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 RESUMO 

Lopes AD. Identificação de mecanismos imunorreguladores associados à 

resposta à terapia neoadjuvante em pacientes com câncer de mama triplo 

negativo. [Tese]. São Paulo; Fundação Antônio Prudente; 2025. 

INTRODUÇÃO: O câncer de mama triplo negativo (CMTN) é um subtipo 

agressivo que não expressa receptores hormonais nem HER2, tornando-o insensível 

a terapias alvos. A quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia continua sendo o 

tratamento padrão, mas uma proporção substancial de pacientes não alcança a 

resposta patológica completa (pCR), o que está associado a piores prognósticos. 

OBJETIVO: Definir as assinaturas imunes e metabólicas de respondedores e não-

respondedores à quimioterapia neoadjuvante em CMTN, integrando análises 

sistêmicas e intratumorais com modelos pré-clínicos e validação transcriptômica. 

MATERIAL E MÉTODOS: Foram avaliados 85 pacientes com CMTN submetidas à 

quimioterapia neoadjuvante baseada em carboplatina e taxanos, sendo 49 com pCR 

e 36 classificadas como não respondedores. Amostras de sangue periférico foram 

analisadas antes e após o tratamento para subpopulações de células imunes e 

mediadores solúveis por citometria de fluxo multiparamétrica e ensaios multiplex. 

Linfócitos infiltrantes no tumor (TILs) foram quantificados em biópsias pré-tratamento 

e correlacionados com parâmetros imunológicos sistêmicos. Modelos murinos de 

CMTN e conjuntos públicos de dados transcriptômicos de célula única foram utilizados 

para investigar e validar mecanismos imuno-metabólicos e sua associação com os 

resultados terapêuticos. RESULTADO: Respondedores apresentaram um perfil de 

ativação imune, com células T CD4+ e T CD8+ ativadas (CD69+, PD1+), equilíbrio de 

citocinas pró-inflamatórias e maior potencial citotóxico (Granzima B). Não 

respondedores exibiram inflamação desregulada, com níveis elevados de IL-10, maior 

frequência de células T reguladoras (Treg), aumento de checkpoints inibitórios e 

evidências de disfunção metabólica. Dados públicos confirmaram esses perfis imuno-

metabólicos, destacando vias de exaustão imune induzida por hipóxia e supressão da 

função efetora das células T. Dados murinos demonstraram ainda que hipóxia e 

alterações no metabolismo mitocondrial prejudicam a capacidade efetora dessas 

células. CONCLUSÃO: A resistência terapêutica no CMTN está associada a uma 

coordenação insuficiente das respostas imunes sistêmicas e intratumorais, 

impulsionadas por reprogramação imuno-metabólica. A combinação de quimioterapia 



 

com modulação imune pode melhorar os resultados do tratamento neste desafiador 

subtipo de câncer de mama. PALAVRAS-CHAVE: 1. Neoplasias da Mama. 2. 

Resposta Imune. 3. Microambiente Neoplásico. 5. Resposta ao tratamento. 6. Perfis 

de expressão Gênica. 

 

  



 

 ABSTRACT  

Lopes AD. [Identification of immunoregulatory mechanisms associated with 

the response to neoadjuvant therapy in triple negative breast cancer]. [Tese]. São 

Paulo; Fundação Antonio Prudente;2025. 

