. Em especial à Camila, pela amizade, 

apoio e conhecimento compartilhado, foi um dos presentes que o doutorado me trouxe; 

A todos os demais colaboradores deste trabalho. Ao Dr. Paulo Worm e seus residentes, Diego, 

Eduardo, Wanderson e Willian, essa pesquisa não teria sido possível sem a colaboração vocês. 

Ao Grupo de Inflamação e Senescência Celular por toda colaboração, disponibilidade e carinho. 

Em especial, a todos os pacientes que aceitaram participar desse estudo; 

A todos os meus amigos, por estarem sempre ao meu lado e me proporcionarem inúmeros 

momentos de alegria, afinal a felicidade só é verdadeira quando compartilhada.  

Ao meu namorado, Lucas, por ser meu ponto de equilíbrio e por me inspirar, compreender e 

incentivar em todos os momentos. Obrigada por todo amor, carinho e, também, conhecimento 

compartilhado, és um exemplo de pesquisador. Agradeço também aos teus pais, Mari e Jorge, 

por todo carinho; 

V 



6 
 

A todos os funcionários do Departamento de Bioquímica, em especial ao Giordano, por todos 

ajuda burocrática, mas principalmente pela amizade dentro e fora da bioquímica. À Ana e à 

Gabriela, por todo auxílio. 

Por fim, agradeço ao CNPq, pela bolsa de doutorado, e às demais agências financiadoras que 

ofereceram recursos para a realização desta tese; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI 



7 
 

APRESENTAÇÃO 

 

Essa tese está organizada em três partes, cada uma sendo constituída dos seguintes itens: 

 

PARTE I: Resumo, Resumo em inglês (Abstract), Lista de abreviaturas, Introdução e 

Objetivos; 

 

PARTE II: Resultados, divididos em capítulos de 1 a 3; 

 

PARTE III: Discussão, Conclusão, Referências bibliográficas citadas na introdução da parte I 

e discussão da parte III, e Anexos 

 

 

 

Os trabalhos elaborados nessa tese foram desenvolvidos no Laboratório de Imunobioquímica 

do Câncer, no Departamento de Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS), sob orientação do Prof. Dr. Fabrício Figueiró.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII 



8 
 

SUMÁRIO 

 

RESUMO ............................................................................................................................. 10 

ABSTRACT ......................................................................................................................... 11 

LISTA DE ABREVIATURAS ................................................................................................ 12 

INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 14 

1. Tumores do Sistema Nervoso Central .......................................................................... 14 

1.1 Classificação dos tumores do SNC ................................................................................ 15 

1.2 Marcadores moleculares ................................................................................................ 17 

1.2.1 Mutações em IDH1/2 ............................................................................................... 18 

1.2.2 Mutação em TP53 ................................................................................................... 19 

1.2.3 Mutações em ATRX ................................................................................................ 20 

1.2.4 Hipermetilação de MGMT ........................................................................................ 20 

1.3 Gliomas de alto e baixo grau ......................................................................................... 20 

1.4 Glioblastoma .................................................................................................................. 21 

2 Microambiente Tumoral .................................................................................................... 22 

2.1 Sistema imune ............................................................................................................... 25 

2.2 A sinalização purinérgica no TME .................................................................................. 28 

2.3 Reprogramação metabólica ........................................................................................... 29 

2.4 Vesículas extracelulares ................................................................................................ 31 

JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE ............................................................................................ 33 

OBJETIVOS ........................................................................................................................ 34 

    Objetivo Geral .................................................................................................................. 34 

    Objetivos específicos ....................................................................................................... 34 

CAPÍTULO 1 ........................................................................................................................ 36 

CAPÍTULO 2 ........................................................................................................................ 68 

CAPÍTULO 3 ........................................................................................................................ 69 

DISCUSSÃO ..................................................................................................................... 139 

CONCLUSÃO .................................................................................................................... 160 

PERSPECTIVAS ............................................................................................................... 163 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 164 

ANEXOS ............................................................................................................................ 188 

    Anexo I – Parecer consubstanciado CEP/UFRGS ......................................................... 188 

    Anexo II – Parecer Consubstanciado CEP/GHC ............................................................ 191 

    Anexo III – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido .............................................. 194 

    Anexo IV - Artigos científicos publicados em coautoria durante o período do doutorado 197 

 

 

VIII 



9 
 

 

PARTE I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

RESUMO 

O glioma é um tumor altamente agressivo que apresenta um prognóstico desfavorável. Em 

parte, a alta agressividade desse tumor está ligada ao grande poder infiltrativo e a grande 

heterogeneidade tumoral, com a presença de um microambiente tumoral imunossupressor. O 

microambiente tumoral é composto por diversas células neoplásicas em proliferação, 

fibroblastos, células endoteliais, células do sistema imune e moléculas que interagem entre si 

promovendo efeitos pró- e anti-tumorais. Em resposta às condições ambientais hostis, como 

falta de nutrientes e oxigênio, além de sinais oncogênicos, alterações moleculares e processos 

de sinalização celular, as células tumorais são capazes de modular o microambiente a fim de 

promover seu crescimento e invasão. Dessa forma, os tumores desenvolvem diversas estratégias 

para tornar o microambiente permissível à tumorigênese, promovendo inúmeros mecanismos 

imunossupressores. Nesse âmbito, a presente tese teve como objetivo investigar o papel do 

microambiente tumoral na imunomodulação e progressão tumoral nos graus II, III e IV de 

glioma. Foi observado que distintas populações celulares do microambiente tumoral são 

capazes de estabelecer uma complexa rede de interações e sinalizações célula-célula, 

favorecendo mecanismos de supressão, como a promoção da evasão imune por meio de células 

regulatórias e moléculas imunossupressoras, e a reprogramação metabólica. Metabolicamente, 

observou-se que gliomas de alto grau, com a mutação em IDH, apresentam um maior potencial 

fosforilativo. Em relação à imunomodulação. observamos linfócitos infiltrantes ativados, 

independentemente do grau; contudo, gliomas de baixo grau parecem desenvolver menos 

mecanismos imunossupressores que os gliomas de alto grau, sugerindo que o pior prognóstico 

associado a gliomas de grau IV está diretamente associado à imunossupressão. Adicionalmente, 

linfócitos infiltrantes tumorais superexpressam enzimas purinérgicas, favorecendo o aumento 

da produção da adenosina. Além disso, enfatizamos a importância da sinalização célula-célula 

por meio de vesículas extracelulares na imunomodulação do microambiente tumoral. Essas 

vesículas apresentam um grande potencial terapêutico e imunomodulatório, apresentando 

papeis anti- e pró-tumorais dependendo do contexto que se inserem. Dessa forma, nossos 

resultados enfatizaram as diferentes estratégias imunes e metabólicas desenvolvidas pelos 

diferentes graus de glioma, enfatizando um aumento do perfil imunossupressor em gliomas de 

alto grau. A compreensão dessas diversas estratégias desenvolvidas pelos tumores pode auxiliar 

na implementação de melhores regimes terapêuticos. 
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ABSTRACT 

Glioma is a highly aggressive tumor that has an unfavorable prognosis. The tumor 

aggressiveness is linked to the infiltrative phenotype and the tumor heterogeneity, with an 

immunosuppressive tumor microenvironment. The tumor microenvironment is composed of 

several proliferating neoplastic cells, fibroblasts, endothelial cells, immune system cells and 

molecules that interact with each other promoting pro- and antitumor effects. In response to 

hostile environmental conditions, such lack of nutrients and oxygen, in addition to oncogenic 

signals, molecular changes and cell signaling processes, tumor cells are able to modulate the 

microenvironment in order to promote their growth and invasion. Thus, tumors develop 

different strategies to make the microenvironment permissible for tumorigenesis, promoting 

numerous immunosuppressive mechanisms. In this context, this thesis sought to investigate the 

role of the tumor microenvironment in immunomodulation and the progression of gliomas of 

grades II, III, and IV. Our results reveals that different cell populations within the tumor 

microenvironment establish a complex network of cell-cell interactions and signaling. These 

interactions predominantly favor suppression mechanisms, including immune evasion through 

regulatory cells and immunosuppressive molecules, as well as metabolic reprogramming. 

Metabolically, it was observed that high-grade gliomas with the IDH mutation exhibit greater 

phosphorylative potential. Regarding immunomodulation, activated infiltrating lymphocytes 

were observed in all grades. However, it appears that low-grade gliomas develop fewer 

immunosuppressive mechanisms than high-grade gliomas, suggesting that the poorer prognosis 

associated with grade IV gliomas is directly linked to immunosuppression. Additionally, tumor-

infiltrating lymphocytes overexpress purinergic enzymes, favoring increased adenosine 

production. Furthermore, we emphasize the importance of cell-cell signaling through 

extracellular vesicles in the immunomodulation of the tumor microenvironment. These vesicles 

have a great therapeutic and immunomodulatory potential, presenting anti and protumoral roles 

depending on the context in which they are inserted. In summary, our results highlight the 

diverse immune and metabolic strategies employed by different glioma grades, emphasizing an 

increased immunosuppressive profile in high-grade gliomas. A comprehensive understanding 

of these distinct strategies can contribute to the development of more effective therapeutic 

approaches. 
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INTRODUÇÃO  

Nas últimas décadas, tem-se obtido crescente conhecimento a respeito da etiologia do câncer, 

uma doença complexa e multifatorial. Nos anos 2000, no artigo Hallmarks of cancer, Douglas 

Hanahan e Robert Weinberg enumeraram como principais fatores envolvidos na tumorigênese 

a autossuficiência em sinais de crescimento, a insensibilidade a sinais anticrescimento, evasão 

da morte celular programada, potencial replicativo ilimitado, angiogênese sustentada, invasão 

tecidual e metástase (Hanahan and Weinberg, 2000). À medida que o conhecimento a respeito 

dos mecanismos relacionados com a carcinogênese cresceu, graças ao avanço de tecnologias 

experimentais e computacionais, foram incorporadas novas características a fim de auxiliar a 

elucidar as complexas interações presentes nos tumores, buscando entender completamente os 

mecanismos de desenvolvimento e progressão tumoral. Atualmente, somados aos 6 hallmarks 

iniciais, são consideradas características comuns à maioria dos cânceres a desregulação do 

metabolismo celular, evasão imune, desbloqueio da plasticidade fenotípica e senescência. Além 

disso, na última década, foram adicionadas algumas características que possibilitam a aquisição 

desses hallmarks, como a inflamação como promotor da tumorigênese, instabilidade genômica, 

reprogramação genética não-mutacional e microbiomas polimórficos (Hanahan and Weinberg, 

2011; Hanahan, 2022). Com a evolução do conhecimento relacionado a genética e biologia do 

câncer, essa doença mostra-se cada vez mais complexa e multifatorial.  

 

1. Tumores do Sistema Nervoso Central   

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) correspondem a um amplo grupo e 

altamente heterogêneo de doenças que apresentam características clínicas, biológicas e 

histológicas variadas, correspondendo a 2% de todos os tumores malignos do mundo (Ferreira 

e Rocha, 2004). Em 2020, os tumores do SNC apresentaram uma incidência, em nível mundial, 

de 308.102 novos casos e 251.329 mortes (Sung et al., 2021). No Brasil, em 2020, ocorreram 
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9.355 óbitos por tumores do SNC e, em 2023, estima-se que ocorram 11.490 novos casos 

(INCA, 2022). Apesar de cerca de 68% dos tumores do SNC serem benignos (Ostrom et al., 

2017), esses tumores são caracterizados por altas taxas de morbidade e mortalidade devido sua 

localização e invasividade. Além disso, metástases cerebrais são de 5 a 10 vezes mais comuns 

que tumores cerebrais primários (Gavrilovic and Posner, 2005). Nesse âmbito, meningiomas e 

gliomas são os tumores cerebrais primários mais comuns. Os gliomas são os tumores do SNC 

mais frequentes em adultos, originam-se de uma célula glial ou células precursoras e 

representam, pelo menos, 80% dos tumores cerebrais malignos, com uma incidência de 3 - 5 

por 100.000 pessoas por ano, podendo ocorrer em todas as faixas etárias, sendo mais prevalente 

em adultos maiores de 45 anos de idade (Schwartzbaum et al., 2006; Furnari et al., 2007; Porter 

et al., 2010; Weller et al., 2015). Além disso, apresentam características morfológicas e de 

expressão gênica semelhantes às células gliais. Histologicamente, eles são diferenciados como 

astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas e oligoastrocitomas (Weller et al., 2015). 

 

1.1 Classificação dos tumores do SNC 

A classificação dos tumores do SNC amplamente adotada é organizada pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS). Nas últimas décadas, a classificação se baseou de 

acordo com características celulares microscópicas e seus níveis de diferenciação, em que a 

presença ou ausência de características anaplásicas atribui os graus de malignidade, podendo 

variar de grau I a IV, com o grau I indicando o comportamento menos agressivo. Nesse âmbito, 

os gliomas astrocíticos podem ser classificados de acordo com a classificação abaixo (Louis et 

al., 2007; Sanai and Berger, 2018): 

- Grau I: Tumores predominantemente pediátricos, benignos, comumente circunscritos e 

com baixo grau proliferativo. A ressecção cirúrgica costuma ter caráter curativo; 
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- Grau II: Astrocitomas difusos, comumente infiltrativos, porém com baixo grau 

proliferativo. Apresentam baixa atividade mitótica e podem apresentar atipia nuclear. A 

expectativa de vida é de cerca de 10 anos; 

- Grau III: Astrocitomas anaplásicos, apresentam alto grau proliferativo e infiltrativo, 

aumento de densidade celular e atividade mitótica, com importante atipia nuclear. A 

expectativa de vida é de menos de 10 anos.; 

- Grau IV: Astrocitoma de alto grau, altamente invasivo e proliferativo, além das 

características histológicas do grau III, também apresenta necrose e angiogênese. 

Apresentam um prognóstico desfavorável, com sobrevida de cerca de 12 a 15 meses.  

 

Recentemente, tornou-se claro que essa divisão seria muito simplória dada a 

complexidade histológica e genética dos gliomas. Frente a isso, nos últimos anos, foram 

incorporados parâmetros moleculares na classificação dos tumores do SNC, como mutações no 

gene Isocitrato Desidrogenase (IDH) e TP53, codeleção de 1p19q, o status de expressão da 

enzima O6-metilguanina DNA metiltransferase (MGMT), deleção de CDKN2A/B, mutação em 

TERT, amplificação de EGFR, entre outros (David N Louis et al., 2016; Louis et al., 2021), 

complementando a classificação baseada em histologia e imunohistoquímica. Com essa 

mudança, busca-se um diagnóstico e prognóstico mais preciso, bem como um melhor 

direcionamento para o tratamento. A figura 1 ilustra as principais categorias dos tumores de 

acordo com a 5ª edição OMS (Louis et al., 2021).  
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Figura 1: Classificação dos gliomas  

 

Figura 1: Classificação dos gliomas. Classificação dos tumores do SNC de acordo com a nova versão 

da OMS (2021) com base em critérios histológicos e genéticos, com foco no status da IDH. Figura 

desenvolvida no BioRender. 

