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Resumo

O microambiente tumoral € uma entidade complexa na qual tanto as células imunes como as
nao imunes do hospedeiro estabelecem um crosstalk dindmico com as células cancerigenas.
N&o é apenas um observador silencioso, mas sim um promotor ativo da progressao do cancro.
Sendo assim, o interesse na sua investigacao e melhor compreenséo tem vindo a crescer
exponencialmente nas ultimas décadas. Para além de falar das propriedades distintivas
adquiridas pelas células tumorais, tais como a sua capacidade de replicacao ilimitada ou a
resisténcia aos sinais de morte celular programada, esta monografia oferece uma visao geral
mais abrangente das fungbes primarias de cada componente celular (fibroblastos associados
ao cancro, células endoteliais, macrofagos associados ao cancro, adipécitos, células
dendriticas, entre outros) e extra-celular (matriz extracelular, moléculas sinalizadoras, redes
vasculares sanguineas e linfaticas) que participam nas principais interagées que se dao neste
espaco e que irdo ser aprofundados de modo a entender de uma melhor forma a maquinaria
operacional da carcinogénese, tumorigénese e progressdo tumoral. Para alem disso, mas
também sao elucidados os fatores primordiais desenvolvidos dentro do microambiente do
tumor, entre os quais: acidose, alteragao do metabolismo celular, hipdxia, transigao epitelial-
mesenquimal e angiogénese, que culminam na metastizagdo e colonizagdo das células
malignas em 6rgaos distantes do corpo. O trabalho também inclui mecanismos de escape
imunoldgico e de resisténcia a terapéutica oncoldgica, que podem tornar-se ferramentas uteis
no futuro do tratamento de tumores. Sdo apresentadas algumas abordagens sobre como os
constituintes do microambiente tumoral podem ser alvo de imunomodulacgdo, vacinas contra
o cancro, terapias com células CAR T e inclusivamente a aplicagdo da nanotecnologia na
entrega direcionada de medicamentos. No entanto, percebemos que ainda ha limitagdes no
nosso conhecimento sobre o microambiente tumoral que necessitam de resposta,
demonstrando que é um tema em desenvolvimento e constante actualizacdo que promete
muito mais no futuro e guiar o uso racional das terapias combinadas personalizadas para o

sucesso do tratamento das doengas cancerigenas.

Doutora Ana Rita Conde, Professora Auxiliar

Palavras-chave: Cancro; Carcinogénese; Tumorigénese; Microambiente Tumoral.



Abstract

The tumor microenvironment is a complex entity in which both immune and non-immune host
cells establish a dynamic crosstalk with cancer cells. It is not just a silent observer, but an
active promoter of cancer progression. Therefore, the interest in its research and better
understanding has been growing exponentially in recent decades. In addition to talking about
the distinctive properties acquired by tumor cells, such as their capacity of unlimited replication
or their resistance to programmed cell death signals, this monograph offers a more
comprehensive overview of the primary functions of each cell component (cancer-associated
fibroblasts , endothelial cells, cancer-associated macrophages, adipocytes, dendritic cells,
among others) and extracellular component (extracellular matrix, signaling molecules, blood
and lymphatic vascular networks) which participates in the main interactions that take place in
this space and that will be further developed in in order to better comprehend the operational
machinery of carcinogenesis, tumorigenesis and tumor progression. Not only this, but the
primordial factors that are developed within the tumor microenvironment are also elucidated,
including: acidosis, alteration of cell metabolism, hypoxia, epithelial-mesenchymal transition
and angiogenesis, which culminate in the metastasis and colonization of malignant cells in
distant organs of the body. Here, some approaches are presented on how the constituents of
the tumor microenvironment can be targeted for immunomodulation, cancer vaccines, CAR T
cell therapies and even the application of nanotechnology in drug delivery. However, we realize
that there are still limitations in our knowledge about the tumor microenvironment that need a
response, demonstrating that it is a topic under development and constant updating that
promises much more to come and guide the rationale of personalized combinatorial therapies

for the success of the treatment of cancerous diseases.

Doctor Ana Rita Conde, Assistant Professor

Keywords: Cancer; Carcinogenesis; Tumorigenesis; Tumor Microenvironment; TME.



Abreviaturas

ADN — Acido Desoxirribonucleico

Akt — Proteina Cinase B

ARN — Acido Ribonucleico

ATP — Adenosina Trifosfato

bFGF — Fator de Crescimento de Fibroblastos basico
BMP — Proteina morfogenética 6ssea

CAFs — Fibroblastos Associados ao Cancro

cAMP — Adenosina 3',5'-Monofosfato Ciclico

CAR - Receptor de Antigénio Quimérico

COX-2 — Ciclo-oxigenase-2

CTCs — Células Tumorais Circulantes

CTLA-4 — Antigénio 4 associado a Linfocitos T Citotoxicos;
DCs — Células Dendriticas

ECM — Matriz Extracelular

ECs — Células Endoteliais

EGF — Fator de Crescimento Epidérmico

EMT — Transi¢ao epitelial-mesenquimal

EPR — Permeabilidade e Retencdo Aprimorada

ERK — Quinases Reguladas por Sinal Extracelular
FAK — Cinase de adesé&o focal

FAP-a — Proteina de Ativacao de Fibroblastos Alfa
Fas — Antigénio da Apoptose 1

FGF2 — Fator de Crescimento de Fibroblastos 2
GLUT1 — Transportador de glicose tipo 1

GM-CSF - Fator estimulador de Coldnias de granuldcitos-macréfagos
HIF — Fator Induzivel por Hipoxia

IARC — Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro



IFN-y — Interferdo Gama

IGF-1 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina

IL — Interleucina

LDHA — Lactato desidrogenase A

MDSCs — Células Supressoras derivadas da Linhagem Mieloide
MMP’s — Matriz Metaloproteinases

MSCs — Células Estaminais Mesenquimais

mtADN — ADN mitocondrial

NE — Células Neuroenddcrinas
NF-kB — Fator nuclear kappa B
NK — Natural Killer

OPN - Osteoponina

PAHs — Particulas de Carbono associadas a Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
PD-1 — Proteina 1 de Morte Celular Programada

PDGF — Fator de Crescimento derivado de Plaquetas

PDGFRs — Receptores do Fator de Crescimento derivado de Plaquetas

PD-L1 - Ligando 1 de Morte Celular Programada
PHDs — Propil Hidroxilases dos HIFs
PKF — Fosfofrutoquinas

pVHL — Supressor de Tumores Von Hippel-Lindau
ROCK - Quinase Proteica Associada a Rho

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

SDF-1 — Fator Derivado de Células Estromais 1

SLNS — Nédulos Linfaticos Sentinela

TAA — Antigénios Associados ao Tumor

TAMs — Macrofagos Associados ao Tumor

TE — Exossomas Tumorais

TGF-B — Fator de Transformacgéo do Crescimento Beta

Th-1 — Células T Auxiliares 1



TME — Microambiente Tumoral

TNFR1 — Recetor do Fator de Necrose Tumoral 1

Tregs — Células T Reguladoras

UV — Ultravioleta

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular

VEGFR — Receptor do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
WAT — Tecido Adiposo Branco

a-SMA — Alfa-actina do musculo liso
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1. Objetivo

O objetivo principal desta monografia € compreendermos o papel do microambiente
tumoral na carcinogénese. Comegaremos por falar no cancro, € imperativo conhecer as suas
causas, desenvolvimento e progressao. Posteriormente, aprofundaremos o tema central,
respondendo a questdbes como: o que € o microambiente tumoral? Quais sdo os seus
constituintes? Quais sao as interagdes que se dao neste espacgo e que contribuem para a
carcinogénese e a progressao tumoral? Quais sdo algumas das suas aplicagdes para o futuro

da terapéutica oncologica?

2. Métodos

A pesquisa bibliografica comegou no Pubmed e nas fontes bibliograficas
recomendadas na unidade curricular de Biologia Celular do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas. Os conceitos pesquisados no Pubmed foram: “cancer”, “cancer
microenvironment”, “tumor microenvironment”, “TME”, “carcinogenesis”, “tumorigenesis”.
Também foram consultadas paginas de internet de organizagdes nacionais e internacionais
ligadas ao tratamento e investigacdo do cancro. Numa fase posterior, foram pesquisados
termos mais especificos em associacdo com o conceito de “tumor microenvironment” no
Pubmed, entre os quais: “cancer associated fibroblasts”, “tumor associated macrophages”,

“acidosis”, “hypoxia” e “angiogenesis”.
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3. Introdugao

O cancro é uma doenga tdo antiga como a existéncia da humanidade. Algumas das
primeiras evidéncias das doencgas oncoldgicas foram encontradas entre tumores &ésseos
fossilizados, mumias humanas no antigo Egito, papiros que datam do ano 3000 a.C. e outros
manuscritos. Com os avangos cientificos nas areas da medicina e cirurgia, conseguiu-se uma
maior compreensao do corpo humano e a relagao existente entre a doenga com a sua causa

patologica apds a morte (1).

Actualmente, mesmo com toda a tecnologia disponivel, as neoplasias sdo um problema de
saude publica que demandam elevados custos soécio-econdmicos, sendo em Portugal a
segunda causa de morte e das que mais subiram nos ultimos anos (2). No sumario estatistico
de 2020 da Agéncia internacional de Pesquisa em Cancro (IARC), estima-se que cerca de
25,7% da populacéo portuguesa corre o risco de desenvolver uma doenga oncolégica e 10,7%
pode vir morrer de cancro antes dos 75 anos (3). Em ultima analise, uma doencga tdo mortal,

deve ser entendida nos niveis molecular e celular (4).