 

1.2 Marcadores moleculares 

Conforme discutido no tópico anterior, os gliomas são um grupo de tumores 

heterogêneos, com características moleculares e histológicas bastante variadas. Na última 

década, com a identificação de importantes alterações genéticas, epigenéticas e cromossômicas 

que participam da formação do glioma, a classificação molecular permitiu a identificação de 

marcadores prognósticos e subcategorizações moleculares importantes na clínica (Louis et al., 

2021). Nesse contexto, mutações em IDH1/2, TP53 e no gene da α-talassemia/ retardo mental 

ligado ao X (ATRX), bem como a amplificação do gene EGFR e a hipermetilação do promotor 

do gene MGMT, tornaram-se particularmente relevantes no ponto de vista clínico. 
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1.2.1 Mutações em IDH1/2 

A isocitrato desidrogenase é uma enzima que participa de diversos processos 

metabólicos, como o ciclo do ácido cítrico (TCA), metabolismo da glutamina, lipogênese e 

regulação redox (Lee et al., 2004; Badur et al., 2018; Han et al., 2020). Há três isoformas dessa 

enzima: a IDH1 é localizada no citoplasma e peroxissomos e as IDH2/3 encontram-se na matrix 

mitocondrial (Han et al., 2020).  Metabolicamente, as isoformas 1 e 2 são as mais importantes, 

pois os seus sítios catalíticos apresentam alta afinidade pelo isocitrato e, junto com NADP+, 

resultam na formação do α-cetoglutarato (α-KG). Em cânceres, mutações da IDH costumam 

estar localizadas no resíduo de arginina, crucial para o reconhecimento de isocitrato (Yan et al., 

2009). Essas mutações missense resultam na substituição de um resíduo de arginina por um 

aminoácido de polaridade inferior, como a histidina, resultando numa menor afinidade ao 

isocitrato. É importante ressaltar que, normalmente, apenas uma cópia de IDH é mutada, 

formando heterodímeros com uma cópia da forma selvagem de IDH (IDH-WT) e uma cópia 

com a mutação (IDH-Mut). Isso resulta na capacidade, em células IDH-Mut heterozigotas, da 

cópia IDH-WT em converter o isocitrato a α-KG, produzindo NADPH. Concomitantemente, a 

cópia mutante do dímero converte o α-KG em D-2-hidroxiglutarato (2HG) , um oncometabólito 

(Dang et al., 2009; Han et al., 2020). 

Inicialmente, mutações no gene IDH foram identificadas em tumores colorretais e no 

glioblastoma (GB) (Sjöblom et al., 2006; Parsons et al., 2008). Atualmente, sabe-se que essas 

mutações são frequentes em diversas neoplasias, como na leucemia mieloide aguda (Paschka 

et al., 2010), no condrosarcoma (Amary et al., 2011), no câncer de mama (Chiang et al., 2016) 

e melanoma (Lopez et al., 2010). A mutação em IDH promove a formação e acúmulo de 2HG, 

um oncometabólito responsável por bloquear a diferenciação celular e criar um microambiente 

permissivo para a transformação maligna (Carbonneau et al., 2016; Waitkus, Diplas and Yan, 

2018). Curiosamente, pacientes com glioma IDH-Mut apresentam um melhor prognóstico que 
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pacientes IDH-WT; contudo, os mecanismos relacionados a esta resposta continuam pouco 

elucidados. Observa-se, porém, que pacientes IDH-Mut respondem melhor ao tratamento 

(Houillier et al., 2010; SongTao et al., 2012; Zhu et al., 2017; Sun and Turcan, 2021). Em 

gliomas, inúmeras evidências sugerem que o status de IDH se correlaciona mais com o 

prognóstico que os critérios histológicos, uma vez que pacientes de baixo grau, porém com 

IDH-WT, apresentam comumente um pior prognóstico em comparação àqueles de grau alto 

IDH-Mut (TCGA, 2015). Essa classificação revolucionou o diagnóstico e manejo de pacientes 

e promoveu diversas alterações na forma de classificação desses tumores, como observado na 

figura 1. Cerca de 80% dos gliomas de baixo grau são IDH-Mut, assim como a maioria dos GB 

secundários (Yan et al., 2009). Acredita-se que essas mutações ocorram inicialmente no 

processo de tumorigênese, persistindo no desenvolvimento do glioma a partir de uma célula-

tronco (Dang et al., 2009).  

1.2.2 Mutação em TP53 

O gene TP53 codifica a proteína p53, um importante supressor tumoral, a qual interfere 

no ciclo celular, na resposta ao dano ao DNA, na morte e diferenciação celular. A via de p53 é 

ativada em resposta ao estresse celular, facilitando o reparo ao DNA e induzindo morte celular 

em caso de dano ou mutações. Recentemente, p53 também foi reconhecido como um 

importante regulador do metabolismo celular e imunidade, além de estar envolvido em 

processos como autofagia, invasão e proliferação (Bieging, Mello and Attardi, 2014; 

Kastenhuber and Lowe, 2017). A via de sinalização de p53 é alterada na maioria dos gliomas 

por meio de mutações missense amplificações de TP53, superexpressão de MDM2 ou perda da 

expressão de CDKN2A-p14ARF (Zawlik et al., 2009; Crespo et al., 2015), promovendo 

proliferação celular descontrolada e tumorigênese. Em pacientes com glioma, já foi descrito 

que a mutação de TP53 está associada com progressão tumoral (Krex et al., 2003), e a 

inativação de p53 se correlaciona com um fenótipo mais agressivo (Djuzenova et al., 2015), 
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proliferativo (England, Huang and Karsy, 2013), e menos apoptótico (Park et al., 2006). Em 

contrapartida, o status mutacional de TP53 não se correlaciona com a sobrevida (Zhang et al., 

2018). 

1.2.3 Mutações em ATRX 

A partir da classificação da OMS de 2016, a detecção do status de ATRX foi adicionado 

no critério de classificação dos gliomas (Louis et al., 2016). A proteína codificada por esse gene 

está envolvida em processos de recombinação e reparo do DNA, além de regulação 

transcricional gênica (Meng et al., 2022), remodelação da cromatina e manutenção telomérica 

(Bassett et al., 2008). A perda de expressão de ATRX por meio de mutações está comumente 

associada a mutações em IDH e TP53 (Kannan et al., 2012; Modrek et al., 2017), 

correlacionando-se inversamente com a codeleção de 1p19q, associada a oligodendrogliomas 

(Sahm et al., 2014). Dessa forma, a mutação em ATRX é comumente relacionada a um perfil 

tumoral astrocítico, auxiliando o diagnóstico e classificação molecular dos pacientes (Meng et 

al., 2022). 

1.2.4 Hipermetilação de MGMT 

A MGMT é uma proteína responsável pelo reparo do DNA que neutraliza o dano gerado por 

agentes alquilantes. A metilação do promotor do gene que codifica essa proteína resulta no 

silenciamento do gene, aumentando a sensibilidade a agentes alquilantes, como a temozolomida 

(TMZ), tratamento quimioterápico padrão utilizado em glioma. Ela é considerada um 

importante preditor da resposta ao tratamento, sendo utilizado para definir estratégias de 

tratamento em pacientes com glioma (Weller et al., 2010, 2015).  

 

1.3 Gliomas de alto e baixo grau 

Em 2015, foi realizada uma análise genômica integrativa de 293 pacientes com glioma 

difuso pela Cancer Genome Atlas Network, a qual resultou na classificação de três subtipos 
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distintos e robustos de gliomas de baixo grau de acordo com o status de IDH, TP53 e codeleção 

de 1p19q (TCGA, 2015). Tumores astrocíticos difusos que possuem a mutação de IDH, ou seja, 

gliomas de grau II e III IDH-Mut, foram classificados como gliomas de baixo grau (LGG - do 

inglês, Lower Grade Glioma). Ao passo que gliomas de grau II e III IDH-WT foram agrupados 

com os gliomas de grau IV como gliomas de alto grau (HGG - do inglês, High Grade Glioma). 

A similaridade genética e clínica de gliomas de grau II e III IDH-WT com o GB primário 

fundamenta a inclusão desses casos dentro do amplo espectro de investigação clínica 

relacionado ao GB, incluindo protocolos de tratamento (TCGA, 2015).  

 

  1.4 Glioblastoma 

O astrocitoma de grau IV, comumente nomeado de GB, é o mais maligno dos tumores 

gliais, está associado a uma baixa sobrevida e é caracterizado por grande heterogeneidade 

genética, morfológica e histológica intratumoral, a qual é composta por muitas células 

neoplásicas em proliferação, células endoteliais, fibroblastos e células do sistema imune, como 

macrófagos e linfócitos (Balkwill, 2004; Solinas et al., 2009). Além disso, apresenta 

características mais avançadas de malignidade, incluindo proliferação vascular e necrose 

(Cheng et al., 2011; Weller et al., 2015). Devido à alta capacidade infiltrativa dos gliomas, a 

completa ressecção cirúrgica é considerada improvável e a presença de células tumorais resulta 

na recorrência ou progressão maligna. Dessa forma, uma parcela dos LGG seguirão a história 

natural da doença e progredirão para HGG (Sanai and Berger, 2018). Nesses casos, esses 

tumores serão classificados como GB secundários. Em contrapartida, GB primários são tumores 

com origem de novo, sem progredir de um LGG, e representam grande parte dos casos de GB. 

O GB é considerado incurável, com uma expectativa de vida média de 15 meses após o 

diagnóstico, em que apenas de 3 - 5% dos pacientes sobrevivem 3 ou mais anos. O tratamento 

padrão é composto pela ressecção tumoral, radioterapia e quimioterapia com o alquilante TMZ, 
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embora o tratamento continue paliativo para a maioria dos pacientes e a cura se mantém incerta 

(Stupp et al., 2005, 2009). Os fatores relacionados a essa baixa sobrevida são a barreira 

hematoencefálica (Soffietti, Leoncini and Rudà, 2007), a alta capacidade infiltrativa e 

proliferativa desse tumor, grande heterogeneidade tumoral e a resistência ao tratamento, seja 

ela intrínseca ou adquirida ao tratamento padrão (Nagel et al., 2017). Apesar dos crescentes 

esforços para o desenvolvimento de terapias personalizadas, poucos avanços foram observados 

nas últimas décadas.  

Nesse âmbito, a heterogeneidade intra e intertumoral presente nos gliomas representa 

um dos maiores desafios para o seu tratamento (Swanton, 2012). A heterogeneidade 

intratumoral é definida pela presença de diferentes subpopulações celulares em um mesmo 

tumor, contribuindo para a agressividade e crescimento tumoral, além de favorecer a resistência 

ao tratamento. Esse é um fenômeno complexo e multifatorial, modulado por questões genéticas, 

epigenéticas e ambientais (Marusyk, Janiszewska and Polyak, 2020), o qual é uma peça 

essencial para a compreensão da história natural do tumor e a possível resposta ao tratamento. 

Atualmente, sabe-se que a grande heterogeneidade presente nos tumores é devida não só às 

múltiplas alterações genéticas, mas também pela composição dos seus microambientes. 

Inclusive, em resposta às complexas interações existentes entre células tumorais e não-

tumorais, o microambiente tumoral (TME, do inglês, tumor microenvironment) está em 

constante transformação, ressaltando a sua importância no dinâmico processo da tumorigênese 

(Quail and Joyce, 2013). 

  

2 Microambiente Tumoral  

Durante muitas décadas, os tumores foram considerados apenas um caótico agregado de 

células proliferativas sem controle do ciclo celular devido a uma série de alterações genéticas. 

Apesar de correta, essa interpretação unidirecional acaba negligenciando o fato que os tumores 
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são um sistema complexo, contendo uma variedade de células e componentes capazes de 

favorecer as células tumorais, interagindo uns com os outros em nível celular e molecular, 

formando o TME (Hanahan and Coussens, 2012; Vogelstein et al., 2013). A interação entre 

esses diferentes tipos celulares é capaz de remodelar diferentes nichos tumorais, resultando em 

diferentes microambientes dentro de um mesmo tumor. Assim, podemos observar áreas 

tumorais sólidas com diversas células em proliferação, além de áreas necróticas e 

perinecróticas, áreas perivasculares e regiões hipóxicas. Cada nicho está sujeito a diferentes 

formas de sinalização e modulação, reforçando a complexidade presente em cada tumor 

(Schiffer et al., 2019).  

Dessa forma, esse microambiente representa todos os componentes tumorais e não-tumorais 

presentes nesse complexo sistema, incluindo células tumorais altamente proliferativas ou 

infiltrativas, células tronco tumorais, além de células do sistema imune residentes e infiltrantes, 

como macrófagos e linfócitos, além de astrócitos, fibroblastos, células endoteliais e vesículas 

extracelulares (EVs, do inglês, Extracellular Vesicles). Essas células interagem umas com as 

outras dentro da matriz extracelular, na qual uma variedade de moléculas, produzidas por todas 

as células, influenciam a progressão tumoral (Schiffer et al., 2019). O conjunto de células 

estromais intratumorais impõe diversos desafios para as células tumorais, como privação e 

competição por nutrientes, estresse oxidativo e vigilância imunológica. Por exemplo, 

fibroblastos associados ao câncer podem ser ativados, proliferar e secretar fatores de 

crescimento e citocinas, as quais podem recrutar células imunes e estimular a angiogênese 

(Lyssiotis and Kimmelman, 2017). A presença de uma vasculatura anormal nos tumores pode 

criar nichos hipóxicos no TME, o qual acaba limitando nutrientes e promovendo uma 

competição entre as células. Nesse sentido, a existência desse TME é assegurada pela interação 

de diversos hallmarks do câncer que permitem o desenvolvimento de múltiplas estratégias por 

parte do tumor na promoção de um fenótipo protumoral (Torrisi et al., 2022), como a evasão 
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ao sistema imune e a reprogramação metabólica. Dessa forma, conhecer os hallmarks do câncer 

que promovem o início e progressão dos gliomas torna-se crucial para melhor compreender a 

grande heterogeneidade desses tumores. 

 

Figura 2: O microambiente tumoral 

 

Figura 2: O microambiente tumoral. Os tumores desenvolvem diversas estratégias para tornar o 

microambiente permissível à tumorigênese. O microambiente tumoral representa todos os componentes tumorais 

e não-tumorais presentes na massa tumoral, incluindo células tumorais altamente proliferativas ou infiltrativas, 

células tronco tumorais, além de células do sistema imune residentes e infiltrantes, como macrófagos e linfócitos, 

além de astrócitos, fibroblastos, células endoteliais, adenosina e vesículas extracelulares. Essas células interagem 

umas com as outras influenciando a progressão tumoral. Adaptado de Young et al., 2014. 
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2.1 Sistema imune 

Por muitos anos, acreditou-se que a barreira hematoencefálica era responsável por manter 

tumores cerebrais em um microambiente imunoprivilegiado. Atualmente, sabe-se que 

permeabilidade dessa barreira está alterada em inúmeras patologias, e diversas células imunes 

estão associadas com a progressão tumoral (Couto et al., 2019). Além disso, por muito tempo, 

sugeriu-se que a aparente ausência de vasos linfáticos no SNC dificultaria a resposta imune 

antígeno-específica. Hoje, sabe-se que o SNC apresenta um sistema linfático que permite, pelo 

menos parcialmente, a interação de células imunes e antígenos tumorais com o sistema 

imunológico periférico (Louveau et al., 2015; Louveau, Harris and Kipnis, 2015; Lan et al., 

2023). Apesar disso, os tumores do SNC não apresentam uma boa resposta a imunoterapias, 

sugerindo a necessidade de mais estudos sobre a resposta imune envolvida nesses tumores.  