4. O Cancro

4.1. O que é o cancro?

O cancro é definido como um conjunto de doencgas relacionadas, onde ha o
crescimento e a proliferagao descontrolada de células que sofreram mutagdes nos genes que
controlam o seu funcionamento (5). A disseminagao, diferenciagao e sobrevivéncia de células
individuais em organismos multicelulares sdo cuidadosamente reguladas para atender as
necessidades do organismo como um todo. Esta regulacdo perde-se nas células
cancerigenas (4). O processo pelo qual as células anémalas invadem outras partes do corpo
através dos sistemas circulatorio ou linfatico e interferem com o funcionamento dos tecidos e
orgaos normais, € chamado de metastase (Fig.1) (4,5). Geralmente, quando um cancro
consegue metastatizar, ele € altamente heterogéneo, resistente a terapéutica oncoldgica e

com alta probabilidade de ser letal (6).

Metastasis

Metastatic

[ NORMAL CELLS | e
\‘

h Cancer cells
Cancer spreads to other el

parts of the body
Lung
metastasis \ c-neel cells
1 V
‘ )\

Bl |
me 5 “ / \ u”") 3

Fig.1 - Desenvolvimento de células normais versus células cancerigenas; A metastase (5)
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Uma vez que, todo processo cancerigeno tem origem na unidade base da vida, a doencga
pode comecgar em quase qualquer lugar do corpo humano, que é composto por trilhdes de
células agrupadas para formar os nossos 6rgaos (7). Existem mais de cem tipos de cancros
(4). Alguns crescem e metastizam rapidamente, outros mais lentamente. A resposta ao
tratamento anti-cancerigeno também difere consoante o tipo de cancro (4,5). A maioria se
enquadra em um dos trés grupos principais: os carcinomas (90% dos casos), que tém a sua
origem nas células epiteliais; os sarcomas (sao raros), que sao tumores sélidos de tecidos
conjuntivos, como musculos, 0ssos, cartilagens e tecido fibroso; e as leucemias e os linfomas
(7% dos casos), que surgem das células formadoras do sangue e das células do sistema

imunoldgico, respetivamente (4).

4.2. Causas e fatores de risco

O cancro é uma doenga genética, isto &, afeta o nosso ADN. As mudangas podem ser
causadas devido a erros que ocorrem a medida que as células se dividem (5). No entanto, ao
contrario do que habitualmente se pensa, sabemos que apenas 10% do risco de desenvolver
cancro provém da informagédo genética herdada dos nossos progenitores, isto significa que
cerca de 90% dos cancros estao relacionados com fatores adquiridos do ambiente, chamados

cancerigenos ou carcinégenos, e dos maus habitos comportamentais (Fig.2) (8), que incluem:

Environment
90-95%
>~
-
N
{@s
&
B Breast C Others
Melanoma 1.8 10-15%
Prostate Testicular Alcohol Dlet
22 86 4-6% 30-35%
Kidney )
25 p
Obesity
Colorectal 10-20%
25 G 3
enes Environment

Thyrold
Lung I 5 |
28 Infections y
15-20%

Multiple myeloma
43

Tobacco

Laryngeal
80 25-30%

Fig.2 - O papel dos genes e do meio ambiente no desenvolvimento do cancro (9)

Agentes cancerigenos fisicos

O cancro pode ser induzido por radiagao, tanto ionizante como né&o-ionizante, tipicamente
proveniente de substancias radioativas como os raios-x usados em ambientes médicos, a

radiagdo gama e a radiagdo solar UV (9).
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Agentes cancerigenos quimicos

S&o um grupo muito heterogéneo de substancias. Incluem-se os componentes presentes no
fumo do tabaco, o consumo crénico de alcool, a poluicdo ambiental do ar externo por
particulas de carbono associadas a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs); a
poluicdo ambiental do ar interno por formaldeido e compostos organicos volateis, como
benzeno e 1,3-butadieno; a poluicdo alimentar por nitratos, nitrosaminas, pesticidas, dioxinas,

aditivos alimentares e outros organoclorados; os metais carcindgenos e metaldides (9).

Agentes cancerigenos bioldgicos

Sao neoplasias associadas a infecgdes. Os virus sdo 0s maiores responsaveis, entre os quais
incluem-se o Virus do Papiloma Humano, Virus de Epstein Barr, Virus do Herpes associado
ao sarcoma de Kaposi, Virus Linfotrépico T Humano 1, Virus da Imunodeficiéncia Humana,
Virus da Hepatite B e Virus da Hepatite C. No entanto, outros microrganismos, incluindo
parasitas, como Opisthorchis viverrini ou Schistosoma haematobium e bactérias, como
Helicobacter pylori, também podem estar envolvidos, agindo como co-fatores e/ou

carcinégenos (9).

Além destes agentes externos conhecidos, outros fatores importantes incluem:

7

O envelhecimento, que € um fator fundamental para o desenvolvimento da doenga. A
incidéncia de cancro aumenta dramaticamente com a idade, provavelmente ocasionado pelo
acumulo de riscos e a tendéncia de os mecanismos de reparacao celular serem menos
eficazes a medida que uma pessoa envelhece (8,10). Mesmo assim, esta doenga pode atingir

qualquer grupo etario, incluindo jovens e criangas (2).

O aumento da modernizagdo, uma dieta pobre e estilo de vida sedentario foram associados
a um aumento da prevaléncia de pessoas com sobrepeso em muitos paises em
desenvolvimento. Os denominadores comuns entre obesidade e cancro também incluem
neuroquimicos; hormonas como fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1),
insulina, leptina; esterdides sexuais; e outras variaveis intrinsecas como a adiposidade, a

resisténcia a insulina e a inflamacg&o cronica (9).

4.3. Alteragoes dos genes no cancro
Os genes podem sofrer varios tipos de alteragdes, que incluem: mutagoes, insergdes,
duplicaces, delegdes, translocacdes e inversdes. E preciso mais de uma mutacdo genética

para que uma célula adquira malignidade. Existem 3 tipos principais de genes que controlam
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o crescimento celular e podem causar o desenvolvimento do cancro quando sofrem mutagdes
(Fig.3) (7). Sao estes:

Oncogenes

Sao genes mutantes que fazem com que as células crescam de forma descontrolada. Os
proto-oncogenes sdo genes normais que controlam o crescimento celular, mas se eles
sofrerem mutacdo, podem transformar-se em oncogenes. Um proto-oncogene geralmente
esta desativado, sendo ativado quando esta a dizer a uma célula para crescer ou dividir. Ao
contrario, os oncogenes estdo sempre ativados - portanto, as células crescem

descontroladamente (7).

Genes supressores de tumores

S&o genes normais que retardam o crescimento e a divisao celular, reparam erros no ADN e
dizem as células quando morrer. Ajudam a proteger-nos contra o cancro. Os genes
supressores de tumor funcionam corretamente quando ativados. Mas, quando esses genes
sofrem mutagdo, sdo desativados. Isto faz com que as células cresgam de forma

descontrolada (7).

Genes de reparacdo de ADN

Corrigem erros noutros genes que podem ocorrer quando o ADN é copiado. Quando estes
sofrem mutagdo, ndo podem corrigir erros presentes nos oncogenes e/ou nos genes

supressores de tumores, e isto pode levar ao desenvolvimento de cancro (7).

Colorectal cancer
- { (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2
Prostate cancer APC, DPC4, Bmpr1, PTEN, MYH)

© (HPC1, TLR1, TLR4, TLR6, TLR9)

Breast & ovarian cancer
(BRCA1 and BRCA2)

Li-Fraumeni syndrome 71
(P53, CHEK2)
Nasopharyngeal cancer
7 (TLR9)
Neurofibromatosis / -

(NF2)

Genetic
Hemangioblastoma  <—
S Cancers

( Malignant melanoma
> (COKNZ)

Chronic myeloid leukemia

,\
Retinoblastoma (ABL BCR)
(RB1)

Pancreatic cancer Burkm lymphoma
(DPC4)
|
Lung cancer

Gastric cancer (SCLC1)

(TLR4) Multiple endocrine neoplasia
(MEN1, RET)

Fig.3 - Genes associados ao risco de diferentes tipos de cancro (9)
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4.4. A carcinogénese e as células cancerigenas

A nivel celular, a carcinogénese €& vista como um processo de varias etapas
envolvendo a alteragéo de células normais que gradualmente progridem para a malignidade,
com capacidade crescente de proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase (Fig.4). A
primeira etapa do processo, a iniciagado, é o resultado de uma alteragdo genética que leva a
proliferacdo anormal de uma unica célula. A segunda etapa ¢é a proliferagédo celular, que leva
ao crescimento de uma populacio de células tumorais clonalmente derivadas. Por ultimo, a

progressao continua a medida que mutagdes adicionais ocorrem (4).
2
Mutation inactivates

tumor suppressor gene

Cells proliferate

Initiation: Promotion Additi Prc:gressi:n d
First driver mutation Clonal expansion J 't?:liam:‘:(ttar:i,tzs an
¥ ¥ Mutation inactivates
DNA repair gene
v .
[ R Mutation of proto-oncogene
: creates an oncogene
3 ‘ | Mutation inactivates
1 i several more
& 34 tumor suppressor genes
> |
| XY
Normal Hyperplasia Mild Carcinoma in situ
dysplasia  (severe dysplasla)

Cancer
(invasive)

Cancer

Fig.4 - O processo cancerigeno: iniciagao, proliferagao e progressdo da malignidade (6)

As células cancerigenas diferenciam-se das células normais por serem menos
especializadas. Enquanto as células normais amadurecem em tipos celulares muito distintos
com fungdes especificas, as células cancerigenas nao (5). Além disto, sdo capazes de ignorar
os sinais que normalmente dizem as células para pararem de se dividir - a inibicdo dependente
da densidade e a inibicdo de contato célula-a-célula, ou que iniciam um processo conhecido
como morte celular programada, ou apoptose, que o corpo utiliza para livrar-se das células

desnecessarias (4,5).

Outra caracteristica fulcral € que podem adquirir a capacidade de replicagdo ilimitada como
resultado da expressdo de altos niveis de telomerase, permitindo-lhes manter as
extremidades dos seus cromossomas, os teldmeros, por um numero indefinido de divisdes
(4). Também produzem fatores de crescimento que estimulam sua propria proliferagao e

secretam proteases que faciltam a invasdo dos tecidos adjacentes (4). Possuem a
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capacidade de induzir a formagdo de novos vasos sanguineos - a angiogénese, que vao
fornecer oxigénio e nutrientes ao tumor, eliminar os seus produtos de degradagao e promover
a metastase. Algumas conseguem evadir o sistema imunolégico e usa-lo para o seu beneficio
(4,5).