Nesse âmbito, o infiltrado inflamatório presente no microambiente varia em tamanho e 

composição e sua presença é uma evidência que apesar do desenvolvimento do tumor pelo 

organismo, esse busca interferir na progressão tumoral, processo conhecido como vigilância 

imune.  A vigilância imunológica é um dos principais desafios que os tumores devem superar 

para crescer. Essa modulação, conhecida como imunoedição, pode ocorrer nos dois sentidos: 

erradicando células malignas ou promovendo crescimento e disseminação tumoral. Para 

escapar dessa vigilância, as células tumorais desenvolvem mecanismos para suprir a resposta 

imune. Evidências mostram que as células imunes apresentam diferentes estados de ativação e 

polarização e isso está diretamente relacionado com o papel que cada uma vai desempenhar 

dentro desse microambiente (Ruffell et al., 2010; Bruno et al., 2014).   

As células imunes presentes no TME incluem as mediadoras da imunidade adaptativa, 

como linfócitos T e B, e as efetoras da imunidade inata, como macrófagos e células Natural 

Killer (NK) (Labani-Motlagh, Ashja-Mahdavi and Loskog, 2020). Os macrófagos costumam 

ser as células imunes intratumorais mais frequentes em pacientes com gliomas. Os macrófagos 
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residentes do SNC, também conhecidos como micróglia, constituem uma importante parte da 

totalidade da população glial e são considerados um componente crucial na primeira linha de 

defesa contra o tumor (Davies et al., 2013), além de contribuírem ativamente para o 

desenvolvimento da homeostase do SNC, promovendo remoção de células apoptóticas, 

manutenção de sinapses e regulação da atividade neuronal (Casano and Peri, 2015). No 

contexto do glioma, já foi reportado que a micróglia favorece a capacidade infiltrativa do tumor 

(Bettinger, Thanos and Paulus, 2002; Bowman and Joyce, 2014). A permeabilidade da barreira 

hematoencefálica permite a entrada de macrófagos no parênquima tumoral. Os macrófagos 

associados ao tumor (TAM, do inglês, Tumor-Associated Macrophages), compostos pela 

micróglia e por macrófagos, compreendem uma população de células extremamente plásticas 

que adquirem fenótipos específicos em resposta aos sinais do microambiente local. 

Tradicionalmente, eles são divididos em subtipos M1 (pró-inflamatório, antitumoral) e M2 

(anti-inflamatório, protumoral); contudo, o espectro dos TAM é muito mais diverso e altamente 

dinâmico (Gabrusiewicz et al., 2016). A maioria dos TAM adquirem um fenótipo M2, 

produzindo um TME protumoral e imunossupressor, além de estimular angiogênese, invasão e 

migração tumoral (Noy and Pollard, 2014; Schiffer et al., 2019). 

Por outro lado, os linfócitos são um dos melhores exemplos para ilustrar que a alteração 

do fenótipo e ativação de uma célula pode influenciar diretamente o grau de agressividade do 

tumor. Os linfócitos infiltrantes tumorais (TILs, do inglês, Tumor-Infiltrating Lymphocytes) 

incluem as diferentes subpopulações de linfócitos B e T, como as efetoras e regulatórias, bem 

como células linfoides inatas, como as NK e NKT. A presença de células T efetoras (Teff), 

como T CD4+ auxiliares (CD3+CD4+) e T CD8+ citotóxicas (CD3+CD8+), e NKs estão 

associadas com uma imunidade antitumoral ao apresentar ou estimular citotoxicidade contra as 

células tumorais. Em contrapartida, células T CD4+ regulatórias (Treg, 

CD4+CD25highCD39+FoxP3+) promovem uma imunidade pró-tumoral imunossupressora, 
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estimulando o escape imunológico, convertendo células T CD4+ naïves a Treg, inibindo a 

ativação de linfócitos Teff e a atividade citotóxica de células T CD8+ e NKs tanto por contato 

dependente quanto pela liberação de citocinas, como IL-10 e TGF-β (Fridman et al., 2012; 

Bastid et al., 2013; Borsellino et al., 2016; Budhu et al., 2017). De forma semelhante, há uma 

grande heterogeneidade fenotípica nos linfócitos B presentes no TME, tais como células B 

naïves, de memória, ativadas de memória e plasmoblastos, os quais podem tanto suprimir (B 

regulatórios – Breg, CD19+CD39high) quanto estimular a resposta efetora do sistema imune, 

gerando assim resposta anti- ou pró-tumoral, dependendo do sinal recebido (Figueiró et al., 

2016; Downs-Canner et al., 2022; Jiang et al., 2023).  

Nesse âmbito, gliomas malignos promovem uma série de mecanismos 

imunomodulatórios que podem resultar na supressão do sistema imune. Por exemplo, a hipóxia 

é um potente estimulador de angiogênese e induz produção de citocinas (Nogueira et al., 2011). 

Além disso, a expressão de moléculas inibitórias, como os checkpoints imunes CTLA-4 e PD-

1, favorecem a imunossupressão, auxiliando que as células tumorais não sejam eliminadas pelas 

células efetoras (Ghouzlani et al., 2021). Nesse contexto, as interações no TME modulam seu 

estado metabólico, buscando favorecer o crescimento tumoral e evitar a destruição imune. 

Células supressoras podem ser tanto recrutadas dos tecidos linfoides (Treg naturais) como 

podem ser diferenciados de linfócitos T naïves (Treg induzidos) no microambiente dos gliomas 

(Sayour et al., 2015). Estudos recentes mostram que Treg e Breg são capazes de produzir AMP 

e adenosina (ADO), pela presença das enzimas NTPDase1/CD39 e ecto-5’-nucleotidase/CD73 

presentes na membrana plasmática, as quais são capazes de inibir a proliferação de linfócitos 

Teff (Saze et al., 2013; Figueiró et al., 2016). Essas enzimas estão envolvidas na sinalização 

purinérgica, responsável por hidrolisar o ATP extracelular (eATP) até adenosina, uma molécula 

imunossupressora.  
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2.2 A sinalização purinérgica no TME 

A sinalização purinérgica desempenha um importante papel em diversos processos 

fisiológicos e fisiopatológicos, como no câncer e na imunidade tumoral (Antonioli et al., 2013; 

Cekic and Linden, 2016; Di Virgilio and Adinolfi, 2017). O sistema purinérgico é composto 

por nucleotídeos (como ATP) e por nucleosídeos (como a ADO) que, em geral, têm funções 

opostas em neoplasias sólidas e podem ser liberados no meio extracelular por diferentes 

mecanismos fisiológicos (exocitose, difusão e por transportadores) e patológicos (lise celular) 

(Yegutkin, 2008). O ATP intracelular é essencial para a homeostase, sendo a principal moeda 

de troca de energética na maioria dos processos metabólicos. Por outro lado, o eATP é um 

importante sinalizador e, através da ligação aos seus receptores P2, principalmente o P2X7, 

pode funcionar como molécula quimiotática para células imunes, além de ser potencialmente 

tóxico para células neoplásicas (Stagg and Smyth, 2010).  

Em contraste as condições homeostáticas, o níveis de eATP se encontram altamente 

elevados devido a processos de morte celular, hipóxia e inflamação (Di Virgilio et al., 2018). 

Por meio da ação das ectonucleotidases, especialmente a NTPDase1/CD39, o eATP pode ser 

hidrolisado a ADP e AMP. O AMP, por sua vez, é hidrolisado a ADO pela ecto-5’-

nucleotidase/CD73. A ADO pode ser desaminada à inosina, e em seguida ser convertida a 

hipoxantina, a qual pode ser oxidada a xantina. Por fim, a xantina pode ser convertida em ácido 

úrico no meio extracelular (Bours et al., 2006). A ADO também pode ser formada por uma via 

não-canônica, envolvendo a conversão de NAD+, um importante componente celular cuja 

concentração extracelular também aumenta em casos de lise celular, à ADPR pela ectoenzima 

CD38. A ADPR, a seguir, é convertida a AMP pela ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), CD203a. Ambas as vias convergem na CD73, que 

hidrolisa o AMP a ADO (Dwivedi et al., 2021). Dessa forma, a ADO acaba acumulando-se no 

TME, favorecendo evasão imune, por meio da inibição de células Teff e estímulo as Treg, além 
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de favorecer a angiogênese, invasão e migração de células tumorais (Cekic and Linden, 2016; 

Vigano et al., 2019). 

Nesse âmbito, a ADO é descrita como molécula imunossupressora, facilitando o escape 

dos tumores ao sistema imune através da ligação aos receptores P1, principalmente receptor 

A2A (Antonioli et al., 2013). De uma maneira geral, todos componentes do TME possuem a 

maquinaria necessária para produção de ADO e nucleotídeos associados, como ATP, ADP e 

AMP, contribuindo para a imunossupressão do TME. Por exemplo, a imunossupressão pelos 

Tregs pode se dar pela superexpressão da enzima NTPDase1/CD39 (Mandapathil et al., 2010) 

que coordenadamente com células de GBM, que superexpressam ecto-5’-nucleotidase/CD73 

(Bavaresco et al., 2008), produzem ADO pela hidrólise sequencial do ATP extracelular (Xu et 

al., 2013).  

 

2.3 Reprogramação metabólica 

As diferentes interações no TME modulam seu estado metabólico, buscando favorecer 

o crescimento tumoral e evitar a destruição imune. Nesse contexto, o TME é caracterizado por 

uma série de vias metabólicas desreguladas devido a fatores intrínsecos, como características 

genéticas, e extrínsecos, como a competição por nutrientes e pH, o que pode gerar a falta de 

nutrientes e acúmulo de resíduos metabólicos no TME. Esses resíduos metabólicos podem 

influenciar a expressão gênica e alterar o comportamento das células imunes intratumorais 

(DeBerardinis and Chandel, 2016; Pavlova, Zhu and Thompson, 2022). A grande capacidade 

invasiva dos gliomas se dá, em parte, à reprogramação metabólica do TME. Com esse processo, 

fornece-se substratos às células tumorais, as quais se adaptam para sobreviver ao complexo e 

hostil TME (Torrisi et al., 2022). Nesse âmbito, dependendo da disponibilidade de nutrientes, 

as células tumorais são capazes de utilizar uma série de vias alternativas para produção de 
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energia. Por esse motivo, tratamentos focando na privação de apenas uma via ou substrato 

dificilmente serão promissores. 

Historicamente, o principal evento relacionado com a reprogramação metabólica é o 

Efeito Warburg, também conhecido como glicólise aeróbia, na qual células tumorais 

metabolizam a glicose e produzem lactato independentemente da disponibilidade do oxigênio 

(Warburg, Wind and Negelein, 1927). Essa característica auxilia o metabolismo anabólico 

necessário para promover o crescimento tumoral exacerbado. Recentemente, observou-se que 

a glicólise aeróbica não está envolvida na totalidade de ATP produzida em diferentes cânceres 

e que a maioria das células tumorais são capazes de produzir energia por meio da oxidação 

fosforilativa (OXPHOS), sugerindo que o Efeito Warburg seja apenas uma parcela de todas as 

vias metabólicas que se encontram alteradas na tumorigênese. No glioma, a maioria das vias 

metabólicas estão alteradas, tais como a glicólise, OXPHOS, síntese e oxidação de ácidos 

graxos e o metabolismo de aminoácidos (Garcia, Jain and Aghi, 2021). Nesse sentido, um 

importante ponto de convergência para os intermediários produzidos nessas vias é o ciclo do 

TCA. Mutações significativas em enzimas relacionadas ao ciclo do TCA são encontradas em 

gliomas, sendo a mutação na IDH1/2 uma das mais importantes no ponto de vista clínico 

(Quinones and Le, 2018), conforme discutido no tópico 1.2.1. A flexibilidade metabólica 

proporcionada pelos múltiplos substratos do TCA permite que células tumorais respondam 

adequadamente aos metabólitos disponíveis no TME durante a tumorigênese. A combinação 

das diferentes interações no TME, associado com alterações moleculares, determina os 

substratos utilizados pelas mitocôndrias, centro da OXPHOS na célula, para sustentar a 

proliferação tumoral (DeBerardinis and Chandel, 2016). 

 É importante ressaltar que as células tumorais também são capazes de modular o sistema 

imune por meio da ação em vias bioenergéticas. Por exemplo, a ativação de células T naïves 

exige reprogramação metabólica. Após ativadas, as células Teff necessitam de mecanismos 
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bioenergéticos complexos para modular a ativação, proliferação e produção de citocinas, como 

o aumento do uptake de glicose e promoção da glicólise (Ho et al., 2015; Wu et al., 2020). O 

fenótipo metabólico adquirido por células efetoras é muito similar ao das células tumorais, 

priorizando a síntese de macromoléculas, proliferação e a necessidade de ATP. Além da 

dependência à glicose das células T, a função mitocondrial dessas células é de extrema 

importância para que elas desempenhem corretamente as suas funções efetoras. Inclusive, a 

perda de massa mitocondrial é uma característica de processos de exaustão celular (Scharping 

et al., 2016). Dessa forma, a competição e escassez de energia nas células T é uma importante 

forma de imunossupressão (Ganeshan and Chawla, 2014; Allison, Coomber and Bridle, 2017). 

 

2.4 Vesículas extracelulares 

Além dos elementos citados acima, as EVs desempenham um papel essencial durante o 

processo de progressão e modulação do microambiente tumoral. Há três principais categorias 

de EVs: exossomos (EXOs), microvesículas (MVs) e corpos apoptóticos. Todas EVs 

apresentam uma bicamada lipídica; contudo, variam em tamanho, conteúdo e atividade 

biológica, desde comunicação intercelular (EXOs e MVs) até a renovação celular (corpos 

apoptóticos) (Kalra, Drummen and Mathivanan, 2016; Théry et al., 2018). Os EXOs são 

pequenas partículas liberadas por uma variedade de células, como tumorais, embrionárias, 

dendríticas, macrófagos e células B, T e NK (Anand, 2010; Y. Xie et al., 2010; Zumaquero et 

al., 2010; Colombo, M; Raposo, G; Théry, 2014). Eles se originam do compartimento 

endossomal das células, em uma fusão de corpos multivesiculares com a membrana plasmática 

(Trams et al., 1981; Schorey and Bhatnagar, 2008; Colombo, M; Raposo, G; Théry, 2014). As 

MVs, por outro lado, se originam por exocitose por meio da membrana plasmática 

(Muralidharan-Chari et al., 2009). Por esse motivo, essas vesículas, especialmente os EXOs, 

são muito semelhantes às células que as originaram em termos de conteúdo de proteína, mRNA 
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e microRNA (miR), além de expressarem uma série de antígenos tumorais quando secretados 

por células cancerígenas (Parolini et al., 2009). Além disso, as EVs possuem um importante 

papel na comunicação intercelular com funções autócrinas e parácrinas, mediando a regulação 

e ativação da resposta imune (Montecalvo et al., 2008). Por exemplo, EVs originadas de células 

T ativadas podem mediar a morte celular induzida por ativação, ao passo que EVs derivados de 

tumores podem imunizar contra o desafio tumoral, por meio da ativação de um sistema imune 

antitumoral (Bu et al., 2015; Harshyne et al., 2015) ou inibir o sistema imune pela liberação de 

citocinas e adenosina, criando um ambiente pró-tumoral (Clayton et al., 2011; Guo et al., 2019).  