As mudangas na forma manifestam-se como desvios do tamanho, formato e orientagao
normais das células (6). As células malignas sdo menos adesivas e mais arredondadas, em
parte porque estdo menos firmemente ligadas a matriz extracelular ou as células vizinhas (4).
As primeiras aberragdes sdo conhecidas como displasia e tornam-se progressivamente mais
pronunciadas, de leve a grave, até que possuem todas as caracteristicas morfolégicas de uma

neoplasia maligna, sendo a mais comum a heterogeneidade célula-a-célula (6).

Deste modo, ao longo do tempo, vao-se formando massas de células doentes que nao
desempenham as suas fun¢des originais: os tumores (8). Estas proliferacées anormais podem
ser benignas ou malignas. Um tumor benigno, permanece confinado a sua localizagao
original, n&o invadindo o tecido normal circundante nem se espalhando para locais distantes
do corpo. Um tumor maligno, no entanto, € capaz de invadir o tecido normal circundante e
metastatizar. Apenas os tumores malignos séo apropriadamente chamados de cancro (4).
Como veremos a seguir, existe uma area circundante a um tumor, sustentada por uma

populagcao heterogénea de células, que é conhecida como o microambiente tumoral.

5. O microambiente tumoral

5.1. O que é o microambiente tumoral?

O conceito de microambiente tumoral (TME) foi indiretamente proposto em 1889 por
Stephen Page na teoria da "semente e solo", apontando que as metastases do cancro
requerem a disseminagéo de células cancerigenas (a "semente") e uma afinidade especial
para o ambiente que estimula o crescimento de 6rgaos especificos (o "solo") (11). Como todos
0s processos evolutivos, a evolugao do tumor é moldada pelo meio (12). Hoje sabemos que
o TME é o ambiente celular no qual o tumor existe (13) e que desempenha fungdes multiplas,
nao apenas na metastizagdo e crescimento, mas também no metabolismo e progresséo do
cancro (11). Resumidamente, é definido como o espago onde fibroblastos associados ao
cancro, células imunoldgicas, moléculas sinalizadoras, matriz extracelular e vasculatura co-
existem com células tumorais (Fig.5) (14,15). Certamente, € um conceito de elevada
complexidade estudado na actualidade pelo papel que desempenha na carcinogénese e na

resisténcia a terapéutica anti-cancerigena.
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Fig.5 - O microambiente tumoral (14)

5.2. Quais sao os constituintes do microambiente tumoral (TME) e o seu papel na
doencga oncolégica?

5.2.1. Constituintes celulares

5.2.1.1. Células cancerigenas

A maioria das células cancerigenas sao consideradas como diferenciadas - isto €,
incapazes de regenerar um tumor por si mesmas ou metastatizar - constituindo a maior parte
da massa tumoral. Infiltradas entre elas, uma pequena percentagem, geralmente de 1-2% do
total, exibe caracteristicas de células estaminais. As células estaminais sdo células nao
especializadas que dao inicio as linhagens celulares porque sao as responsaveis por originar
células especializadas. Na biologia do cancro, as células estaminais cancerigenas (CSC) sao
consideradas de maior risco devido a sua capacidade de autorrenovagao, iniciagao tumoral in
vivo e invasdo para outros tecidos. Em adi¢do, s&o as unicas células do TME capazes de
gerar células tumorais com caracteristicas diferentes. Assim, os tumores podem surgir devido
a mutagdes que ocorrem em ceélulas estaminais normais ou de células diferenciadas que

adquirem caracteristicas semelhantes as das células estaminais (16).

5.2.1.2. Células do estroma
Os tumores sélidos tém uma estrutura que mimetiza os tecidos normais e compreende
dois compartimentos distintos, mas interdependentes: o parénquima (células neoplasicas) e

o estroma (células ndo malignas) que as células cancerigenas induzem e no qual estao
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dispersas (17). As células tumorais recrutam células de suporte do estroma do tecido
endoégeno préoximo para promover etapas criticas na formagao do tumor e, como tal,
constituem um componente importante do TME. A composicdo das células estromais pode
variar significativamente entre os tipos de tumor (18). Em tumores soélidos, o estroma inclui
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e, muitas vezes, células inflamatérias (17). Uma vez
recrutadas para o TME, secretam muitos fatores que influenciam a angiogénese, proliferacao,

invasao e a metastizacao (18).

Fibroblastos associados ao cancro (CAFs)

Entre as células estromais encontradas no TME, os fibroblastos destacam-se (19). Sdo um
grupo celular heterogéneo cujas fung¢des foram pirateadas pelas células cancerigenas e
redirecionadas para a carcinogénese (20). Uma subpopulacao de fibroblastos com fenétipo
miofibroblastico em tumores é distinguida como CAFs (Fig.6) (21). Embora estas células
sejam frequentemente derivadas de fibroblastos residentes do tecido, elas podem ser diversas
em origem, decorrentes de células como adipdcitos, células endoteliais, pericitos, células

estreladas e células estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea (18).

Cell Type Sub-Type Functions

oSMA* Myofibroblasts & MSCs Pro-angiogenic, pro-invasive; support cancer stem cells

Mitogenic, pro-survival, pro-angiogenic, recruit/activate IICs,
pro-invasive, pro-metastatic, metabolic support

Activated Tissue Fibroblasts

Cancer-Assoc. ‘Suppressive actions of incompletely-activated fibrobla:
Fibroblastic
Cells Activated Adipocytes Recruit/activate 1ICs, metabolic support, pro-metastatic

Fig.6 - Diferentes sub-tipos de CAFs e as suas fun¢des no TME (22)

Em comparagdo com os fibroblastos normais, os CAFs superexpressam marcadores
associados a caracteristicas malignas, tais como os receptores do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFRs), a proteina de ativagao de fibroblastos ligada a membrana
- a gelatinase, o FAP-a, a a-SMA e a vimentina (11). No TME, as células tumorais e do estroma
secretam fatores como TGF-3, PGDF e FGF2 para converter fibroblastos em CAFs. Os CAFs
moldam o TME de quatro formas principais: proliferacdo e metastizacdo tumoral,
neoangiogénese, remodelacgao fisica da matriz extracelular e imunossupressdo. Em tumores
de origem epitelial, a transi¢céo epitelial-mesenquimal € uma etapa critica na metastizagéo, na
qual as células epiteliais perdem a polaridade celular e as adesdes célula-a-célula, ganhando
fenotipos migratorios e invasivos. Uma forma de controlarem este processo € por meio da
secrecdo de TGF-B, que € necessario para a transicdo epitelial-mesenquimal e a

angiogénese. Para facilitar a migracao das células malignas, os CAFs secretam MMP-3, que
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degrada a caderina-E para promover a invasao (18). Os fibroblastos tanto sintetizam quanto
degradam componentes da matriz extracelular (20), sendo que, a sua remodelagéo por parte
dos CAFs pode levar a niveis elevados de rigidez do tecido tumoral (12). A matriz extracelular
€ uma fonte importante do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que pode ser
libertado pela MMP-13 para promover a angiogénese (18). Também influenciam o
crescimento, a progressao tumoral e promovem a imunossupressao por meio da produgéo de

quimiocinas e citocinas imunomoduladoras, como o VEGFA, o CXCL12 e a IL-6 (11,18).

Células endoteliais (ECs)

O endotélio vascular € uma monocamada fina de células endoteliais que ajudam a orquestrar
a formacao dos vasos sanguineos (18). O endotélio ndo s6 separa o sangue circulante dos
tecidos, como também fornece oxigénio, nutrientes e medicamentos ao tumor. Para além

disso, é uma rota de saida para produtos residuais metabdlicos e células metastaticas (Fig.7)

(12,18).
Cell Type Sub-Type Functions
Angiogenesis for blood supply of oxygen & nutrients
5 , Produce paracrine trophic factors; recruit 1ICs
Q Endothelial Tip, Stalk, Tube Cells Modulate cancer cell dissemination & seeding
ndothelial Limit CTL and NK/T cell inflammation
s

Fig.7 - Fungdes das células endoteliais no TME (22)

Durante os estadios iniciais do desenvolvimento tumoral, as células cancerigenas dependem
da difusdo passiva para as trocas gasosas e o transporte de nutrientes. Quando os tumores
atingem 1-2 mm? de didmetro, uma concentracado de oxigénio insuficiente e um acumulo de
residuos, o meio torna-se hipéxico e acido. Para superar isto, os tumores desenvolvem o seu
préprio suprimento sanguineo, levando a ativagdo de HIFs. Especificamente, estes fatores
iniciam o brotamento dos vasos, instruindo as células endoteliais a secretar fatores pré-
angiogénicos, como PDGF, EGF e VEGF, principalmente por meio da ativagao das vias Akt
e NF-kB (11,18). De forma autdcrina e paracrina, o VEGF estimula a migracao de células
endoteliais para formar novos lumens de vasos. Em seguida, secretam proteinas para formar
novas membranas basais. Os vasos sanguineos no TME frequentemente ndo conseguem
atingir os estadios finais de maturagao, resultando no vazamento da vasculatura. As células
endoteliais também sao criticas na promog¢éo da migragéo, invasédo e metastizagao de células
malignas. Durante a progressao do tumor, as células endoteliais sofrem EMT para tornar-se
CAFs (18).
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Células estaminais mesengquimais (MSCs)

As MSCs sao compostas principalmente por células do estroma que residem em tecidos
mesenquimais, como medula éssea, cartilagem e tecidos adiposos. Podem diferenciar-se em
varios tipos de células, incluindo ostedcitos, condrécitos e adipécitos. Também, formam o
nicho pré-metastatico para células tumorais que podem promover a quiescéncia das células
cancerigenas e a resisténcia medicamentosa. Mais recentemente, foi demonstrado que
migram em diregao aos locais inflamatorios e se incorporam no tumor. O crosstalk entre MSCs
e células tumorais em varios estadios da progressao do cancro € crucial para a metastizagao
do tumor e promogédo da EMT. Foi relatado que exossomas derivados de células malignas
desencadeiam o crescimento do tumor por meio da indug¢ao da diferenciacdo de MSCs em
miofibroblastos pela ativagéo da via de sinalizagdo SMAD (11). As MSCs séao classificadas
como polimorfonucleares (PMN)-MSCs ou monociticas (M)-MSCs, refletindo as suas
semelhangas com neutrofilos e mondcitos, respetivamente. Em geral, (M)-MSCs e (PMN)-

MSCs séo explicitamente promotoras tumorais (14).