Devido a essas características, as EVs derivadas de tumores são sistemas eficientes para 

a transferência in vivo de sinais “cross-talk”, apresentando um papel central na geração e 

modulação do microambiente tumoral (Scholl et al., 2020). Recentemente, inúmeros estudos 

têm relacionado o impacto das VEs derivadas de tumores com os hallmarks do câncer, 

evidenciando o papel de mediadoras nos principais processos anti e protumorais (Xavier et al., 

2020). 
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JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

A história do câncer deixa claro que, por muito tempo, o foco esteve sobre as próprias 

células malignas, em que mutações em oncogenes e genes supressores tumorais eram 

suficientes para determinar a tumorigênese e progressão tumoral. Nas últimas décadas, no 

entanto, ficou evidente o processo de transformação neoplásica evolui ao longo do tempo, 

envolvendo a progressão fenotípica e genotípica das células tumorais e a dinâmica interação 

com o seu microambiente. Nesse contexto, em resposta as condições ambientais hostis, como 

falta de nutrientes e oxigênio, além de sinais oncogênicos, alterações moleculares e processos 

de sinalização celular, as células tumorais são capazes de modular o microambiente a fim de 

promover seu crescimento e invasão. Dessa forma, os tumores desenvolvem diversas estratégias 

para tornar o microambiente permissível à tumorigênese, promovendo inúmeros mecanismos 

imunossupressores. Além disso, as consequências da interação entre as células tumorais e os 

demais componentes do microambiente tumoral para o desenvolvimento e progressão tumoral 

são amplamente discutidos e precisam ser elucidados. Compreender melhor as diversas 

interações, bem como os mecanismos que influenciam a progressão tumoral, especialmente em 

gliomas de baixo grau, pode auxiliar na implementação de melhores regimes terapêuticos. 

Nesse âmbito, essa tese tem como objetivo explorar as diferentes estratégias desenvolvidas 

pelos gliomas que auxiliam a progressão tumoral. Nossa hipótese é que o microambiente 

tumoral dos gliomas de baixo e alto grau desenvolva distintos mecanismos modulatórios e 

supressores que favoreçam a progressão tumoral. Dessa forma, por meio processos de 

sinalização e comunicação celular, as células tumorais são capazes de modular o microambiente 

a fim de promover seu crescimento e progressão tumoral. 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Investigar o papel do microambiente tumoral na imunomodulação e progressão tumoral nos 

graus II, III e IV de glioma 

 

Objetivos específicos 

Capítulo 1:  

Avaliar perfil do metabolismo energético de células tumorais e dos linfócitos infiltrantes 

tumorais em gliomas de diferentes graus (II, III e IV), associando com o status de IDH;  

Capítulo 2: 

Caracterizar as vias canônica e não-canônica do sistema purinérgico em linfócitos infiltrantes 

tumorais em gliomas de baixo e alto grau, associando com o status de IDH; 

Capítulo 3: 

Explorar o papel das vesículas extracelulares na imunomodulação e progressão tumoral. 
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PARTE II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

CAPÍTULO 1 

 

Glucose metabolism and immune tumor microenvironment confer special 

characteristics to lower and high-grade glioma 

 

Juliete Nathali Scholl, Camila Kehl Dias, Augusto Ferreira Weber, Lucas Kich Grun, Diego 

Zambonin, Eduardo Anzolin, Wanderson Willian Dos Santos Dias, Willian Pegoraro Kus, 

Florencia Barbé-Tuana, Fábio Klamt, Paulo Valdeci Worm, Fabrício Figueiró  

 

Periódico: Journal of Neuro-Oncology 

Status: Manuscrito a ser submetido à publicação 

 

No presente estudo, em busca de avaliar a interação entre o microambiente tumoral imune e o 

metabolismo tumoral, correlacionando com o status de IDH e p53, avaliamos linfócitos 

infiltrantes de tumor e características metabólicas de células derivadas de pacientes com glioma. 

De uma maneira geral, quando comparamos os diferentes graus de glioma, observamos 

alterações no metabolismo da glicose e a uma maior presença de células imunes supressoras em 

gliomas de alto grau. As maiores diferenças em relação ao status de IDH referem-se ao 

metabolismo da célula tumoral, em que gliomas de alto grau com a mutação em IDH 

apresentam maior potencial para oxidação fosforilativa. Além disso, gliomas de alto grau que 

superexpressam p53 estão associados com funções imunossupressoras e alterações no 

metabolismo energético. 
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CAPÍTULO 2 

Characterization of purinergic signaling in tumor-infiltrating lymphocytes from 

lower- and high-grade gliomas 

 

Juliete Nathali Scholl, Augusto Ferreira Weber, Camila Kehl Dias, Vinícius Pierdoná Lima, 

Lucas Kich Grun, Diego Zambonin, Eduardo Anzolin, Wanderson Willian Dos Santos Dias, 

Willian Pegoraro Kus, Florencia Barbé-Tuana, Ana Maria Oliveira Battastini, Paulo Valdeci 

Worm, Fabrício Figueiró  

 

Periódico: Purinergic Signalling 

Status: Publicado 

 

No capítulo anterior, demonstramos que gliomas de baixo e alto grau se diferenciam em 

parâmetros metabólicos e imunes. Já nesse estudo, buscamos caracterizar o microambiente 

tumoral em relação as ectoenzimas purinérgicas e receptores P1, com foco nos linfócitos 

infiltrantes tumorais. De uma maneira geral, demonstramos que as ectoenzimas da via canônica 

e não-canônica estão aumentadas nos linfócitos infiltrantes tumorais quando comparadas ao 

sangue periférico. Nossa hipótese é que esse aumento favorece a geração de adenosina, 

favorecendo a imunossupressão do microambiente tumoral. 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

CAPÍTULO 3 

 

Papel das vesículas extracelulares na progressão tumoral 

 

Esse capítulo objetiva elucidar o papel das vesículas extracelulares no contexto do glioma e é 

composto por dois artigos publicados e uma seção de resultados preliminares. 
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Extracellular vesicles in cancer progression: are they part of the problem or part of the 

solution? 

 

Juliete Nathali Scholl, Camila Kehl Dias, Laurent Muller, Ana Maria Oliveira Battastini & 

Fabrício Figueiró 

 

 

Periódico: Nanomedicine 

Status: Publicado 

 

Nesse artigo de revisão, exploramos o papel dual que vesículas extracelulares podem 

desempenhar na imunomodulação e progressão tumoral, associadas a mecanismos pro e 

antitumorais.  
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 Characterization and antiproliferative activity of glioma-derived extracellular vesicles 

 

Juliete Nathali Scholl1, Amanda de Fraga Dias, Pauline Rafaela Pizzato, Daniela Vasconcelos 

Lopes, Cesar Eduardo Jacintho Moritz, Elisa Helena Farias Jandrey, Gabriele Dadalt Souto, 

Mariana Colombo, Francieli Rohden, Jean Sévigny, Adriana Raffin Pohlmann, Sílvia 

Stanisçuaski Guterres, Ana Maria Oliveira Battastini, Fabrício Figueiró 

 

Periódico: Nanomedicine 

Status: Publicado 

 

Nesse artigo, propomos dois modelos de tratamento in vivo utilizando vesículas extracelulares 

derivadas da linhagem C6 de glioma. Em ambos os modelos, observamos uma diminuição do 

volume tumoral, acompanhado de redução da infiltração de células regulatórias. A redução 

tumoral foi associada a um efeito antiproliferativo desempenhado pelas vesículas, sugerindo 

que nos modelos propostos essas vesículas desempenhariam um papel antitumoral. 
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Avaliação do papel imunomodulatório das vesículas extracelulares derivadas de glioma 

 

Status: Resultados Preliminares 
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1. Justificativa 

O glioma é um tumor altamente agressivo que apresenta um prognóstico desfavorável. Em 

parte, a alta agressividade desse tumor está ligada ao grande poder infiltrativo e a grande 

heterogeneidade tumoral, com a presença de um TME imunossupressor. O TME é composto 

por diversas células neoplásicas em proliferação, fibroblastos, células endoteliais, células do 

sistema imune e moléculas que interagem entre si promovendo efeitos pró- e anti-tumorais. As 

células imunes presentes no TME são moduladas por múltiplos fatores e componentes, tanto 

por contato físico quanto por fatores solúveis endógenos, conforme discutido nos capítulos 

anteriores dessa tese. Nesse contexto, as EVs emergiram como um grande contribuidor na 

formação e modulação do TME, estando envolvidas na comunicação entre células tumorais e 

não-tumorais e o microambiente em que residem. Além de realizar a comunicação célula-célula, 

as EVs estão intimamente relacionadas com o transporte de diferentes moléculas de sinalização, 

mRNA e microRNAs entre todas as células do TME, sendo um importante condutor para as 

diferentes interações que ocorrem no TME. 

Dessa forma, as EVs emergiram como um importante regulador da resposta imune durante 

a progressão tumoral, desempenhando um papel crítico na imunomodulação. Elas são capazes 

de promover evasão imune, além de possuírem propriedades imunogênicas, conforme 

amplamente discutido na revisão presente nesse capítulo. O objetivo da terceira parte desse 

capítulo é explorar as propriedades imunomodulatórias das vesículas extracelulares derivadas 

de glioma (GEVs), buscando correlacionar o grau do glioma e resposta imune desencadeada 

pela EVs e entender mais profundamente a imunossupressão presente no TME de pacientes 

com glioma. 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Aspectos éticos e amostras biológicas 

As amostras tumorais foram obtidas a partir de pacientes submetidos a ressecção cirúrgica 

parcial ou total do tecido tumoral no Grupo Hospitalar Conceição (GHC, Porto Alegre-RS) a 

partir de janeiro de 2021 até dezembro de 2022. A partir desta ressecção, o material da biópsia 

foi encaminhado para análise histopatológica e outra parte destinada ao preparo do cultivo 

primário. Todas as amostras de biópsia foram avaliadas e diagnosticadas por um médico 

patologista a fim de confirmar a histologia e o estadiamento do glioma. Todos os pacientes 

foram submetidos ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexos I e II). 

2.2 Estabelecimento e manutenção da cultura primária 

Os fragmentos tumorais foram acondicionados em meio DMEM contendo 0.5 U/ml de 

penicilina/estreptomicina e anfotericina B, suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) 

desde a cirurgia até o momento do processamento. O processamento foi realizado, idealmente, 

em até 1 hora após a coleta e consiste em duas formas de dissociação: a mecânica, macerando 

o fragmento com um bisturi, e a enzimática, com uma solução de dissociação que consiste em 

colagenase IV (200 U/mL) e DNAse I (28 U/mL), diluídas em tampão HBSS. A solução de 

dissociação contendo o tumor foi mantida em estufa (37°C) por 45 minutos em agitação suave. 

Por fim, após uma centrifugação, as células são ressuspendidas em meio DMEM/F-12, 

contendo 0.5 U/ml de penicilina/estreptomicina e anfotericina B, suplementado com 10% de 

SFB e mantidas em incubadora a 37°C, com 95% de umidade relativa e 5% de CO2. A troca de 

meio de cultura foi realizada três vezes por semana e fotos foram obtidas para o 

acompanhamento e observação da morfologia celular. 
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2.3 Isolamento e caracterização de vesículas extracelulares derivadas de gliomas (GEVs) 

Para a realização do isolamento das GEVs, culturas primárias derivadas de quatro gliomas (grau 

II, III e IV IDH-Mut e IDH-WT) foram mantidas em garrafas de cultura de 182 cm2 em 

DMEM/F-12 suplementado com 10% de SFB depletado por 48 horas. A depleção de EVs do 

SFB é realizada por meio de duas ultracentrifugações a 105.000 xg por 3 horas cada.  

As VEs foram isoladas a partir do sobrenadante das culturas primárias de acordo com o 

protocolo padronizado no artigo 2 desse capítulo. Brevemente, o sobrenadante foi submetido a 

centrifugações diferenciais para remoção de “debris” celulares e partículas maiores. Após, o 

sobrenadante é ultracentrifugado a 105.000 x g por 120 min, duas vezes. A concentração de 

proteína das EVs foi quantificada por ensaio de BCA (Micro BCA™ Protein Assay Kit, Thermo 

Scientific™, USA) e as partículas foram caracterizadas pelo diâmetro e concentração (número 

de partículas/mL) através do equipamento NanoSight LM10 (Nanosight, UK), em uma diluição 

de 1:40, e por microscopia eletrônica de transmissão (TEM). Para a TEM, 10 µL das GEVs 

foram pipetadas numa grade e contrastados com acetato de uranila a 2%. Além disso, foi 

avaliada a expressão de CD9 por citometria de fluxo para confirmar a presença de vesículas 

extracelulares (Suárez et al., 2017).  

 

2.4 Purificação de células mononucleares periféricas (PBMCs) 

Amostras de sangue foram obtidas de três indivíduos saudáveis. Células mononucleares foram 

isoladas por meio do gradiente de densidade Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) e 

ressuspendidas em RPMI 10% SFB numa concentração de 1 x 106 células/mL. Para avaliação 

dos efeitos imunomodulatórios das VEs nos linfócitos, as PBMCs foram ativadas com PMA 

(50 ng/mL) e ionomicina (1000 ng/mL) por 4 horas. Após a ativação, as células foram tratadas 

com 16 µg/mL de GEVs por 48 horas. Os controles foram tratados com PBS.  
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2.5 Internalização das GEVs 

Para avaliar a capacidade dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ de internalizar as GEVs, as vesículas 

foram marcadas com 40 µM de CFSE (BD Biosciences) por 10 minutos. Após, foram 

ressuspendidas em meio DMEM/F-12 10% SFB depletado e ultracentrifugadas a 105.000 xg 

por 2 horas. Após a ultracentrifugação, GEVs foram ressuspendidas em PBS. PBMCs ativadas 

foram tratadas com 16 µg/mL de GEVs marcadas por 48 horas. Como controle negativo, a 

mesma quantidade de CFSE foi ultracentrifugada sem a presença de GEVs, utilizando apenas 

PBS. Após esse período, a internalização foi avaliada no citômetro de fluxo Accuri C6 (BD 

Biosciences). 

 

2.6 Efeitos imunomodulatórios das GEVs 

 

 2.6.1 Apoptose 

Foi avaliada a apoptose de linfócitos T CD8+ por meio do kit de Anexina V FITC (BD 

Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, GEVs (16 µg/mL) ou 

PBS (controle) foram coincubados com 5 x 105 PBMCs ativados. Após 48 horas de incubação, 

os linfócitos foram marcados com anexina V-FITC e CD8-APC para a avaliação do apoptose. 

As células foram adquiridas no citômetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences). 