Células estreladas

Sao células quiescentes do estroma de origem mesenquimal localizadas no figado e no
pancreas. Apos a lesdo do tecido, tornam-se ativas, entram no ciclo celular e sdo induzidas a
transformar-se em miofibroblastos. As células estreladas hepaticas estdo normalmente
localizadas nas areas perisinusoidal e portal do figado e podem constituir até 15% da massa
hepatica. O carcinoma hepatocelular é a forma predominante de cancro de figado e as células
estreladas hepaticas funcionam para promover a diafonia no seu TME. Uma molécula de
sinalizagcao chave, TGF-[3, é produzida por carcinomas hepatocelulares e ativa estas células,
que modificam a matriz extracelular e produzem fatores pré-angiogénicos como VEGF e
MMP-2. As goticulas lipidicas s@o estruturas criticas que sdo usadas para produzir nova matriz
extracelular e remodela-la por meio da producido de MMPs. O adenocarcinoma ductal
pancreatico € a forma mais comum de cancro pancreatico, caracterizado pelo seu tecido
fibrético denso, conhecido como desmoplasia. Quando as células estreladas pancreaticas
estdo adormecidas, elas contribuem para a modificagdo da matriz extracelular por meio da
producdo de proteinas como desmina e vimentina e enzimas de degradacgdo. Ativadas,
desempenham um papel critico na promoc¢ao do fendtipo desmoplasico e um microambiente
hipoxico (18).
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5.2.1.3. Células imunolégicas

As células imunes sdo componentes criticos do microambiente do tumor. Dependendo
do contexto, existe uma dicotomia na relagc&o entre as células imunolégicas e o TME: podem
suprimir o crescimento tumoral ou promové-lo (Fig.8). Em termos gerais, enquadram-se em
duas categorias: células imunes adaptativas e células imunes inatas. A imunidade adaptativa
€ ativada pela exposi¢ao a antigénios especificos e usa a memaéria imunolégica para "avaliar"
a ameacga e aumentar as respostas imunoldgicas. Células T, células B e células natural killer
(NK) pertencem a resposta imune adaptativa. A imunidade inata € um mecanismo de defesa
nao especifico que entra em agao horas depois de um antigénio estranho entrar no corpo. As
células que executam uma resposta imune inata incluem macrofagos, neutrdfilos e células
dendriticas (18). Principalmente numa fase inicial do cancro, a resposta imune produzida
pelas células imunolégicas no TME possui caracteristicas anti-tumorais (11). O microambiente
imunoldgico ajuda as células cancerigenas a selecionar as células dominantes para que o
tumor possa progredir mais rapidamente em um ambiente limitado (23). Com a progresséao da
malignidade, o TME vai passar a possuir uma miriade de células imunes pro-tumorais, que
sao as partes essenciais que moldam a supressao imunoldgica do ambiente, possibilitando a
sobrevivéncia das células tumorais e a metastizacdo, promovendo ainda a evasdo da

destruicdo imunoldgica (11).
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Fig.8 - O Impacto das células imunes no microambiente tumoral (18)

Células T

Dentro do TME, existem populagdes distintas de células T que influenciam a tumorigénese

(18), induzindo atividades anti-tumorais e pro-tumorais (19). As células T citotoxicas CD8+
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detetam antigénios tumorais e os direcionam para destruigdo. Além de matar células tumorais,
também suprimem a angiogénese por meio da secrecdo de interferao gama (IFN-y). As
células T CD4+ diferenciam-se em uma variedade de subtipos e, portanto, coordenam uma
ampla gama de respostas imunes dentro do TME. As células T auxiliares 1 (Th-1) sdo células
T CD4+ proé-inflamatdrias que suportam as células CD8+ por meio da secrecéao de IL-2 e IFN-
y. As células T reguladoras (Tregs) normalmente s&o necessarias para suprimir as respostas
inflamatdrias e controlar a autoimunidade (18). Sdo atraidas para o TME por quimiocinas,
como CCL28-CCR10 e CXCL12-CXCR4 (19).

No contexto do TME, as Tregs sao omnipresentes e promovem o desenvolvimento e a
progressao do tumor atenuando as respostas imunes anti-tumorais. Por exemplo, secretam
IL-2, que modula a homeostase e a fungao das células NK (18). Também suprimem a resposta
dos linfécitos T CD8+ contra as células tumorais por secregao de IL-10, IL-35 e TGF- e
favorecem a inducao da expressao de PD-L1 em células tumorais, bloqueando a proliferacéao
e/ou mesmo induzindo a apoptose de células T (19). Além disto, apoiam diretamente a
sobrevivéncia das células cancerigenas por meio da secregédo de fatores de crescimento e
indiretamente por meio da interagdo com células do estroma, como fibroblastos e células
endoteliais. Num tumor, as células imunes (como as células T citotoxicas) sédo distribuidas
homogeneamente, indicando uma resposta imunologica ativa. Alternativamente, alguns
tumores sdo classificados como excluidos da imunidade; nesses casos, as células T estéo
localizadas apenas na periferia do tumor e nao infiltraram o microambiente tumoral.
Finalmente, alguns tumores s&o categorizados como "imuno silenciosos" e carecem
completamente de infiltrados de células imunes, indicando que nao ha resposta imune ao
tumor (18).

Células B

As células B sao responsaveis pela produgao de anticorpos, apresentagao de antigénios e
secrecdo de citocinas. Normalmente, concentram-se na margem dos tumores e sao
commumente encontradas em nédulos linfatico préximos do TME. Em comparagdo com as
células T, relativamente poucas células B infiltrantes sdo encontradas no TME. Estas células
sao importantes na formacao de "estruturas linfoides terciarias", que sao estruturas ectopicas
formadas dentro do TME e permitem uma associagdo proxima entre as células T e B.
Semelhante ao que é visto com as Tregs, as células B reguladoras promovem a agressao do
tumor por meio da producao de citocinas, incluindo IL-10 e TGF-, que promovem fendtipos

imunossupressores em macréfagos, neutréfilos e células T citotoxicas (18).
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Células natural killer (NK)

As células natural killer normalmente patrulham a corrente sanguinea, procurando células
hospedeiras infetadas por virus e células tumorais. Funcionalmente, as células NK podem ser
divididas em duas classes, aquelas que participam diretamente da morte de células malignas
mediada por células e aquelas que secretam citocinas inflamatérias. Sao altamente eficientes
em matar células cancerigenas dentro da circulagdo e podem participar no bloqueio da

metastizagdo, mas sdo menos eficientes para combater dentro do TME (18).

Macrofagos

Os macrofagos sao componentes criticos do sistema imune inato que modulam as respostas
imunoldgicas por meio da fagocitose do agente patogénico e da apresentacéo de antigénios.
Além do mais, sdo essenciais na cicatrizacdo de feridas e reparacdo de tecidos (18). E
fundamental destacar que os macrofagos estao presentes em todos os tecidos e na corrente
sanguinea sao evidenciados como mondcitos (19). Os macréfagos derivados de mondcitos
podem ser categorizados como macréfagos M1 - inflamatérios, que fagocitam e matam
células, ou macrofagos M2 - imunossupressores, que participam na cura de feridas. Embora
ambas as classes de macréfagos possam ser encontradas dentro de um tumor, o TME
promove o fenétipo M2, conhecidos também como macréfagos associados ao cancro (TAMs),
por meio da hipdxia e da secrecao de citocinas, como a IL-4, IL-10 e IL-13 para apoiar o
crescimento e a progressao tumoral (18,19). Também sao recrutados para o tumor como uma
resposta a inflamagéo associada ao cancro (24). Certos tipos de tumor podem ser fortemente
infiltrados com macréfagos, que podem compreender até 50% da massa de um tumor.
Frequentemente, circundam os vasos sanguineos no TME, onde secretam o VEGF e induzem

a formagéo de novos vasos sanguineos (18).

Neutrofilos

Os neutrdfilos constituem até 70% dos leucécitos circulantes e fornecem a primeira linha de
defesa contra muitos agentes patogénicos. No contexto do cancro, podem atuar para suprimir
ou promover o crescimento do tumor, dependendo do tipo e do estadio de desenvolvimento.
Conforme um tumor comecga a crescer, os neutrofilos N1 - inibicado tumoral, sao recrutados
para o TME e promovem a inflamacao por meio da libertacido de citocinas e espécies reativas
de oxigénio que promovem a apoptose das ceélulas tumorais. Posteriormente no
desenvolvimento do tumor, os neutréfilos N2 - promocao tumoral, promovem o seu
crescimento por meio da modificagao da matriz extracelular, libertando VEGF e MMP-9 para

estimular a angiogénese e, em ultima analise, a progresséo do tumor e a invaséo (18).
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Células dendriticas (DCs)

As células dendriticas desempenham um papel critico no sistema imunoldgico. Reconhecem,
capturam e apresentam antigénios as células T em 6rgaos linféides secundarios (como os
nodulos linfaticos). Preenchem uma lacuna entre a imunidade adaptativa e inata para iniciar
as respostas das células T especificas do agente patogénico. Sao inerentemente
programadas para ter uma fungao anti-tumorigénica no corpo, mas o TME pode cooptar as
células dendriticas para apoiar a progressao do tumor. Especificamente, as citocinas
secretadas acionam as células dendriticas para tolerar a presenca de células tumorais e

bloquear a indugédo de uma resposta imune (18).