 2.6.2 Avaliação de ativação e regulação  

Foi avaliada a presença de marcadores de ativação (CD25 e CD69), checkpoints imunes 

(CTLA4 e PD1) e regulatórios (FoxP3) nas PBMCs ativadas coincubadas com GEVs (16 

µg/mL). Brevemente, após as 48 horas de incubação, as células foram incubadas com os 

anticorpos de membrana por 30 minutos. Para a marcação intracelular (FoxP3), células foram 

fixadas e permeabilizadas (Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). As células foram adquiridas 

no citômetro de fluxo FACS CantoII (BD Biosciences) e analisadas pelo software FlowJo. 
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Foram utilizados dois painéis de anticorpos: painel de ativação, composto pelos anticorpos 

CD4 (Pacific Blue), CD279 (PD-1, FITC), CD69 (PE), CD8 (PE-Cy7) e CD152 (CTLA4, APC) 

e o painel de supressão, composto pelos anticorpos CD4 (Pacific Blue), CD39 (FITC), CD73 

(PE), CD8 (PE-Cy7) e FoxP3 (Alexa Fluor 637). 

2.7 Análise Estatística 

O teste Shapiro-Wilk será realizado a fim de verificar se há normalidade na distribuição das 

amostras para cada variável a ser analisada. Para os dados com distribuição normal, foram 

utilizados testes paramétricos (ANOVA) e para os dados que não seguirem distribuição normal 

serão utilizados testes não paramétricos (Kruskal-Wallis), adequados ao desenho experimental. 
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PARTE III 
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DISCUSSÃO 

Com raras exceções, a maioria das terapias existentes para o câncer são ineficazes ou 

transitórias, apesar do amplo conhecimento a respeito de oncogenes e vias de sinalização 

passíveis de intervenção farmacológica direcionada. Isso se deve, em parte, ao fato que a 

maioria dos tumores são agregados de diversas células de origem variável e características 

ambientais, genéticas e epigenéticas distintas (Hanahan and Coussens, 2012). Nesse âmbito, 

gliomas malignos representam um dos maiores desafios no manejo dos pacientes com câncer 

em todo o mundo e sua forma mais agressiva, o GB, também é o subtipo mais comum e letal. 

Apesar de recentes e notáveis descobertas feitas na oncologia, usando técnicas de neuroimagem 

na ressecção cirúrgica, juntamente com quimioterapia e radioterapia, a sobrevida dos pacientes 

atinge em média 15 meses a partir do momento do diagnóstico (Stupp et al., 2005, 2009). Esse 

prognóstico desfavorável está associado ao potencial invasivo e proliferativo que os gliomas 

possuem, além da resistência ao tratamento e da vasta heterogeneidade inter- e intratumoral.  

A heterogeneidade do TME é uma das principais causas relacionadas com a progressão 

tumoral, metástase, invasão e resistência ao tratamento no câncer (Burrell et al., 2013; Sottoriva 

et al., 2013; Alizadeh et al., 2015; Gentric, Mieulet and Mechta-Grigoriou, 2017; Patel et al., 

2018; Bergmann et al., 2020; Hanahan, 2022). Recentemente, sugere-se que essa 

heterogeneidade é devida a fatores genéticos, epigenéticos e microambientais, dependendo 

diretamente de todos os componentes tumorais e não-tumorais que compõem o TME. Além 

disso, essa diversidade de células encontradas no TME também é capaz de secretar uma série 

de fatores que impactam na transformação maligna e no desenvolvimento de diferentes 

fenótipos tumorais. Cada elemento dentro do TME fornece às células neoplásicas um complexo 

suporte, permitindo que elas proliferem e invadam o tecido adjacente. Assim, a investigação 

das múltiplas interações entre as células do TME é essencial para compreender os diferentes 

mecanismos relacionados à progressão tumoral (Balkwill, Capasso and Hagemann, 2012). 
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Nesse âmbito, o presente estudo tem como principal objetivo explorar a dinâmica interação 

entre as células do TME em gliomas de grau II, III e IV, avaliando o papel de células tumorais 

e não-tumorais e investigando as principais diferenças envolvidas nos diferentes graus de 

glioma e os principais mecanismos imunossupressores envolvidos.  

Os gliomas são tumores que se desenvolvem em microambientes extremamente 

complexos e dinâmicos, os quais influenciam o crescimento e a progressão tumoral. Em 

resposta às condições ambientais e genéticas, esse microambiente se transforma continuamente, 

ressaltando sua importância durante o processo de iniciação, progressão e formação de nichos 

tumorais. Nesse contexto, a comunicação bidirecional entre as células tumorais e seus 

microambientes adjacentes é crítica tanto para a homeostase do tecido normal quanto para o 

crescimento tumoral, incluindo (I) contato célula-célula e (II) mediadores desses contatos, 

como moléculas, fatores e vesículas secretados, responsáveis pela transferência horizontal de 

informações (Li and Nabet, 2019). Essas interações orquestram a reprogramação em ambientes 

permissivos ao câncer, impactando no desenvolvimento e progressão tumoral, bem como na 

resposta ao tratamento (Baghban et al., 2020).  

Com populações celulares distintas, o TME do glioma proporciona muitos desafios, 

incluindo o estresse oxidativo, a privação de nutrientes e a vigilância imunológica. Dessa forma, 

muitos dos hallmarks do câncer estão diretamente relacionados com as diferentes interações 

que ocorrem no TME, como a capacidade de proliferar e inibir a apoptose, induzir angiogênese, 

evasão imune e a reprogramação metabólica (Hanahan, 2022; Torrisi et al., 2022). Para superar 

esses desafios e promover a progressão tumoral, as células tumorais se envolvem num 

complexo diálogo com as células vizinhas constituintes do TME, por meio do 

compartilhamento de nutrientes e da simbiose metabólica. Embora o aumento do consumo da 

glicose seja uma característica do câncer, a plasticidade metabólica também é observada no 

TME (Ward and Thompson, 2012). Nesse cenário, o capítulo 1 da presente tese teve como 
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objetivo investigar o papel do metabolismo da glicose e de células linfoides na progressão 

tumoral do glioma. Primeiramente, foi realizada a análise metabólica de três culturas primárias 

IDH-Mut (grau II, III e IV) e uma cultura primária IDH-WT (grau IV) derivadas de pacientes, 

assim como foram analisados os tecidos tumorais ex vivo.  

Nossos resultados enfatizam o fato que a hipótese de Warburg, de que o aumento da 

glicólise aeróbica é um efeito da respiração celular prejudicada (Warburg, Wind and Negelein, 

1927), não reflete fielmente o metabolismo das células do glioma, uma vez que nossos 

resultados, relativos à respirometria, indicam a presença de mitocôndrias funcionais. Nesse 

sentido, observamos que a cultura derivada de um glioma de grau IV IDH-Mut apresenta um 

grande potencial para a OXPHOS, com a maior respiração basal e máxima entre os graus 

avaliados (capítulo 1, figura 1C-E). Esse aumento da respiração está acoplado com a síntese de 

ATP (capítulo 1, figura 1G), indicando um aumento geral da atividade mitocondrial e produção 

de ATP. É importante ressaltar que não houve diferença na capacidade reserva (capítulo 1, 

figura 1F), mesmo com a alta respiração máxima da cultura de grau IV IDH-Mut, indicando 

alterações particulares nos graus avaliados, mas com preservação da função mitocondrial. Esse 

resultado, associado com a semelhança no nível de vazamento de prótons (capítulo 1, figura 

1H), enfatiza a integridade das mitocôndrias dessas células, independente do grau e status da 

mutação de IDH. Ademais, as semelhanças observadas entre os graus II, III e IV IDH-WT 

sugerem uma menor capacidade fosforilativa, especialmente no grau II. Além disso, os graus 

III e IV IDH-WT apresentam um aumento de consumo de oxigênio residual (ROX, capítulo 1, 

figura 1I), refletindo o consumo de O₂ por outros mecanismos não-mitocondriais, como a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). Associado a esses resultados, é notável a 

semelhança dos graus III e IV IDH-WT em nível de expressão gênica, com superexpressão de 

todos os genes analisados quando comparados ao grau II (capítulo 1, figura 2), sugerindo que 

esses graus estejam recorrendo a glicólise, associada em parte com a OXPHOS e, em parte, 
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com a via das pentoses-fosfato (PPP), proporcionando uma maior síntese de nucleotídeos e 

favorecendo a sobrevivência e proliferação tumoral (Jiang, Du and Yang, 2013). Além da 

produção de nucleotídeos, a PPP produz NADPH que pode estar controlando o excesso de ROS 

para manter a proliferação e invasividade das células sem matá-las. Os níveis alterados de ROX 

(e, possivelmente, ROS) podem indicar que uma reprogramação metabólica intensa esteja 

ocorrendo nessas células. À nível de expressão gênica, a cultura primária de grau III e IV IDH-

WT apresenta características que sugerem uma boa atividade de fosforilação oxidativa (capítulo 

1, figura 2); contudo, por meio da respirometria observamos uma menor produção de ATP 

associada ao consumo de O2. Além disso, o aumento nos níveis de ROX (e, possivelmente, 

ROS) pode estar relacionado ao fenótipo “ir ou crescer”, no qual as células de grau III podem 

refletir a transição de um fenótipo altamente proliferativo para um invasivo em um tumor em 

crescimento (Trachootham, Alexandre and Huang, 2009; Hatzikirou et al., 2012; Oliveira et 

al., 2017). Da mesma forma, o ROX aumentado na cultura primária derivada de glioma de grau 

IV IDH-WT está possivelmente associado a maior capacidade de invasão e fenótipo maligno e 

pode estar relacionado a uma transição epitelial-mesenquimal (EMT), uma característica de 

tumores mais agressivos como o GB (Norden, Drappatz and Wen, 2010). Nesse sentido, é 

importante ressaltar o aumento da expressão dos genes relacionados com o ciclo do TCA e 

OXPHOS nesses dois graus. Em contrapartida, de uma maneira muito interessante, o grau IV 

IDH-Mut, que evidencia uma melhor função mitocondrial de acordo com a respiromentria, 

apresenta menor expressão nos genes relacionados com a TCA e OXPHOS. Aqui hipotetizamos 

dois pontos: (I) estamos avaliando a expressão gênica e não podemos afirmar que esse mRNA 

está de fato sendo traduzido a proteína, podendo haver alguma modificação pós-transcricional 

que esteja regulando esse processo; (II) o aumento da OXPHOS observado na respirometria 

não necessariamente está associado a uma maior expressão de proteínas da cadeia respiratória, 
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e sim a um fator organizacional da mitocôndria, como mudanças na arquitetura da rede 

mitocondrial e a formação de supercomplexos (Novack et al., 2020).  

Além disso, é importante enfatizar que, apesar da enzima IDH ser tão importante para 

o ciclo do TCA, a mutação neste gene não parece estar diretamente associada a nenhum dos 

parâmetros avaliados nas culturas primárias, uma vez que as principais diferenças observadas 

estão relacionadas ao grau, ao invés da mutação, como ilustrado nas semelhanças entre o grau 

III (IDH-Mut) e o grau IV (IDH-WT). Nesse sentido, é importante observar que apenas o gene 

PKM2 está igualmente expresso nos graus III e IV, independente do status de IDH, quando 

comparado com o grau II (capítulo 1, figura 2B). A superexpressão desse gene chave da 

glicólise está relacionada com o aumento do aporte de glicose, produção de lactato, inibição da 

autofagia e, consequentemente, progressão tumoral (Alquraishi et al., 2019), além de regular 

processos como apoptose e migração (Suzuki et al., 2019). Além disso, já foi demonstrado que, 

quando comparado com tecidos cerebrais normais, os gliomas apresentam alta expressão de 

PKM2 (Park et al., 2022), podendo ou não ser grau-dependente (Mukherjee et al., 2013). 

Nossos resultados sugerem que a superexpressão de PKM2 pode estar relacionada a processos 

drivers compartilhados por todos os gliomas.  

O padrão de expressão gênica observado nos tumores de grau IV IDH-Mut enfatiza a 

necessidade de discussão sobre as culturas primárias. Nesse âmbito, a utilização da cultura 

primária de células tumorais em estudos envolvendo rotas metabólicas representa uma 

interessante estratégia, pois permite elucidar o exato papel dessas células em diversas situações, 

sem a interferência da diversidade celular presente no TME. Por outro lado, é impossível 

reproduzir in vitro toda a complexidade do TME. Além disso, cabe ressaltar que as condições 

de cultivo impactam diretamente a diferenciação celular e expressão gênica dessas células 

(Ledur et al., 2017). Já foi observado que o cultivo de células tumorais na presença de soro, 

modelo utilizado em nosso trabalho, foi capaz de alterar características epigenéticas e 



144 
 

bioquímicas. Por exemplo, já foi observado que o cultivo celular em soro pode causar a deleção 

de 18q11-23 (Masters et al., 2001), um locus contendo importantes genes relacionados ao 

metabolismo de lipídios e OXPHOS. Coordenadamente, observa-se que o cultivo em meios 

sem soro e suplementados com fatores de crescimento (bFGF e EGF) mantém características 

originais tumorais (Lee et al., 2006; Pollard et al., 2009), bem como apresenta um fenótipo mais 

oxidativo (Lin et al., 2017), fato que salientamos como uma limitação do nosso trabalho.  

Considerando possíveis limitações metodológicas relacionadas com o cultivo em soro e 

o fato que a reprogramação metabólica envolve todas as células presentes no TME, os principais 

genes relacionados as vias da glicólise, PPP, ciclo do TCA e OXPHOS também foram 

analisados a partir do tecido tumoral. Conforme observado na figura 3 do capítulo I, essas 

análises enfatizaram a heterogeneidade inter- e intratumoral existente no TME, especialmente 

entre nichos tumorais. Aqui, cabe ressaltar que apesar da heterogeneidade intratumoral ser um 

conceito frequentemente restrito à presença de diferentes alterações genéticas presentes nas 

diferentes células tumorais, a verdadeira heterogeneidade excede esse nível. Nesse sentido, é 

improvável que uma única biópsia represente todas as alterações presentes no tumor e, dessa 

forma, as amostras podem não ser tão representativas da complexidade do TME. Esse fenômeno 

já foi observado em gliomas, em que mais de um subtipo molecular foi encontrado em um 

mesmo tumor. Além disso, já é bem definido que a composição do TME depende da área 

analisada. Um claro exemplo disso é que no centro do tumor costuma haver focos de hipóxia, 

enquanto o oxigênio costuma estar amplamente disponível na periferia. Regiões hipóxicas 

costumam ter uma sinalização completamente diferente daquelas oxigenadas, fornecendo 

pressão seletiva para células tumorais e imunes. 