Células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs)

Representam um grupo heterogéneo de células mieloides imaturas (19), incluindo
granuldcitos prematuros, macréfagos, células dendriticas e precursores mieloides (11), com
potencial imunossupressor das células T e NK (11,19). Esta imunosupresséao esta relacionada
com a indugao da via da arginase, na qual a enzima arginase-1 pode gerar espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, como o oxido nitrico. A indugao desta via leva a deplegao de varios
aminoacidos e também aumenta a expressao da proteina de checkpoint imune PD-L1, que
impede uma resposta imune efetiva contra o tumor. Além disto, estdo associadas a
progressao tumoral e neoangiogénese, por meio da secregdo do VEGF, HIF-1 e bFGF (19).
Diferenciam-se em TAMs sobre condigdes de hipdxia (11). Foi documentado que as MDSCs
sdo atraidas para o TME por algumas moléculas, em especial pelo fator estimulador de

coldnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) (19).

5.2.1.4. Outros tipos de células
Outros tipos de células, como adipdcitos e células neuroenddcrinas, também sao

considerados como importantes reguladoras no desenvolvimento da doenga cancerigena
(11).

Adipécitos

O tecido adiposo € considerado como um 6rgéo endocrino e secretador funcional (11). O
tecido adiposo compreende dois tipos de células, o tecido adiposo branco (WAT) e os
adipécitos (23). Os adipocitos sdo células especializadas dentro do corpo que regulam o

equilibrio energético e sdo responsaveis por armazenar o excesso de energia na forma de

gordura (18). Participam no crescimento e progressao tumoral, numa relagdo dindmica e
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reciproca, através da secrecdo de mais de 50 tipos de citocinas, fatores semelhantes a

hormonas, quimiocinas e reprogramando um microambiente pro-inflamatério (Fig.9) (18,25).

Cancer progression

Cancer cell e - =

ECM e N

Metastatic o Quiescent = :
cell stellate cell . :
4 Activated W . -
~==- Fibroblast #® stellate cell Modified ECM o
CAF Adipocyte Degraded ECM
i i Cytokine/ .
— Enlfiothelial Ia-lc?iglc)::;e growth factor Free fatty acid
cel

Current Biology

Fig.9 - Interagbes entre os adipdcitos e as células estromais presentes no TME (18)

Estes fatores, cuja produgao pode aumentar na obesidade, podem ser cumplices da iniciagao
tumoral (26). O tecido mamario € amplamente composto de WAT, portanto, sdo um jogador
critico no TME do cancro da mama. As células malignas da mama podem estimular os
adipécitos a sofrerem lipdlise, que quebra os stocks de lipidos, tornando os acidos gordos
livres disponiveis para serem absorvidos pelas células cancerigenas, que os utilizam para a
produgdo de energia, a formagdo da membrana celular, moléculas bioativas lipidicas e
exossomas. A leptina € uma hormona importante produzida pelos adipécitos que promove a
progressao tumoral diretamente, por influenciar a proliferagao de células do cancro da mama,
e indiretamente, pela ativacdo de macréfagos. Os adipdocitos também desempenham um
papel importante na modificagdo da matriz extracelular por meio da secregcao de
metaloproteases, como MMP-1, MMP-7, MMP-10, MMP-11 e MMP-14. O tecido adiposo pode
promover a metastizagao, por exemplo de células malignas da mama para o figado e os

pulmdes por meio de sinalizagao paracrina (18).
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Células neuroenddcrinas (NE)

As células NE estao distribuidas por todo o organismo normal e existem em tecidos incluindo
o hipotalamo, glandula pituitaria anterior, timo, glandula tiroideia (células secretoras de
calcitonina), peito e ilhéus pancreaticos. Em quase todos os tumores exercem a fungao de
pré-proliferagdo gerando e secretando multiplos neurotransmissores, tais como:
cromogranina A, polipéptido cromofilico e polipéptido vasoativo; eventualmente influenciando
e regulando a fungdo do sistema imunoldgico, como a viabilidade das células NK e a

capacidade pro-metastica através destes neurotransmissores (11).

5.2.2. Constituintes extracelulares

Matriz extracelular (EMC)

A matriz extracelular € uma rede tridimensional nao celular, composta por uma grande colegéo
de componentes bioquimicamente distintos, incluindo colageno, elastina, fibronectina,
lamininas, proteoglicanos e outras glicoproteinas e polissacarideos com diferentes

propriedades fisicas e bioquimicas (11,13).

N&o s6 pode fornecer um suporte fisico para todas as células no TME, mas também uma
abundancia de fatores de crescimento fundamentais (13). Os tumores sélidos contém grandes
depositos de EMC que constituem até 60% da massa tumoral. Grandes depésitos de
colagénio, juntamente com uma alta porcentagem de infiltracdo de fibroblastos, resultam em
desmoplasia. Muitas células dentro do TME secretam componentes da EMC, embora os CAFs
sejam a fonte predominante. As MMPs sao proteases que quebram as proteinas da EMC e
sao criticas na sua remodelagéo para promover a progresséo tumoral e a metastizagao (18).
In vitro, um modelo 3D indicou que a heterogeneidade da ECM é crucial para controlar
comportamentos invasivos de células coletivas (27). Também serve como depdsito de
citocinas e fatores de crescimento, que sao libertados por proteases. Por exemplo, a matriz
extracelular pode ser um depésito para fatores pré-angiogénicos, como VEGF, FGF, PDGF,
TGF-B (18).

Considerando as suas propriedades fisicas, a ECM tumoral € mais abundante, mais densa e
mais rigida. Estas alteracbes podem afetar negativamente a resposta a terapia contra o

cancro de varias maneiras (Fig.10) (28).
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Fig.10 - Como a ECM tumoral afeta a eficacia dos tratamentos sistémicos: A) Um acumulo
excessivo de ECM, que histolégicamente encapsula grupos de células tumorais, pode atuar
como uma barreira de difusao, protegendo as células cancerigenas dos agentes terapéuticos.
B) Em adicdo, a barreira prejudica a difusao de oxigénio, nutrientes e metabdlitos. O aumento
da hipdxia e do stress metabdlico levam a ativacao das vias anti-apoptéticas e de resisténcias
medicamentosas pela expressdao aumentada das bombas de efluxo ABCs. C) Os contatos
célula-ECM e o aumento da rigidez do tecido podem contribuir diretamente para a
quimiorresisténcia tumoral por meio das vias de sinalizagéo da integrina e FAK. Aumentando
a pré-sobrevivéncia, reduzindo a resposta apoptoética e evitando a paragem do ciclo celular
quando confrontadas com danos induzidos pela quimioterapia. D) Finalmente e da mesma
forma, os sinais de CD44/HMMR induzidos por hialuronano podem levar a EMT. O estado
mesenquimal € caracterizado por tragos quimiorresistentes, que incluem, ndo apenas a
regulagdo positiva dos transportadores ABCs e a proliferagdo reduzida, mas também a
ativacdo do metabolismo celular (citocromo p450) que melhora a desintoxicagdo. A EMT
também parece aumentar a sintese de colageno, e a produ¢do de enzimas reticulares nas
células tumorais resultando num ciclo vicioso em que a ECM densa induz a EMT que

novamente leva ao acumulo de mais ECM (28).

Vesiculas extracelulares (EVs)

Sé&o vesiculas envolvidas em membrana, incluindo exossomas, microvesiculas e corpos
apoptoéticos, sendo omnnipresentes nos tecidos humanos e no sistema de circulagao (11).

Surgiram como mediadores criticos do crosstalk entre o tumor e as células do TME por
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transportar varias moléculas biologicamente ativas (Fig.11), que podem promover a iniciagéo

e progressao tumoral (29), bem como regular as principais vias de sinalizagado no TME (30).

Fig.11 - Moléculas, citocinas e fatores de crescimento celular secretados no TME (35)

Exossomas

Sao vesiculas que variam em tamanho de 30—-200 nm. O seu conteudo reflete as células das
quais foram derivados, incluindo proteinas, ARN, ADN e lipidos. Dentro do TME, os
exossomas tumorais (TE) desempenham um papel critico na facilitagdo do dialogo cruzado
entre as células cancerigenas e as células do estroma. Funcionalmente, foi demonstrado que
promovem a inflamagéao, progressao do tumor, angiogénese e metastizagéo (18, 31). Os TE
podem induzir a apoptose de células T, ajudando no escape imune de células tumorais (31).
As condicoes de hipdxia parecem exacerbar a producao de exossomas pelas células tumorais
e promover a transi¢cado das células do estroma em CAFs (18). No entanto, podem estimular
células imunes contra o tumor por meio dos seus antigénios enddégenos associados ao tumor
(TAA). Assim, dependendo da carga e da origem, os TE também podem estimular a resposta
imunoldgica anti-tumoral, abrindo caminho para o uso de exossomas na terapia imunolégica
(31).

Redes vasculares

As redes vasculares sanguineas e linfaticas tém papéis diferentes durante os estadios da
tumorigénese (23). Elas atuam como pontes que interligam o tumor com o resto corpo. Por

um lado, os vasos sanguineos fornecem oxigénio e nutrientes para o tecido tumoral, eliminam
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produtos de degradacéao e participam na metastizagao (4,5,11,12,18). Por outro lado, a rede
linfatica representa mais uma possivel rota para a disseminagdo sistémica (11). Na
progressao tumoral, uma das principais fungbes destas redes € ajudar as células malignas a
escapar da vigilancia imunolégica. As medidas de fuga sao divididas principalmente em duas
categorias: diretamente, o microambiente linfatico enfraquece ou elimina a fungdo normal das
células imunolégicas. Por exemplo, as MDSCS e as DCs imaturas nos nodulos linfaticos
sentinela (SLNS) podem restringir o funcionamento normal das células T (23). Indiretamente,
por meio da remodelagédo das ECs vasculares que afeta o acesso das células imunoldgicas

aos nodulos linfaticos (11,23).