De uma maneira geral, foi observado um perfil mais glicolítico em amostras tumorais 

de HGG, com aumento da expressão de genes cruciais, como HK2 e PKM2, que codificam 

importantes enzimas regulatórias da via glicolítica, com variações de acordo com a mutação de 
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IDH. O aumento da expressão de ambos genes já foi associado a processos de tumorigênese e 

invasividade, bem como redução da sobrevida, enfatizando o aumento da agressividade em 

relação ao LGG (Wolf et al., 2011; Stanke, Wilson and Kidambi, 2021). Apesar desses 

resultados sugerirem um fenótipo Warburg-like, com o aumento dos genes glicolíticos que 

podem promover glicólise aeróbica, o aumento de ATP5F1B em amostras de HGG IDH-Mut 

demonstra que tanto a via glicolítica quanto a OXPHOS podem contribuir para a produção de 

ATP nos tumores (Weinberg et al., 2010; Stanke, Wilson and Kidambi, 2021). Nesse sentido, 

a atividade da ATP sintase já foi correlacionada com mau prognóstico no glioma (Xu and Li, 

2016) e em outros cânceres (Yuan et al., 2018; Speransky et al., 2019), correlacionando o 

aumento da expressão de subunidades da ATP sintase a fenótipos mais invasivos (Huang et al., 

2019). Resumidamente, nossos achados relativos às culturas primárias e amostras de tumor 

sugerem aumento na plasticidade metabólica de LGG para HGG, pois genes relacionados à 

glicólise, PPP, ciclo do TCA e OXPHOS são aumentados em HGG quando comparados a LGG, 

sugerindo que o aumento da malignidade está relacionado ao desenvolvimento de diferentes 

estratégias metabólicas, fornecendo diversas vias para o tumor manter seu estado proliferativo 

e invasivo. Nesse sentido, o GB é capaz de reprogramar seu perfil metabólico para atender as 

demandas energéticas relacionadas ao seu alto poder proliferativo (Zhou and Wahl, 2019; 

Garcia, Jain and Aghi, 2021). 

Nesse contexto, os TILs são igualmente dependentes da reprogramação metabólica para 

adaptação em um microambiente inóspito e promover sobrevivência e proliferação, objetivando 

a destruição do tumor. Contudo, a interação entre células tumorais e imunes acaba contribuindo 

para uma mudança do fenótipo antitumoral para um protumoral, com aumento da capacidade 

supressora das células imunes e/ou com a seleção de células regulatórias que possuem maior 

capacidade de reprogramação, como, por exemplo, células Treg frente às células T efetoras 

(Hanahan and Coussens, 2012). Nesse sentido, a avaliação do fenótipo das células imunes 
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intratumorais no capítulo 1 evidenciou quatro importantes características: 1) a única 

semelhança entre LGG e HGG é a presença de células T CD8+ ativadas, essas células podem 

estar tentando desempenhar funções citotóxicas ou podem estar sendo cronicamente 

estimuladas, adquirindo um fenótipo de exaustão (capítulo 1, figura 4G); 2) esse fenótipo de 

exaustão pode estar relacionado com a baixa expressão de CD28 em linfócitos T CD8+ e T 

CD4+  (Weng, Akbar and Goronzy, 2009), observada em LGG, sugerindo a presença de 

linfócitos infiltrantes disfuncionais nesse grupo (capítulo 1, figura 4I, J). A redução da 

porcentagem de células T infiltrantes expressando CD28, quando comparadas com o periférico, 

em LGG, também pode estar relacionado ao fato da expressão de CD28 estar relacionada com 

a idade, com redução da sua expressão com o aumento da idade (Effros et al., 1994). Nesse 

ponto, os pacientes com LGG apresentam uma média de idade menor que os demais grupos, 

sugerindo uma maior expressão de CD28 periférica ; 3) Apesar da baixa expressão de CD28 

intratumoral em LGG, esses tumores parecem ter uma imunidade inata citotóxica mais 

desenvolvida que os HGG, apresentando uma maior frequência de células NK quando 

comparadas com as células periféricas (capítulo 1, figura 4F); 4) Além disso, o TME de LGG 

é, pelo menos em parte, menos imunossuprimido que HGG devido a menor presença de células 

Treg (capítulo 1, figura 4K). Já foi observado uma relação de aumento da infiltração de Tregs 

com o grau de glioma (Heimberger et al., 2008; Friebel et al., 2020). A presença de células 

Treg no TME representa um dos principais mecanismos associados à evasão imune e representa 

um obstáculo para a imunidade antitumoral e sucesso de imunoterapias (Humphries et al., 

2010). Além disso, o aumento de células Treg já foi associado com recidiva tumoral e redução 

de sobrevida em pacientes com GB (Sayour et al., 2015). 

Compreender a composição molecular, celular e bioquímica do TME, bem como as 

inúmeras interações que ocorrem entre todos os seus componentes, torna-se imperativo, uma 

vez que gliomas malignos promovem uma série de mecanismos imunomodulatórios que podem 



147 
 

resultar na supressão do sistema imune. Além dos processos clássicos já discutidos no capítulo 

1, como a reprogramação metabólica e aumento de células imunes supressoras, inúmeras vias 

de sinalização estão alteradas no glioma. Nesse sentido, no capítulo 2 desta tese, observamos 

que os principais componentes da sinalização purinérgica estão alterados no TME de pacientes 

com glioma, representando um importante mecanismo envolvido na progressão tumoral e 

evasão imune. No TME, os nucleotídeos e nucleosídeos podem atuar como sinais autócrinos-

parácrinos envolvendo um ciclo de retroalimentação com produção e liberação de ATP pelas 

células tumorais e consequente proliferação celular e crescimento tumoral, promovendo 

respostas celulares em todos os componentes do TME (Di Virgilio and Adinolfi, 2017; 

Martínez-Ramírez et al., 2017; Campos-Contreras, Díaz-Muñoz and Vázquez-Cuevas, 2020). 

Além disso, a sinalização purinérgica atua como um mediador inflamatório, por meio de 

receptores purinérgicos em células imunes, o eATP atua como um padrão molecular associado 

ao dano (DAMP), promovendo respostas imunes inatas e adaptativas (Di Virgilio et al., 2018). 

Esse eATP é progressivamente hidrolisado pelas ectonucleotidases CD39 e CD73, culminando 

na formação da ADO. Contrastando as propriedades imunoestimulatórias do eATP, a ADO tem 

um importante papel imunossupressor, suprimindo células efetoras e estimulando células Tregs, 

considerada um importante imunomodulador no TME. A ADO também pode ser formada por 

uma via não-canônica, envolvendo a conversão de NAD+ a ADPR pela ectoenzima CD38. 

Ambas as vias convergem, principalmente, para a CD73, que hidrolisa o AMP a ADO (Dwivedi 

et al., 2021). 

De uma maneira geral, os componentes do TME possuem a maquinaria necessária para 

produção de ADO e nucleotídeos associados, como ATP, ADP e AMP, contribuindo para a 

imunossupressão. No GB, a principal via relacionada e estudada é a de imunossupressão pelos 

Tregs, os quais superexpressam a enzima NTPDase1/CD39 (Mandapathil et al.,2010) que 

coordenadamente com células de GB, que superexpressam a ecto-5’-nucleotidase/CD73 
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(Bavaresco et al., 2008), são capazes de produzir a ADO pela hidrólise sequencial do ATP 

extracelular (Xu et al., 2013). Até o presente momento, entretanto, pouco se sabe sobre a 

expressão dessas ectoenzimas em células tumorais e imunes de LGG. Neste trabalho, 

estabelecemos onze culturas primárias derivadas de gliomas de diferentes graus e observamos 

que, independentemente do grau, as células apresentam o mesmo padrão de expressão das 

enzimas CD38 (praticamente sem expressão), CD39 (baixa expressão) e CD73 (alta expressão), 

de uma maneira muito similar com as linhagens imortalizadas encontradas comercialmente. De 

forma intrigante, as culturas primárias derivadas de gliomas de baixo grau foram capazes de 

produzir mais ADO, quando incubadas com ATP por 60 minutos (capítulo 2, figura 1), o que 

nos faz pensar que estamos longe de uma total compreensão do sistema purinérgico nos muitos 

microambientes dos gliomas.  

Nesse sentido, independentemente do grau de glioma, observamos importantes 

alterações na expressão das ectonucleotidases em todas as subpopulações de TILs quando 

comparadas com as periféricas (capítulo 2, figura 2), enfatizando a importância dessa via na 

imunomodulação do TME, favorecendo a produção de ADO. As principais semelhanças 

observadas entre os LGG e HGG foram relacionadas à via não-canônica, com importante 

aumento da expressão de CD38+ em linfócitos B infiltrantes, bem como o aumento da 

coexpressão de CD38+CD73+ em linfócitos B e T CD8+ infiltrantes, quando comparada aos 

periféricos (capítulo 2, figura 4). Esse achado é muito interessante, pois sugere que a via não-

canônica se mantém mais conservada no TME entre os diferentes graus de glioma, sugerindo 

que o aumento da CD38 possa ser uma consequência da ativação imune presente no TME. Além 

disso, é importante ressaltar a relevância desse aumento da CD38 nas células linfoides do TME, 

uma vez que ela está associada à redução da atividade efetora de células T pela atividade de 

células Treg (Patton et al., 2011; Bahri et al., 2012) e Breg (Blair et al., 2010; Bouaziz et al., 

2012; Figueiró et al., 2016), promovendo evasão imune e progressão tumoral. Além disso, a 
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baixa expressão de CD38 nas células tumorais é contraposta com a alta expressão nas células 

imunes, favorecendo a produção de ADO por meio da via não-canônica.  

Em contrapartida, a única similaridade observada entre os TIL de pacientes com LGG 

e HGG relacionada à via canônica é o aumento da expressão de CD39 em linfócitos T CD4+ 

(capítulo 2, figura 3). Essa população, diretamente associada com a expressão de FoxP3 

(Borsellino et al., 2007), está relacionada a uma potente ação imunossupressora em diversos 

tipos de câncer (Borsellino et al., 2007; Takenaka, Robson and Quintana, 2016; Timperi et al., 

2016), em parte devido à alta produção de ADO decorrente (Deaglio et al., 2007). Nesse âmbito, 

sugere-se que a imunossupressão mediada por essa população aja de maneira similar tanto em 

LGG quanto em HGG. É importante ressaltar que no capítulo I foi observado um aumento de 

células Treg CD4+FoxP3+ apenas nos HGG, sugerindo que apesar de CD39 estar associado à 

atividade supressora e à expressão de FoxP3, células T CD4+FoxP3+ podem expressar mais 

mecanismos associados a supressão. Nesse sentido, a expressão do fator de transcrição FoxP3 

é essencial para garantir a função supressora das Tregs (Fontenot, Gavin and Rudensky, 2003; 

Deng et al., 2019). Além disso, corroborando com nossos resultados, já foi observado que a 

população CD4+CD39+ podem apresentar dois fenótipos diferentes: um FoxP3+, associado 

diretamente com funções supressoras, e outro FoxP3-, associado com um fenótipo de memória 

e sem funções supressoras (Zhou et al., 2009; Schuler et al., 2011). 

A via canônica revela importantes diferenças imunes entre pacientes com LGG e HGG 

em linfócitos B e T CD8+, bem como em células NK (capítulo 2, figura 3). Um dos principais 

achados do capítulo 2 é justamente relativo ao aumento da expressão da população CD8+CD39+ 

intratumoral apenas em LGG. Diversos estudos já associaram essa população a exaustão de 

células T (Yang et al., 2019; Qi et al., 2020), sendo relacionada a redução de citocinas pro-

inflamatórias e aumento de checkpoints imunes, como PD-1 e TIM-3 (Qi et al., 2020). Acredita-

se que esse achado esteja relacionado com o fato que, em pacientes com LGG, os linfócitos T 



150 
 

citotóxicos se encontram continuamente ativados na tentativa de eliminar as células tumorais e, 

devido a esse estímulo crônico acabam entrando em processo de exaustão. Ao encontro a esses 

achados, no capítulo 1, foi observado uma redução da expressão de CD28 em células T CD8+ 

infiltrantes apenas em LGG. Estudos já associaram esse fenótipo à estimulação crônica a 

antígenos tumorais (Weng, Akbar and Goronzy, 2009; Schietinger et al., 2016), a qual é uma 

das principais causas de exaustão de células T (Schietinger et al., 2016). Além disso, sabe-se 

que o TME de gliomas apresentam altos níveis de antígenos tumorais (Mirzaei, Sarkar and 

Yong, 2017; Davidson et al., 2019; McLane, Abdel-Hakeem and Wherry, 2019). Dessa forma, 

propõem-se que a exposição persistente a antígenos tumorais, bem como a ativação crônica de 

células T CD8+, favoreçam a promoção de um fenótipo exausto/disfuncional de células T CD8+ 

em pacientes com LGG, que tendem a ter uma progressão mais lenta da doença. Em 

contrapartida, apenas no HGG foi observado o aumento da expressão de CD73 em células NK. 

Recentemente, este fenótipo foi associado a uma capacidade imunossupressora das NKs, com 

aumento da produção de IL-10 e ADO (Neo et al., 2020; Coy et al., 2022). A via canônica, 

dessa forma, parece atuar de diferentes formas dependendo do grau do glioma, promovendo 

imunossupressão, muitas vezes associadas com o estímulo à formação de ADO.  

A ADO formada pelas vias canônica e não-canônica pode atuar sobre as células por 

meio dos receptores P1. A expressão gênica nos tecidos tumorais revelou alguns dados 

contrastantes com a literatura a respeito dos receptores P1, com maior expressão de A1 e A2A 

em LGG (capítulo 2, figura 5). Há escassas informações a respeito dos receptores P1 em LGG, 

porém Huang et al. (2016), observou uma menor expressão de ambos receptores em gliomas 

de grau I e II em comparação aos graus III e IV (Huang et al., 2016). Além disso, em 

contrapartida, observamos que LGG apresentam maior expressão de CD38 e da NTPDase3 que 

os HGG. A maior expressão de CD38 em estágios iniciais tumorais já foi observada em outros 

tumores, como o colorretal (Perenkov et al., 2012), próstata (Chmielewski et al., 2018) e de 
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ovário (Zhu et al., 2020). Além disso, por análises in sílico observamos que a maior expressão 

de CD38 está correlacionada com melhor prognóstico. A maior expressão da NTPDase3 em 

LGG corrobora com trabalhos anteriores do grupo (Rockenbach et al., 2014), em que estágios 

iniciais do câncer de bexiga expressam mais esse gene. 

De uma maneira geral, os resultados obtidos relativos à sinalização purinérgica sugerem 

um aumento das ectoenzimas CD38, CD39 e CD73 nas células imunes infiltrantes em LGG e, 

especialmente, HGG. Isso pode contribuir para o pior prognóstico de pacientes com HGG, 

apesar de não correlacionarmos esse aumento da expressão com menor sobrevida nas análises 

in silico, sugerindo que essas alterações per se podem não ser suficientes para imunossuprimir 

o sistema imunológico e sim uma complexa cascata de interações entre todas as células TME 

trabalhando sinergicamente é necessária para promover a imunossupressão. Dessa maneira, 

diferentes células do TME podem expressar simultaneamente diferentes ectoenzimas, capazes 

de metabolizar diferentes nucleotídeos, agindo de maneira descontínua de acordo com a 

proximidade e abundância de células do TME. Os resultados da via não-canônica trazem 

informações inéditas e relevantes em relação ao TME de LGG e o desenvolvimento de um TME 

imunossupressor no contexto do glioma. 

Além disso, os resultados obtidos nos capítulos 1 e 2 fornecem um exemplo 

compreensível de como uma única mutação na via pode alterar todo o TME, reforçando a 

importância do status de IDH na biologia celular do glioma. Nesse âmbito, uma questão 

bastante inexplorada no contexto do TME é como ele pode ser modulado por mutações 

oncogênicas nas células tumorais e como isso pode afetar na heterogeneidade intratumoral. 