6. Fatores induzidos no microambiente tumoral envolvidos na carcinogénese e nas
resisténcias terapéuticas

6.1. Acidose e metabolismo alterado

Na década de 1920, Otto Warburg descreveu pela primeira vez o fenémeno no qual
as células cancerigenas exibiam um metabolismo alterado, obtendo energia da glicolise a
taxas desproporcionalmente altas, em detrimento da fosforilagdo oxidativa, mesmo em
condi¢des aerodbias (efeito de Warburg) (32). E por qué? As células cancerigenas nao utilizam
a via mais eficiente porque nao podem. Uma das primeiras observagdes sobre a regulagao
do metabolismo glicolitico no cancro foi que a glicose suprime a respiragéo e a fosforilagéo
oxidativa das células malignas (efeito de Crabtree). As células tumorais t€m um numero
relativamente pequeno de mitocéndrias com diferentes disfungdes, que contribuem para o
efeito de Warburg. Se as mitocdndrias estiverem danificadas ou senescentes como resultado
da caréncia em oxigénio e mutacdes do seu mtADN, as células irdo naturalmente procurar
outras vias. Curiosamente, a deplecdo do mtADN esta associada ao desenvolvimento de
resisténcias a multiplos medicamentos (33). A fim de compensar a ineficiéncia na produgao
de ATP, as células tumorais aumentam o metabolismo da glicose regulando transportadores
e enzimas essenciais. Por meio da glicolise aerdbia, a glicose é convertida em acido latico em
vez de didxido de carbono como subproduto (32). O efeito de Warburg, é considerado como
sendo um fendtipo metabdlico proeminente do cancro (34). A energia também pode ser
derivada da via glutaminolitica, onde a glutamina é metabolizada em vez da glicose. De ambas
as vias, grandes quantidades de acido latico s&o produzidas e, posteriormente, libertadas no
TME. Esta produgdo excessiva e constante resulta num microambiente &cido. As
concentragcdes de acido latico no TME podem ser téo altas quanto 10-30 mM, enquanto a
concentragédo em condigdes fisioldgicas normais é de cerca de 1,5-3,0 mM. O pH pode ser
tdo baixo quanto 6,0-6,5. O acido latico e o microambiente acido tém efeitos generalizados,

estimulando a angiogénese pelo aumento da expressédo de VEGF, a invasao local de células
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malignas, a metastizagao e alguns mecanismos chave de escape imunoldgico, que desarmam
as células imunoldgicas no TME (Fig.12) (32). Este comprometimento pode ser mediado por
exossomas tumorais que tém a capacidade de interagir com varios fatores e modificar o

fendtipo das células receptoras (31).
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Fig.12 - Mecanismos moleculares pelos quais o acido latico modula as respostas das células
imunoldgicas: A) As elevadas concentragdes de acido latico no TME interrompem o gradiente
[H+] entre as células T e o ambiente, reduzindo a exportacdo de acido mediada pelo
transportador de monocarboxilato 1 (MCT1) das células T. Isto inibe a proliferacéo de células
T efetoras. B) O acido latico atua como um regulador epigenético e induz a polarizagdo de
macrofagos M2 por meio da reprogramagao epigenética. Liga-se diretamente aos locais de
latilacdo da lisina histona (Kla) para direcionar a transcricdo do gene a jusante, induzindo
assim a polarizagdo e aumentando as vias biolégicas independentes da inflamagéo. C)
Também atua como uma molécula de sinalizagédo. O receptor acoplado a proteina G GPR81
€ um receptor de acido latico encontrado em células do sistema imunoldgico e cancerigenas.
A sua ativagdo nestas ultimas promove a proliferagdo, resisténcia a medicamentos e
expressao aprimorada de PD-L1. A sua ativagdo nas DCs esta associada a diminuicao dos

niveis de cAMP, IL-6, IL-12 e apresentagao suprimida de antigénios (32)
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6.2. Hipoxia

Durante o desenvolvimento de tumores soélidos, uma grande quantidade de nutrientes
e oxigénio é consumida devido a rapida proliferagdo das células tumorais (35). Quando a taxa
de consumo de oxigénio excede a sua taxa de fornecimento pela circulagdo, a hipdxia
desenvolve-se (36). Na presenca baixos niveis de oxigénio, que variam entre 1%-2%,
podendo ser inferiores (37), as células adaptam-se por meio da via do fator induzivel por
hipoxia (HIF) (38). O HIF € um fator de transcrigao dimérico composto pelas subunidades HIF-
1a ou HIF-2a e HIF-1B/ARNT (35). Entre sua miriade de efeitos estimula a glicélise anaerdbia
(38) e inibe a respiracdo mitocondrial (33), uma vez que nestas novas condigdes com déficit
de oxigénio, as células tumorais sofrem reprogramagado metabdlica com contribuicdo do
oncogene RAS, que altera a expressao de proteinas relacionadas com a glicélise, como o
transportador GLUT1, as enzimas glicoliticas LDHA e PKF, aumentando a captagéo de glicose

para promover o seu crescimento. Também promove a angiogénese (Fig.13) (33,35).
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Fig.13 - O papel da hipdxia na angiogénese tumoral: A) Em condigdes normodxicas, HIF-1a e
HIF-2a sao hidroxilados por PHDs e FIH-1. Posteriormente, o pVHL pode reconhecer e
ubiquitinar HIF-1a/HIF-2a hidroxilado e degrada-los por meio da degradagdo mediada por
proteossomas. B) Em condigbes de hipoxia, a inativagdo de FIH-1 e PHDs impede a
hidroxilagdo de HIF-1/HIF-2a, diminuindo a ligagdo de HIFa-VHL e promovendo a formagao
de dimeros de HIFa-HIFf que entram no nucleo para ativar alvos a jusante. HIF-1a/HIF-2a
pode ativar EphA1, ANGPT, VEGFA, VEGFR1 e outros genes relacionados com a
angiogénese. Alternativamente, HIF-1a/HIF-2a pode ativar Claudina-4, Vimentina, LOXL2,

Twist1, VE-caderina para promover mimetismo vasculogénico (35)
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Foi demonstrado que a hipdxia leva a resisténcia e supressao imunoldgica. Alguns dos efeitos
imunossupressores incluem: 1) libertagao de moléculas de reconhecimento imunolégico por
hipéxia tumoral, o que resulta na diminuicdo da sensibilidade a morte mediada por células T
e NK; 2) inibigdo tanto da maturacao de células T e dendriticas como da produgéao de citocinas;
3) e promogao de células supressoras, como Tregs € TAMs, que bloqueiam as células
efetoras do sistema imunoldgico. Portanto, ha uma importancia crescente do fenétipo hipéxico
das células do estroma e do sistema imunoldgico no TME, tornando-as como novos potenciais
alvos na luta contra o cancro. As células hipdxicas sdo mais agressivas e invasivas com
melhor capacidade de metastizar. Mecanisticamente, a hipdxia influencia o comportamento
migratério das células cancerigenas pela via da EMT, uma trans-diferenciacéo das células
para adquirir habilidades plasticas e mdveis, num processo que altera sua expressao genica
antes da migracéao (37), induzindo a expressao de marcadores, como N-caderina, slug, snail

e vimentina, e aumentando a produgdo de MMPs que promovem a metastizagao (35).

6.3. Transigao epitelial-mesenquimal (EMT)

A EMT refere-se ao processo pelo qual o fenétipo mesenquimal é adquirido pelas
células epiteliais, principalmente através da reducao das aderéncias intracelulares e da
capacidade proliferativa. Fisiologicamente, é observado durante a embriogénese, o
desenvolvimento de tecidos, a cicatrizagao de feridas e a carcinogénese. Durante o processo,
as células epiteliais passam por uma série de reagdes bioquimicas que eventualmente levam

a alteragdes na sua morfologia (Fig.14) (39).

Epithelial phenotype Mesenchymal phenotype

K=+ ¥ 4 g8 o > S
o ° ® @ pe — Transitional . 2 \.—2\
. - phenotype LS <~

- . .

. o
. \ \5 N
e ‘s o)\
. /! N
E-codherin Cytokerofing o= N-codherin >SMA
L<cotenn Entachn Virmanhn Slug

Twist

Epithelial markers Mesenchymal markers

Clowdins Syndecon Fibronectin

Ocduding MUCT 5100A4 Bcotenin

0.1 Lominin Lominin O-codherin

Desmoplakin Collogen /11 Syndecan-1
Sno

Fig.14 - Transicao epitelial-mesenquimal (39)

Existem diferentes indutores da EMT, incluindo o TGF-B, o TNF-a e as vias moleculares
Notch, Hedgehog e Wnt. Estes estimulos induzem a transigdo por meio da regulagao positiva

de fatores de transcricdo, que promovem a perda da polaridade celular destruindo jungdes
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estreitas e degradando moléculas de adesao, como a E-caderina (40). Todo o citoesqueleto
sofre reorganizagao, os contatos célula-a-célula sao gradualmente prejudicados, e as células
mudam para uma forma mais alongada (39). A resposta mével das células tumorais esta
associada a biogénese de varios tipos de projec¢des celulares, incluindo bolhas, pseuddpodes,
lamelipddios, filopodes e citonemas. A funcéo destas proje¢cdes na migragao celular depende
criticamente da complexa maquinaria do citoesqueleto. A motilidade e a migragdo sao
induzidas por duas formas basicas de estimulagdo quimica, isto €, a quimiocinese (motilidade
aleatdria induzida) e quimiotaxia (motilidade dirigida induzida) (41). Nao s6 isto, mas também
perdem a expressao dos seus marcadores epiteliais caracteristicos, ao adquirir a expressao
de proteinas mesenquimais, aumentando a motilidade celular e a capacidade de invadir
tecidos circundantes (42). Curiosamente, a EMT é um processo reversivel - as células
tumorais que obtiveram um fendtipo mesenquimal podem re-adquirir as caracteristicas

epiteliais anteriores (39).

6.4. Angiogénese

Uma caracteristica fundamental do cancro é sua capacidade de estimular a
angiogénese, que consiste na formagao de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes
em resposta a sinais quimicos secretados por, uma ferida ou um tumor, por exemplo (43). Os
vasos normais exibem um padréo de ramificagdo organizado e hierarquico de artérias, veias
e capilares. Em vasos saudaveis, as células endoteliais sdo sustentadas pela membrana
basal e uma cobertura de pericitos e estdo fortemente conectadas por jungbes célula-a-célula
estaveis (Fig.15). Por outro lado, os vasos tumorais exibem uma rede desorganizada
caracterizada por ter um fluxo sanguineo reduzido, onde ha ruptura das jung¢des das ECs,
perda dos pericitos € aumento do vazamento, resultando no aumento da hipéxia tecidular e
intravasamento das células tumorais. Além disto, a membrana basal das ECs tumorais é
anormal e de espessura variavel (Fig.15) (44). O processo angiogénico é dividido nas
seguintes etapas: fatores proé-angiogénicos sao inicialmente secretados no liquido extracelular
para ativar as ECs. Estas células migram ao longo do gradiente de concentragcdao destes
fatores e fixam-se aos vasos sanguineos para formar uma rede vascular funcional. Os
capilares sanguineos no tecido normal sofrem expansao sobre condigdes isquémicas ou
hipéxicas, resultando num aumento acentuado da permeabilidade capilar e exsudacio de
fibrina. Simultaneamente, a ativagdo da colagenase e a rutura da membrana basal podem
promover a remodelacdo da ECM. Além do mais, os fatores angiogénicos induzem a
proliferacdo das ECs, e novas ECs sdo organizadas em estruturas tubulares para formar

novos vasos tumorais (35).
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Fig.15 - Comparagao entre a vasculatura normal (a) e a tumoral (b); O mimetismo

vasculogénico conformado por uma rede de células tumorais (e) (44)

Outra forma de angiogénese encontrada em tumores € o mimetismo vasculogénico (Fig.15).
Esta é a capacidade das células tumorais de formarem estruturas tubulares semelhantes as
formadas pelas células endoteliais sobre a influéncia de estimulos externos. Os eritrocitos
estao presentes no lumen destas estruturas tubulares. Além do mais, estes tecidos tubulares
podem ligar-se aos vasos sanguineos endoteliais para formar uma rede vascular completa. O
mimetismo vasculogénico pode acelerar a formagao de novos vasos sanguineos (35). Como
ja foi mencionado previamente, a neovascularizagédo tumoral fornece nutrientes e oxigénio as
células tumorais, remove o0s residuos metabdlicos e promove a metastizacéo
(4,5,11,12,18,35). Nao sé isto, como também é responsavel por causar imunossupressao
tumoral ao inibir a maturagado das DCs e a apresentagcdo de antigénios, o recrutamento de
células imunossupressoras € a inibicdo da atividade de células T citotoxicas. Mesmo assim, a
neovascularizagdo do tumor € imatura e a falta de adesédo das células murais leva a
hiperpermeabilidade vascular do tumor, ma perfuséo e hipdxia. Ja sabemos que aumento da
falta de oxigénio acelera ainda mais o crescimento tumoral e o processo de metastizagao
(33,35).
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6.5. Metastizagao

Na maioria das vezes, o cancro metastatico ndo pode ser curado. Por causa disto, a
metastase é a principal causa de mortalidade por cancro (mais de 90% dos casos) (45).
Apenas recentemente, a atengao foi chamada para o fato de que as células cancerigenas em
metastase adaptam selectiva e dinamicamente o seu metabolismo em cada etapa da cascata
metastatica (Fig.16). Além disto, muitas metastases apresentam caracteristicas metabdlicas
diferentes em comparagdo com os tumores de onde se originam, permitindo a sobrevivéncia
e o0 crescimento no novo ambiente (46). A metastizagdo € o processo que envolve a
translocacdo de células cancerigenas do TME primario para locais distantes (18). E o teste
definitivo da “sobrevivéncia do mais apto” para as células tumorais, pois apenas uma pequena
fragdo pode superar os inumeros obstaculos que encontram durante a sua viagem, tais como

a morte por células imunoldgicas, anoikis e o stress por cisalhamento de fluidos (47).
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Fig.16 - Principais etapas no processo de metastizagao e os seus efetores (48)

O processo pode ser segmentado nas seguintes etapas: 1) as células malignas invadem
localmente através da matriz extracelular circundante e das camadas de células estromais,
2) intravasam no lumen dos vasos sanguineos, 3) sobrevivem aos rigores do transporte
através da vasculatura, 4) extravasam para o parénquima de tecidos remotos, 5) sobrevivem
nestes microambientes estranhos, a fim de formar micrometastases, e 6) reiniciam os
programas proliferativos em locais metastaticos, gerando assim crescimentos neoplasicos
macroscopicos, clinicamente detectaveis (a etapa muitas vezes referida como a “colonizagao

metastatica”). Muitos destes eventos complexos s&o orquestrados por vias moleculares que
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operam dentro das células do carcinoma. E importante ressaltar que as interagdes entre as
células neoplasicas e as nao neoplasicas também desempenham papéis vitais em toda a
cascata de invasdo-metastase (48). A plasticidade metabdlica, isto €, a capacidade de usar
diferentes nutrientes (49), ndo € apenas caracteristica das células malignas, mas também um
fendbmeno comum em células ndo malignas. Dentro de um tumor primario em proliferacao,
esta reconfiguragéo é direcionada a um programa anabdlico para sintetizar proteinas, lipidos
e nucleotideos (50). Ao longo da cascata, o metabolismo pode ajustar-se de acordo com as
demandas celulares e adaptar-se para imitar o das células saudaveis ao seu redor (50,51),
mecanismo que é conhecido como flexibilidade metabdlica, ou seja, a capacidade de
processar 0 mesmo nutriente de maneira diferente (49). Durante a metastase, as células
encontram-se na fase do ciclo celular GO/G1 e, como consequéncia, a demanda de energia
para sintetizar macromoléculas é baixa. Na disseminacéao, o catabolismo de nutrientes ndo é
usado para a proliferacdo, mas em vez disso, pode ser explorado para sobrevivéncia e

mobilidade celular (50).

A maioria dos carcinomas pode invadir outros 6érgaos por meio da "invasdo coletiva".
Alternativamente, as células individuais utilizam o programa de "invasdo mesenquimal®
dependente de integrinas, proteases e fibras de stress ou o programa de "invasdo amebdide"
dependente de integrinas, proteases, fibras de sfress e Rho/ROCK (48). Uma vez na
circulagao, as células tumorais circulantes (CTCs), que viajam como células individuais ou
como aglomerados multicelulares, rapidamente se associam as plaquetas, numa interagao
qgue é desencadeada pelo Fator Tissular exibido a superficie das CTCs e que contribui para a
metastizagdo. Mais especificamente, as plaquetas aderidas podem prevenir o
reconhecimento das células tumorais e a lise pelas células NK. Este efeito pode ser mediado
por fatores soluveis derivados de plaquetas, incluindo TGF-g e PDGF que inibem a atividade
das células NK e, muito possivelmente, protegem-nas fisicamente por meio da formagéo de
capas em torno das CTCs e a deposicéo de fibrinogénio (52). Em adigéo, esta associagéao

contribui para o abrigo das for¢as de cisalhamento (47,48,52).

A perda de contato com os componentes do TME também desencadeia a apoptose, que é
denominada anoikis. Este fendmeno é induzido pelos receptores de morte celular Fas ou
TNFR1 e as vias apopototicas mediadas por mitocéndrias. Os primeiros ativam a caspase-8,
levando a clivagem e ativagao da caspase-3. Entretanto, as proteinas BH3, ou seja, Bim e
Bad, promovem a ativagédo do complexo Bax-Bad nas mitocOndrias, e consequentemente,
ativam as caspases para desencadear a apoptose. No entanto, as células metastaticas
desenvolveram uma variedade de vias para resistir a morte celular. O receptor cinase B da
tropomiosina (TrkB), € um potente inibidor de anoikis e promotor de metastizagdo. As CTCs

também se protegem modulando o microambiente. Os tumores regulam o status de ROS no
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TME para acionar as vias de pro-sobrevivéncia de PI3K/PKBa e ERK para promover
resisténcia ao anoikis. Além do mais, as células tumorais também escapam do processo
recrutando CAFs, que secretam proteinas de ligagdo ao IGF-1 para estabilizar a proteina anti-
apoptética Mcl-1(47). Quando alojadas na microvasculatura de 6rgaos distantes, as CTCs
podem iniciar o crescimento intraluminal e formar uma microcol6nia que eventualmente rompe
as paredes dos vasos circundantes, colocando assim as células tumorais em contato direto
com o parénquima do tecido. Alternadamente, as células metastaticas podem cruzar o lUmen
dos vasos para o parénquima do tecido, penetrando na célula endotelial e nas camadas de
pericitos que separam o lumen dos vasos do microambiente estromal, um processo conhecido
como extravasamento. A fim de superar as barreiras fisicas dos tecidos com baixa
permeabilidade intrinseca, as CTCs secretam fatores que induzem a hiperpermeabilidade
vascular, entre os quais: VEGF, Angptl4, EREG, COX-2, MMP-1 e MMP-2, que levam a

ruptura das jungdes célula-a-célula (48).

Por ultimo, a capacidade das células tumorais disseminadas de escapar da dorméncia e
comegar a proliferacéo ativa pode depender de mecanismos celulares ndo autbnomos que
sao necessarios para converter microambientes estranhos em nichos mais hospitaleiros. Por
exemplo, o crescimento pode depender da ativagdo e mobilizagao para a circulagao de células
derivadas da medula 6ssea e do seu recrutamento subsequente para o local metastatico;
nalguns casos, estes processos podem ser estimulados por sinais sistémicos como OPN ou
SDF-1. E importante ressaltar que, embora uma proporcéo substancial de células tumorais
extravasadas com sucesso ndo tenha sobrevivido inicialmente nos novos locais para gerar
micrometastases, o processo subsequente de colonizagéo é ainda mais ineficiente, talvez em
varias ordens de magnitude. Coletivamente, a evidéncia converge para a conclusdao que a
colonizagdo metastatica frequentemente representa a etapa limitante da cascata de invaséao-

metastase (48).