Mutações nas enzimas relacionadas a TCA são muito comuns em diversos cânceres. Em 

especial, a mutação em IDH está presente na maioria dos LGG e em alguns HGG, 

principalmente nos secundários. Cabe ressaltar aqui um ponto muito importante observado 

nesse trabalho: durante dois anos de coleta, foram recebidas 39 amostras de gliomas de 
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diferentes graus. Dessas, 26 foram diagnosticadas como astrocitomas de grau IV primários, 

sendo 16 IDH-WT e 10 IDH-Mut, representando cerca de 60% e 40%, respectivamente. Essa 

frequência é muito diferente das reportadas na literatura, que estabelecem cerca de apenas 5 - 

14 % de astrocitomas de grau IV primários com a mutação em IDH (Parsons et al., 2008; 

Hartmann et al., 2009; Ichimura et al., 2009; Yan et al., 2009). Um estudo observou que 

pacientes com diagnóstico primário de grau IV IDH-Mut apresentavam características 

moleculares condizentes com tumores secundários, sugerindo que, muitas vezes, os gliomas 

podem ter se originado de um grau mais baixo e progredido rapidamente  (Nobusawa et al., 

2009). Essa pode ser uma justificativa do porquê as incidências de IDH-Mut sejam tão altas em 

nossa coorte.  

Quando mutada, a enzima catalisa a conversão do ɑKG a 2HG, reduzindo a 

disponibilidade de ɑKG e NADPH, e favorecendo o acúmulo do oncometabólico 2HG. Esse 

acúmulo já foi associado a alteração de diversas vias de sinalização e alterações epigenéticas, 

como a formação de um fenótipo metilador que favorece a transformação maligna (Ichimura, 

2012), além de promover a imunossupressão e evasão imune (Kohanbash et al., 2017; Bunse et 

al., 2018; Notarangelo et al., 2022). Entretanto, a presença da mutação em IDH está associada 

a uma melhor sobrevida e resposta ao tratamento em pacientes com glioma (Bleeker et al., 

2010; Li et al., 2013; Molenaar et al., 2015, 2018). Apesar dos mecanismos associados com a 

melhor resposta ao tratamento não estarem elucidados, estudos sugerem que a consequente 

redução dos níveis de NADPH em células IDH-Mut aumente a produção de ROS, e isso está 

associado a um aumento da sensibilidade à radio e quimioterapia em células IDH-Mut (Bleeker 

et al., 2010; Tateishi et al., 2015; Wahl et al., 2017). Esse mecanismo também justificaria, pelo 

menos em parte, o fato que em leucemias a mutação em IDH estar associada a um pior 

prognóstico, pois em células mieloides, a G6PD é o maior gerador de NADPH ao invés da IDH 

(Molenaar et al., 2014; Stuani, Sabatier and Sarry, 2019). 
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 Considerando apenas gliomas de grau IV, nossos resultados evidenciaram algumas 

diferenças entre os tumores IDH-Mut e IDH-WT, como na expressão gênica da ENTPD1 e 

NT5E, expressas em maiores níveis nas amostras IDH-Mut. Diferentemente de muitos estudos, 

que sugerem que a mutação de IDH favorece um TME mais imunossuprimido, com menos 

linfócitos infiltrantes e menor atividade citotóxica (Berghoff et al., 2017; Kohanbash et al., 

2017; Bunse et al., 2018; Klemm et al., 2020; Notarangelo et al., 2022), não observamos 

nenhuma diferença em relação a presença de TILs entre amostras IDH-Mut e -WT. 

Metabolicamente, as culturas primárias IDH-Mut apresentam grande potencial para a 

OXPHOS, enquanto as IDH-WT parecem depender mais da glicólise e ter potencial para 

geração de mais ROS. Em relação a isso, sugere-se que a ausência de uma respiração 

mitocondrial tão potente nas células IDH-WT pode tornar mais difícil de encontrar alvos 

terapêuticos, enquanto na IDH-Mut pode ser interessante procurar alvos que foquem no 

metabolismo, especialmente na OXPHOS. Nesse âmbito, um ensaio clínico utilizou 

metformina e cloroquina em pacientes com tumores sólidos IDH-Mut; contudo, não foi 

observado melhora clínica (Khurshed et al., 2021). 

Além do status de IDH, p53 é um dos principais marcadores moleculares avaliados em 

pacientes com glioma. Esse supressor tumoral tem um papel variado no glioma, sendo crucial 

na progressão tumoral, atuando como um potente regulador metabólico no TME (Wanka et al., 

2012). Nossos resultados, em concordância com outros (Guo and Cui, 2015; Kastenhuber and 

Lowe, 2017), destacam que os tumores com alta expressão de p53 favorecem a glicólise e, 

assim, promovem imunossupressão pelo aumento das células Treg (Kishore et al., 2017; Pacella 

et al., 2018). Em contrapartida, tumores com baixa expressão de p53 apresentam uma maior 

expressão de TIGAR e G6PD, direcionando o metabolismo da glicose para o ramo oxidativo do 

PPP. Isso favorece a produção de NADPH, glutationa e ribose-5-fosfato, levando à 

neutralização dos níveis intracelulares de ROS, diminuindo a morte celular induzida por ROS 
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e apoiando a síntese de DNA no glioma (Kumar et al., 2015). Coletivamente, nossos resultados 

sugerem que a reprogramação metabólica e a evasão imune estão em associados com as 

mutações driver e a progressão do câncer. 

Ao longo desta tese, foram abordados importantes exemplos de sinalização celular 

presentes TME, enfatizando a importância desses mecanismos como um meio chave na 

comunicação intercelular entre os diferentes componentes do TME. No capítulo 3 desta tese, 

exploramos um modo emergente e promissor de comunicação/sinalização celular que destaca 

a complexidade das interações que compõem o TME: as EVs. Essas vesículas são importantes 

moduladores do TME, pois funcionam como veículos de transferência de informações, 

facilitando o transporte de mensageiros que impactam a iniciação e progressão tumoral. No 

contexto do câncer, EVs derivadas de tumores (TEVs) são importantes mediadores de 

informações malignas entre células tumorais parentais ou não-tumorais. Embora os 

mecanismos de processamento e entrega das TEVs ainda não sejam completamente elucidados, 

acredita-se que há o envolvimento de ligação com receptores na superfície celular, podendo ser 

seguido de endocitose ou fagocitose, fornecendo material genético e proteínas que podem 

reprogramar a célula receptora (Mirzaei, Sarkar and Yong, 2017). Em 2007, Valadi et al. foi o 

primeiro a observar que a transferência de mRNA e microRNAs por EVs de uma célula para 

outra modulou funções celulares na célula destinatária (Valadi et al., 2007). Atualmente, há 

incontáveis trabalhos buscando elucidar os papéis que as TEVs desempenham na progressão 

tumoral, em especial na capacidade dessas vesículas em modular o sistema imune.  

 O capítulo 3 desta tese inicia com um artigo de revisão que explora o papel dual das 

TEVs na progressão tumoral e modulação do sistema imune. TEVs são capazes de interagir e 

modular linfócitos por meio de moléculas imunossupressoras ou estimulatórias carreadas. O 

conteúdo das TEVs é altamente dependente de variáveis como o sistema imune do hospedeiro 

e o tipo e estadiamento do câncer, bem como todas as interações que ocorrem no TME. De uma 
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maneira geral, o papel antitumoral das TEVs está pautado no fato que elas são fontes de 

antígenos tumorais (Wolfers et al., 2001), apresentando potencial para vacinas (Raposo, 1996; 

Zitvogel et al., 1998), e promoção de uma eficiente apresentação de antígenos nas células 

apresentadoras de antígenos (Wolfers et al., 2001; Rao et al., 2016), estimulando uma resposta 

imune efetora antitumoral robusta. Além disso, já foi observado que TEVs podem carrear 

DAMPs, como proteínas de choque térmico (HSP), que também são capazes de estimular a 

resposta imune contra o tumor  (Gastpar et al., 2005; Cho et al., 2009; Yufeng Xie et al., 2010). 

Nesse contexto, o artigo 2 do terceiro capítulo da tese propõe dois modelos de glioma murino 

utilizando GEVs como forma de tratamento. No primeiro modelo proposto, as GEVs são 

coinjetadas junto com as células tumorais, no momento do implante tumoral. Já no segundo 

modelo, os animais foram tratados com as GEVs, via intranasal, 10 e 5 dias antes do implante 

das células tumorais. Em ambos os modelos, foi observada uma redução do volume tumoral 

dos animais tratados com as GEVs em comparação aos controles. Essa redução do volume 

tumoral foi associada a uma redução da capacidade proliferativa, com redução de Ki67 nos 

tumores tratados com as GEVs, em ambos os modelos, e redução da atividade supressora com 

a redução de células FoxP3+. De uma maneira muito interessante, o momento e local de 

inoculação das GEVs parece influenciar diretamente a composição do TME dos animais, uma 

vez que o grupo coinjeção apresentou uma importante modulação imune, com redução de 

células T CD4+ e CD4+FoxP3+, diferentemente do grupo intranasal. Nossos resultados in vivo 

enfatizam o papel antitumoral das GEVs, ressaltando sua capacidade em modular o sistema 

imune. Outros trabalhos demonstraram a atividade antitumoral de TEVs em modelos de vacinas 

(Larry A Harshyne et al., 2015; Liu et al., 2017; Shi et al., 2018; Guo et al., 2022; Lee et al., 

2022; Thakur et al., 2022), sugerindo que as TEVs são importantes fontes de antígenos 

associados ao tumor e que a presença delas em fases iniciais da progressão tumoral pode 

estimular a imunidade antitumoral. Nesse sentido, acredita-se que células dendríticas são 
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capazes de responder às TEVs contendo antígenos tumorais e DAMPs. Nos linfonodos, esses 

antígenos tumorais são apresentados às MHC de classe I e podem ativar células T CD8+, a qual 

migra para o tumor. No tumor, os linfócitos T CD8+ podem identificar as células tumorais de 

acordo com os antígenos tumorais apresentados, eliminando-as (Hiam-Galvez, Allen and 

Spitzer, 2021). É importante enfatizar que esse processo de ativação imune pode ser prejudicado 

em muitos tumores devido à complexidade de interações presentes no TME, resultando numa 

resposta imune efetora ineficaz, promovendo a progressão tumoral.    

 Nesse sentido, há uma série de relatos na literatura associando TEVs a mecanismos 

imunossupressores, tais como atenuação da resposta imune efetora (Ning et al., 2018; M. Wang 

et al., 2020), indução da exaustão de células T (J. Wang et al., 2020), ativação e expansão de 

Tregs (Wieckowski et al., 2009; Beccard et al., 2020; Shao et al., 2020). Na terceira parte do 

capítulo 3 desta tese, investigamos a capacidade de imunomodulação das GEVs. Para isso, 

estabelecemos culturas primárias derivadas de quatro gliomas de diferentes graus (grau II, grau 

III, grau IV IDH-Mut e grau IV IDH-WT) e isolamos as GEVs presentes no sobrenadante das 

culturas, de acordo com o protocolo estabelecido no artigo 2 do capítulo 3 desta tese. O primeiro 

ponto a se ressaltar aqui é que as culturas derivadas de diferentes graus foram capazes de 

produzir diferentes quantidades de EVs (Figura 1C, capítulo 3, resultados preliminares). A 

cultura derivada de um glioma de grau III foi capaz de produzir o dobro de EVs em comparação 

às demais culturas analisadas. De uma maneira muito interessante, foi observado no capítulo 1 

que essas mesmas células parecem estar sofrendo uma reprogramação metabólica intensa, 

apresentando alto potencial de produção de ROS e a maior expressão de genes relacionados 

com a glicólise e PPP (Capítulo 1, Figuras 1 e 2). Já se sabe que células que estão sob estresse 

aumentam a produção de EVs (Ludwig et al., 2020), e processos como estresse oxidativo 

(Atienzar-Aroca et al., 2016), hipóxia (Gonzalez-King et al., 2017), acidificação do TME 

(Logozzi et al., 2019), privação de glicose (Garcia et al., 2015) e a inibição da glicólise e 
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OXPHOS (Ludwig et al., 2020) já foram associados com aumento da secreção de EVs. Dessa 

forma, os dados obtidos nos capítulos 1 e 3 dessa tese parecem concordar com o fato que o 

aumento da atividade metabólica das células promove maior produção de EVs. 

Após a caracterização das GEVs, elas foram coincubadas com PBMCs previamente 

ativadas por 48 horas. Primeiramente, foi observado que as GEVs são internalizadas, em baixos 

níveis, por células T, sendo observada uma maior capacidade das células T CD8+ em 

internalizar as GEVs quando comparadas com as células T CD4+. Em geral, células fagocíticas 

internalizam mais as EVs, assim como células B e NKs (Muller et al., 2017); contudo, a 

imunomodulação pelas TEVs não é dependente da internalização e a transferência de 

informações pode ocorrer por meio de ligação a receptores (Hao et al., 2021). Nós observamos 

que as GEVs não foram capazes de alterar o estado de ativação dos linfócitos T de acordo com 

a expressão de CD25 e CD69 (Capítulo 3, Figura 3A, B, resultados preliminares), 

diferentemente de outros (Hellwinkel et al., 2015; Muller et al., 2017; Azambuja et al., 2020; 

Ricklefs et al., 2023). Em contrapartida, as GEVs foram capazes de aumentar a expressão dos 

checkpoints imunes CTLA4 e PD-1, sugerindo a perda da função efetora das células T devido 

a promoção de um estado de exaustão, principalmente em células T CD4+ (Capítulo 3, Figura 

3C, D, resultados preliminares). Além disso, as GEVs foram capazes de induzir apoptose de 

linfócitos T CD8+ (Capítulo 3, Figura 3E, resultados preliminares), porém incapazes de ativar 

e expandir Tregs, de maneira similar ao observado em outros trabalhos (Azambuja et al., 2020; 

Gupta et al., 2022). Esses resultados enfatizam o papel imunossupressor das GEVs no TME, 

promovendo processos de exaustão e morte de células T e facilitando processos de evasão 

imune. De uma maneira muito interessante, os efeitos imunossupressores das GEVs parecem 

ser dependentes do grau tumoral, uma vez que o aumento de checkpoints imunes não foi 

observado em linfócitos coincubados com EVs derivadas de glioma de grau II, sugerindo que 
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EVs derivadas de tipos tumorais menos agressivos possuam uma menor capacidade 

imunossupressora. 