7. Aplicagoes do microambiente tumoral na terapia oncolégica

Os tumores sao apropriadamente denominados como "feridas que nunca curam” (53).
A quimioterapia é a terapia anti-cancerigena lider a nivel mundial, frequentemente combinada
com cirurgia, ou cirurgia e radioterapia, dependendo do estadio do tumor. Desde a descoberta
de varias mutagdes importantes que contribuem para a carcinogénese (Fig.3), estas tém sido
amplamente utilizadas como alvos para o desenvolvimento de medicamentos mais seletivos
para combater o cancro. Apesar da sua eficacia, as resisténcias a multiplos medicamentos
tem aumentado, o que muitas vezes resulta na recidiva do tumor e na baixa qualidade de vida

para os doentes. A pesquisa terapéutica tem-se concentrado nas células tumorais, embora
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cada vez mais frequentemente o efeito do TME tenha demonstrado desempenhar um papel
fundamental na progressao do tumor e nas resisténcias. Compreender os principais eventos
que ocorrem no TME que suportam o crescimento do tumor primario e como impactam a
modulacdo do ambiente é de extrema relevancia para auxiliar na definicdo de terapéuticas

eficientes (54).

Um dos objetivos das terapias contra o cancro € eliminar as células transformadas ou, pelo
menos, converté-las num estado n&o proliferativo inofensivo (12). Dado o potencial de re-
educar a natureza do TME em dire¢ao a uma imunidade anti-tumoral, nos ultimos anos, muitos
esforgos tém sido dedicados para projetar novas estratégias eficazes capazes de atuar tanto

nos componentes imunolégicos, como os ndo imunes do TME (Tabela 1) (55).

Tabela 1 - Algumas estratégias terapéuticas oncolégicas com diferentes abordagens que tem

em consideracao a importancia do TME.

Estratégia Definigcéo

Terapéutica

Inibidores do ponto | Bloqueio das vias CTLA-4 e PD-1/PD-L1. O bloqueio de CTLA-4
de controlo | permite a ativagao e proliferagcéo de células T especificas de tumor e
imunologico (ICls). | reduz a imunossupressao mediada pelas Treg. O bloqueio da via PD-
1/PD-L1 restabelece a atividade de células T especificas de tumor

quiescentes e estimula a migragao e proliferacéo de células T.

Tipos de cancro: Melanoma metastatico, linfoma de Hodgkin, cancro
de pulméo de células ndo pequenas, carcinoma escamoso de cabeca

€ pescoco, carcinoma de células de Merkel, entre outros.

Vacinas contra o | Uma vez que uma das principais caracteristicas do TME ¢é a
cancro, especificas | desregulacédo das DCs, muitas vezes sendo incapazes de sofrer
para as DCs. diferenciagao, ativagdo e apresentagao de antigénios corretas, as
vacinas baseadas em DCs representam uma abordagem terapéutica
promissora para estimular a imunidade anti-tumoral. As DCs sao
colhidas de doentes por leucaferese, maturadas ex vivo e carregadas

com antigénios tumorais (tais como: proteinas, ADN, mARN, lisados

ou células tumorais) antes da reinfusao nos doentes. No TME, as DCs
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apresentam os antigénios tumorais as células T especificas de tumor,

resultando na ativacao e expansao de células T.

Dado o forte componente da angiogénese tumoral no escape
imunoldgico ao nivel do TME, a combinagdo destas vacinas com
terapias anti-angiogénicas esta a ser explorada. Do mesmo modo,
muitos estudos estdo a desafiar a utilizagdo das vacinas DCs com
ICls com o objetivo de direcionar sinais imunoldgicos
complementares, para melhorar a atividade das células T especificas

de tumor que infiltram no TME.

Tipos de cancro: Cancro HPV-16+ (vacina ISA101),
adenocarcinoma do pancreas (GVAX-Pancreas NCT00084383),

entre outros.

Terapias
células CART.

com

Aterapia celular baseada no uso de células T do receptor de antigénio
quimérico (CAR), representa o tratamento personalizado mais novo e
promissor para doentes com cancro. As células CAR T carregam
receptores de fusdo construidos modularmente que reconhecem
antigénios especificos em células cancerigenas; apos a ligacao, os
dominios de sinalizagao intracelular induzem cascatas de transdugéo
de sinal estimulando atividades de células T anti-tumorais. Nalguns
tumores nao sélidos os resultados obtidos foram bastante favoraveis.
Infelizmente, o uso desta terapia nao alcanga resultados igualmente
bons para a cura de tumores sodlidos, principalmente devido: (i) a
complexidade na sele¢ao antigénios especificos para direcionar de
forma eficiente as células tumorais, evitando a toxicidade de
reatividade cruzada, (ii) dificuldades das células CAR T para penetrar
no TME, superando assim as suas caracteristicas intrinsecas
imunossupressoras, e, (iii) a manutencao da eficacia e persisténcia.
A identificagdo de neo-antigénios alvo unicos é absolutamente

necessaria para atingir com eficiéncia as células dentro do TME.

Novas células CAR T (CARs duplos ou tandem) foram projetadas
para reconhecer dois antigénios ao invés de um, para cobrir melhor a
distribuicao heterogénea de antigénios cancerigenos. A este respeito,
as células CAR T que expressam HER2 e mucina 1 mostraram
resultados promissores em estudos pré-clinicos do cancro da mama,

enquanto as células CAR T direcionadas a HER2 e IL-13Ra2 foram
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mais eficazes do que as direcionadas a apenas um antigénio num
modelo de glioma pré-clinico CD19/CD20. E importante ressaltar que
os ensaios clinicos com CAR T duplo direcionado a CD19/CD20 e

CD19/CD22 estao atualmente em execucéo.

A combinagdo com terapias anti-angiogénicas visando VEGF ou
outros receptores endoteliais, como CD276 ou endotelina B, pode
representar uma boa opg¢ao para superar a baixa infiltracdo das
células CAR T no TME. No entanto, a combinagéo mai eficaz € com
ICIs que demonstraram uma melhora significativa da persisténcia das
células CAR T no tumor devido a reversdo dos sinais ambientais

imunossupressores.

Tipos de cancro: Leucemia linfoblastica aguda de células B e linfoma,
cancro de célon, melanoma e glioblastoma multiforme, cancro da

mama, entre outros.

Nanoparticulas As nanoparticulas sdo vantajosas em relagdo aos sistemas
transportadoras de | tradicionais de distribuicdo medicamentosa. Em primeiro lugar, tém
medicamentos. elevada capacidade de ajuste, de modo que podem ser projetadas
para diversos tamanhos, formas e fungbes. Podem ser carregadas
com varios medicamentos e modificadas com ligandos celulares
especificos (DCs, TAMs, CAFs), alcangando assim a entrega
direcionada e simultdnea de agentes terapéuticos, protegendo-os da
degradacgao ou agregagao, em resposta a estimulos encontrados no
TME (pH, hipdxia). Em segundo lugar, tendem a acumular-se no
tumor mais do que no tecido normal por causa do vazamento da
vasculatura e da drenagem linfatica danificada, ou seja, o efeito EPR,
0 que reduz os efeitos fora do alvo e, consequentemente, a

toxicidade.

Tipos de cancro: cancro de préstata, cancro do pancreas, entre

outros.

8. Conclusao
Ndo ha duvidas que o microambiente tumoral desempenha um papel fundamental
desde a carcinogénese até a metastizagao e o desenvolvimento de resisténcias terapéuticas

nas doengas cancerigenas. A sua composicdo varia entre os tipos de tumor, mas as
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caracteristicas marcantes incluem células imunes, células do estroma, vasos sanguineos e

matriz extracelular.

Neste nicho dindmico, as células tumorais conseguem mudar o seu fendtipo e adquirir
propriedades funcionais que as tornam progressivamente mais mortais e que sao
consideradas como hallmarks do cancro. Além disso, adaptam-se as novas condi¢gdes do
meio onde estdo a proliferar. Com a falta de oxigénio e nutrientes, o seu metabolismo
energético altera-se e como consequéncia o ambiente torna-se acido e propicio para a
ocorréncia da EMT e da angiogénese. Todos estes fendmenos fomentam as metastases, que

sao extremamente fatais.

Claramente, o crosstalk entre os multiplos componentes celulares do TME mediado por uma
rede complexa de interagdes célula-a-célula e uma matriz heterogénea de fatores soluveis
descreve novas vias de sinalizagdo que devem ser direcionadas. Foi gragas a necessidade
intrinseca do ser humano de tentar compreender o corpo através da experimentagao
cientifica, que muitas destas interacbes, bem como os seus mecanismos efetores foram
melhor compreendidos. No entanto, ainda existem muitas incégnitas que precisam de mais
estudos e investigacdo para ser esclarecidas, nomeadamente, o cohecimento completo do
metabolismo tumoral e das suas vias energéticas alternativas, bem como entendermos melhor
a extraordinaria plasticidade e capacidade de transformagdo das células malignas; os
mecanismos por base da evasao imunologica tambem sdo de grande interesse. Na era da
medicina personalizada, o conhecimento dos sinais imunossupressores do TME que causam
a progressao tumoral e metastase precisam ser melhor definidos para projetar novas e mais
eficazes estratégias terapéuticas complementares que também superem as resisténcias
medicamentosas que frequentemente ocorrem. As abordagens mais recentes, incluem
terapias combinatorias sinérgicas que visam mudar este panorama e tornar os tratamentos

cada vez mais individualizados para as necessidades do doente.

E certo que ainda ha um grande caminho pela frente para determinar quais serdo os
beneficios e os riscos associados ao tratamento de células cancerigenas no contexto do TME,
e um ainda maior para achar a “cura do cancro”. Sem preencher as lacunas no conhecimento,
€ provavel que as resisténcias aos medicamentos oncoldgicos continuem a ser um problema
com risco de vida nestes doentes. Contudo, nada € impossivel quando o desejo de mudar o

mundo existe.
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