 De uma maneira conjunta, o capítulo 3 desta tese avaliou os diferentes potenciais 

imunomodulatórios das GEVs, enfatizando o papel dual que elas podem desempenhar 

dependendo do contexto e do momento que estão inseridas. Aqui, propõe-se uma interessante 

relação entre o efeito imunomodulatório desempenhado pelas TEVs e as diferentes fases de 

imunoedição tumoral (Najaflou et al., 2022). O conceito de imunoedição surgiu como uma 

forma de ampliar a hipótese de vigilância imunológica adotando uma visão mais ampla das 

interações entre o sistema imune e o tumor. Com ele, reconheceu-se o papel dual do sistema 

imune frente ao tumor, sugerindo que ele não somente combateria o tumor, mas participaria do 

processo de evasão tumoral, exercendo uma pressão seletiva nos tumores dependendo da fase 

de tumorigênese (Dunn et al., 2002). Resumidamente, o processo de imunoedição é dividido 

em três fases: eliminação, equilíbrio e escape. Na eliminação, pequenos tumores podem ser 

reconhecidos e eliminados pelo sistema imune. No equilíbrio, os tumores podem ser 

controlados pela pressão imunológica, porém não são eliminados. Em geral, nessas duas 

primeiras fases os tumores não são clinicamente detectáveis. Por fim, aa fase de escape 

representa a evasão das células imunes, com predomínio de atividade imunossupressora. Nesse 

âmbito, hipotetiza-se que as GEVs são capazes de atuar em todas essas fases da imunoedição, 

com mudanças significativas no seu conteúdo, promovendo ativação imunológica contra o 

tumor nos estágios iniciais (como observado em nossos modelos murinos), e imunossupressão 

e auxílio na evasão imune na fase de escape, dependendo diretamente dos diferentes processos 

e condições que o TME sofre. Dessa forma, estratégias terapêuticas relacionadas às GEVs 

podem envolver inibição da produção de TEVs em tumores desenvolvidos (Datta et al., 2017; 

Catalano and O’Driscoll, 2020), bem como o estímulo da formação de fatores 

imunoestimulatórios nas TEVs (Chen et al., 2006; Hu et al., 2020), além da aplicabilidade em 
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vacinas (Gu et al., 2015; Zhang et al., 2015) e como carreadores de moléculas (Yang et al., 

2015; Qiao et al., 2020). 
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CONCLUSÃO 

Nessa tese, avaliamos diferentes estratégias desenvolvidas pelo glioma que modulam o 

microambiente tumoral e favorecem à progressão tumoral. Foi observado que distintas 

populações celulares do microambiente tumoral são capazes de estabelecer uma complexa rede 

de interações e sinalizações célula-célula, favorecendo mecanismos de supressão, como a 

promoção da evasão imune por meio de células regulatórias e moléculas imunossupressoras, e 

a reprogramação metabólica. No âmbito da reprogramação metabólica, observou-se a 

importância do status de IDH na progressão tumoral. Nossos resultados enfatizaram as 

diferentes estratégias imunes e metabólicas desenvolvidas pelos diferentes graus de glioma, 

enfatizando um aumento do perfil imunossupressor em gliomas de alto grau.  

 

Conclusões específicas 

Capítulo 1: 

 - Independentemente do grau avaliado, as culturas primárias apresentam mitocôndrias 

saudáveis, de acordo com experimentos de respirometria; contudo, as culturas primárias 

derivadas de gliomas de grau IV, com mutação em IDH, apresentam um maior potencial de 

fosforilação oxidativa; 

- Gliomas de grau IV apresentam uma maior infiltração de células T regulatórias, 

favorecendo a imunossupressão do microambiente tumoral; 

- A superexpressão de p53 foi associada com funções imunossupressoras e alterações 

no metabolismo energético em gliomas de grau IV. 

 

Capítulo 2: 

- Há uma importante modulação das ectoenzimas da via canônica e não-canônica no 

microambiente tumoral, com aumento da expressão em linfócitos infiltrantes tumorais quando 
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comparadas ao sangue periférico. Esse aumento favorece a geração de adenosina, uma 

importante molécula imunossupressora. 

 

Capítulo 3: 

 - As vesículas extracelulares podem desempenhar papeis anti- e protumorais 

dependendo do contexto em que se inserem. Em fases iniciais da tumorigênese, elas podem 

funcionar como importantes fontes de antígenos associados ao tumor, estimulando a imunidade 

antitumoral; 

 - As vesículas extracelulares expressam CD39 e CD73 e são capazes de produzir 

adenosina, favorecendo a imunossupressão do microambiente. Além disso, elas são capazes de 

imunomodular os linfócitos T, favorecendo um fenótipo imunossupressor e de exaustão, de uma 

maneira grau-dependente, enfatizando os diferentes mecanismos utilizados pelas células 

tumorais na progressão tumoral; 

 

Figura 3: As diferentes estratégias desenvolvidas pelo glioma que modulam o microambiente 

tumoral e favorecem a progressão tumoral 
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Figura 3: A imagem sumariza as diferentes estratégias desenvolvidas pelo glioma que modulam o microambiente 

tumoral e favorecem a progressão tumoral. Distintas populações celulares do microambiente tumoral são capazes 

de estabelecer uma complexa rede de interações e sinalizações célula-célula, favorecendo mecanismos de 

supressão, como a promoção da evasão imune por meio de células regulatórias e moléculas imunossupressoras, e 

a reprogramação metabólica. 
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PERSPECTIVAS 

 

- Aumentar o N amostral, avaliando os linfócitos infiltrantes tumorais e os genes metabólicos 

nos diferentes graus de glioma (II, III e IV) e não somente em LGG e HGG, permitindo elucidar 

mais diferenças entre os grupos; 

- Avaliar PBMCs de indivíduos saudáveis e comparar com as PBMCs de pacientes com glioma, 

bem como com os linfócitos infiltrantes; 

- Analisar a expressão da lactato desidrogenase (LDH) para elucidar melhor o perfil glicolítico 

os genes analisados; 

- Avaliar o metabolismo das subpopulações de linfócitos infiltrantes tumorais por meio de 

sondas metabólicas (2-NBDG, bodipy e mitostatus), respirometria e expressão gênica, 

aprofundando no imunometabolismo dos diferentes graus de glioma; 

- Avaliar o fenótipo de células T CD8+CD39+ quanto a marcadores de exaustão (PD-1, CTLA4 

e TIM-3), imunofenotipando linfócitos infiltrantes tumorais e realizando experimentos de 

cocultura; 

- Avaliar o papel imunomodulatório das vesículas extracelulares derivadas do plasma dos 

pacientes com graus de glioma. 
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Anexo I – Parecer consubstanciado CEP/UFRGS 
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Anexo II – Parecer Consubstanciado CEP/GHC 
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Anexo III – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado(a) a participar como voluntário(a) do estudo “Investigação do papel 

do sistema purinérgico e de vesículas extracelulares na imunomodulação e progressão tumoral em 

pacientes com glioma”. Este estudo objetiva entender melhor sobre a participação do sistema 

purinérgico e do sistema imune, bem como de vesículas extracelulares no glioma, buscando 

biomarcadores capazes de monitorar a progressão e recorrência da doença.  

O câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças, que apresentam como 

característica comum o crescimento desordenado de células, as quais tendem ser agressivas e 

incontroláveis. Os diferentes tipos de câncer correspondem aos vários tipos de células do corpo. Os 

tumores do sistema nervoso central (SNC) devem-se ao crescimento de células anormais nos tecidos do 

cérebro e da medula espinhal. Os gliomas são os tumores do SNC mais comuns em adultos. 

Antes de consentir com sua participação, solicitamos que você leia as informações contidas 

neste termo de consentimento. 

1. QUAL O OBJETIVO PRINCIPAL DO ESTUDO? 

O objetivo principal do estudo é investigar o papel do sistema purinérgico, sistema imune e das 

vesículas extracelulares na progressão tumoral em pacientes com glioma submetidos a cirurgia de 

ressecção, bem como a busca por biomarcadores que forneçam dados a respeito de progressão e 

prognóstico da doença. 

2. COMO SERÁ REALIZADO O ESTUDO E QUAL A MINHA PARTICIPAÇÃO? 

Sua participação nesse estudo começará no dia de hoje e se encerrará em, no máximo, três anos, não 

excedendo o máximo de 5 coletas de sangue e coletas de biópsias de tumor retirado durante 

procedimento cirúrgico. Também pedimos sua autorização para consultar seu prontuário para coleta 

de dados clínicos, laboratoriais e sócio demográficos.  

Além disso, iremos aplicar um questionário com algumas questões relacionadas ao seu histórico 

médico. Esse questionário será aplicado pela responsável pelo estudo, imediatamente após a assinatura 

desse termo (aplicado no GHC), e terá a duração de cerca de 10 minutos.  

O estudo será feito da seguinte maneira: 

• Pacientes diagnosticados com tumor cerebral terão um fragmento de tumor coletado durante a 

realização do procedimento cirúrgico. Caso o paciente seja submetido a uma nova cirurgia de 

retirada do tumor, um novo fragmento será coletado. Serão coletadas amostras de sangue (5 - 

10 mL cada coleta) antes da cirurgia e ao longo da realização do tratamento. Essas amostras 

serão obtidas por ocasião das consultas quando o médico solicitar exames de sangue, em que 

será coletado um tubo a mais para a realização dos exames. As coletas de sangue serão 

realizadas pela equipe de Grupo Hospitalar Conceição.  Os fragmentos de tumor e as amostras 

de sangue serão enviados para análise patológica.  

 

3. QUAIS OS RISCOS E BENEFÍCIOS DO ESTUDO? 

Ao participar do nosso estudo você pode auxiliar os pesquisadores a melhorar os conhecimentos sobre 

os tumores cerebrais. Os incômodos que podem ser sentidos são os relacionados apenas a coleta do 

sangue, com possibilidade de surgir hematomas ou dor local. No caso da coleta dos fragmentos de 

tumor, esta será realizada durante a cirurgia, não gerando incômodos adicionais. Os possíveis riscos à 

saúde física e mental são mínimos.  

4. QUEM TERÁ ACESSO ÀS INFORMAÇÕES DESSE ESTUDO? 
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Os dados dos questionários e os resultados individuais são confidenciais e não poderão ser utilizadas 

para outros objetivos que não estejam descritos neste termo. Os resultados deste estudo deverão ser 

publicados, porém a identidade dos participantes não será revelada em nenhum momento. As amostras 

biológicas obtidas a partir de sua participação serão armazenadas em um banco e identificadas com 

um código numérico que manterá o seu anonimato. As amostras, após serem coletadas, serão 

encaminhadas ao Departamento de Bioquímica da UFRGS onde serão realizados os experimentos. 

Para tal, o sangue será processado imediatamente e o fragmento tumoral será congelado em um freezer 

-80ºC. Imediatamente após a coleta, essas amostras serão identificadas com um código numérico para 

manter o anonimato dos pacientes. O encaminhamento, processamento, armazenamento e 

identificação das amostras será realizado pela aluna responsável pelo estudo. Essas amostras formarão 

um banco de amostras, as quais, além de serem utilizadas para a obtenção de dados para o presente 

estudo, também poderão ser utilizadas para estudos futuros (os quais novamente passarão por 

aprovação pelos comitês de ética das instituições participantes). Esse banco será mantido no freezer -

80ºC do departamento de bioquímica da UFRGS, sob a responsabilidade da pesquisadora responsável 

pelo estudo e, assim como todas as amostras desse estudo, essas serão identificadas com um código 

numérico para manter o anonimato dos pacientes.  

As informações obtidas através da sua participação não permitirão a identificação da sua pessoa, exceto 

aos responsáveis pelo estudo, e a divulgação das informações mencionadas só será feita entre os 

profissionais estudiosos do assunto. Somente os pesquisadores poderão identificar a origem das 

amostras. Esse projeto foi aprovado pelos comitês de ética da UFRGS e do Grupo Hospitalar 

Conceição e poderão ter acesso aos dados da pesquisa para poder assegurar que seus direitos como 

paciente estão sendo protegidos. 

5. QUAIS SÃO AS COMPENSAÇÕES DA SUA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO? 

Este estudo não inclui a administração de medicamentos, apenas a coleta de tecido tumoral a partir das 

biópsias e de sangue para exames. Não haverá custos para os participantes do estudo. Você também 

não receberá nenhum pagamento pela participação no trabalho. 

6. PODEREI DESISTIR DE PARTICIPAR DO ESTUDO? 

A qualquer momento, você poderá recusar a continuar participando do estudo e, também, retirar este 

consentimento sem que isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuízo. Isto não influenciará o 

andamento do estudo e seus resultados futuramente, nem o tratamento oferecido pela equipe 

responsável. 

7. A QUEM DEVO ME DIRIGIR PARA MAIORES INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA? 

Sempre que desejar, serão fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo pelo 

pesquisador responsável cujos meios de contato encontram-se no final deste termo.  

Assim, após ler e receber todos os esclarecimentos solicitados, você poderá assinar e irá receber uma 

via do presente Termo. Esse termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 

os pesquisadores. 

Favor preencher abaixo se concordar em participar do estudo: 

Eu, _____________________________________________, fui informado(a) dos objetivos desta 

pesquisa de forma clara e detalhada. Recebi informações sobre todos os procedimentos que serão feitos 

e os possíveis desconfortos, riscos e benefícios associados. Todas as minhas dúvidas foram esclarecidas 

e sei que poderei solicitar novas informações a qualquer momento. Além disso, sei que as informações 

obtidas durante o estudo são confidenciais e privadas e que os fragmentos obtidos da ressecção tumoral 

irão compor um banco de amostras, e que poderei me retirar do estudo a qualquer momento.  

ASSINATURAS 

Você aceita que os fragmentos obtidos da ressecção tumoral sejam depositados no banco de amostras?  

Sim (   )  Não (   ) 
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Sua assinatura abaixo demonstra que você recebeu e leu este termo, entendeu todas as informações 

relacionadas ao estudo proposto, esclareceu suas dúvidas e concordou com a sua participação em nosso 

estudo. 

 

 ______________________________________________________    

Nome do paciente (ou responsável) 

 

Se responsável: (  ) mãe  (  ) pai   (  ) outros:_________________ 

 

 

 

__________________________________     Contatos: (     )___________________ 

                       Assinatura                           (     )___________________ 

 

Responsáveis pela pesquisa: 

Instituição: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS); 

Pesquisadores responsáveis: Prof. Dr. Fabrício Figueiró e Juliete Nathali Scholl 

Local: UFRGS - Departamento de Bioquímica, ICBS. Rua Ramiro Barcelos, 2600 – Anexo, 

laboratório 22 

Telefone para contato: (51) 3308-5553/5554 

E-mail: Fabriciofigueiro@gmail.com; Juliete.scholl@gmail.com 

Instituição: Grupo Hospitalar Conceição (GHC) 

Local: Avenida Francisco Trein, 596 – Cristo Redentor, Porto Alegre – RS 

Pesquisador/médico responsável: Dr. Paulo Valdeci Worm 

Telefone para contato: (51) 99671-4189 

 

Comitê de Ética em Pesquisa da UFRGS: 

Local: Av.Paulo Gama, 110, Sala 311 - Prédio Anexo I da Reitoria - Campus Centro. Porto Alegre/RS 

- CEP: 90040-060 

Telefone para contato: +55 51 3308 3738 

E-mail: etica@propesq.ufrgs.br 

Comitê de Ética em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceição: 

Local: Av. Francisco Trein, 326 - Bairro Cristo Redentor. Porto Alegre - RS - CEP 91.350-200 

Telefone para contato: (51) 3357-2285 

E-mail: ensinoepesquisa@ghc.com.br 

 

Porto Alegre, ______ de _________________ de 20___. 

 

 

 

 

 

mailto:Fabriciofigueiro@gmail.com
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