INTRODUCTION: Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive 

subtype lacking hormone receptors and HER2 expression, making it unresponsive to 

targeted therapies. Neoadjuvant chemotherapy remains the standard treatment, but a 

substantial proportion of patients fail to achieve pathological complete response (pCR), 

which is associated with worse prognoses. This study aimed to characterize systemic, 

and tumor immune profiles linked to treatment outcomes and to identify 

immunometabolic mechanisms underlying therapy resistance in TNBC.OBJECTIVE: 

To define the immune and metabolic signatures of responders and non-responder to 

neoadjuvant chemotherapy in TNBC, integrating systemic and intratumoral analyses 

with preclinical models and transcriptomic validation. METHODS: Eighty-five TNBC 

patients undergoing carboplatin and taxane based neoadjuvant chemotherapy were 

evaluated, with 49 achieving pCR and 36 classified as non-responders. Peripheral 

blood samples were analyzed before and after treatment for immune cell 

subpopulations and soluble mediators using multiparameters flow-cytometry and 

multiplex assays. Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) were quantified in pre-

treatment biopsies and correlated with systemic immune parameters. Murine TNBC 

models and public single-cell transcriptomic datasets were used to investigate and 

validate immune-metabolic mechanisms and their association with therapeutic 

outcomes. RESULTS: Responders exhibited an immune activation profile, with 

activated CD4+ and CD8+ T cells (CD69+, PD1+), a balanced pro-inflammatory 

cytokine milieu, and enhanced cytotoxic potential (Granzyme B). Non-responders 

displayed dysregulated inflammation, with elevated IL-10 levels, higher frequencies of 

regulatory T cells (Tregs), increased inhibitory checkpoints, and evidence of metabolic 

dysfunction. Public datasets confirmed these immuno-metabolic profiles, highlighting 

hypoxia-induced immune impairment and suppression of T-cell effector function. 

Murine data further demonstrated that hypoxia and mitochondrial metabolic alterations 

compromise the effector capacity of these cells.. CONCLUSION: Therapeutic 

resistance in TNBC is associated with insufficient systemic and intratumoral immune 

coordination driven by immunometabolic reprograming. Combining chemotherapy with 



 

immune modulation may improve treatment outcomes in this challenging breast cancer 

subtype. KEY WORDS: 1. Breast neoplasms. 2. Immune response. 3. Tumor 

microenvironment. 4. Treatment outcome. 5. Gene expression profiling. 
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TOX  do inglês Thymocyte selection-associated high mobility group box 

Treg Células T reguladoras 

TRM Célula T memória residente (do inglês resident memory) 

TXNIP  Proteína Interatora da Tiorredoxina (do inglês Thioredoxin Interacting 

Protein) 

UMAP  do inglês Uniform Manifold Approximation and Projection 

UQCR10 Subunidade X da Ubiquinol-Citocromo C Redutase (Complexo III) (do 

inglês Ubiquinol-Cytochrome C Reductase, Complex III Subunit X) 

UV  Ultravioleta  

µg  Micrograma 

µM Micromolar 
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1. Introdução 

O câncer é uma doença caracterizada pela proliferação celular acelerada devido 

a falhas no controle desse crescimento(1). É responsável por aproximadamente 8 

milhões de óbitos por ano em todo o mundo, sendo a segunda maior causa de morte 

em toda a população. De acordo com o Instituto Nacional de Câncer (INCA), no Brasil, 

o câncer de mama é o mais prevalente na população feminina com a estimativa de 

mais de 72 mil novos casos entre os anos de 2022 e 2025. Mundialmente, afeta cerca 

de 2 milhões de mulheres por ano, sendo responsável por 15% das mortes 

relacionadas ao câncer segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea e complexa. Existem subtipos 

com características distintas que levam a diferenças nos padrões de resposta às 

múltiplas terapias existentes e nos desfechos clínicos (2). Essa classificação se baseia 

no perfil de expressão gênica e no fenótipo dos tumores. Baseada na expressão de 

marcadores por imuno-histoquímica (receptores de estrógeno, progesterona, HER2 e 

Ki67) e na análise genômica de amplificação do gene HER2, a classificação proposta 

pelo Conselho Internacional de Especialistas de Saint Gallen é a mais utilizada na 

prática clínica(3). Dessa forma, os tumores de mama são definidos pelos critérios 

clínico patológicos em Luminal A, Luminal B (HER2 negativo ou positivo), 

hiperexpressores de HER2 e câncer de mama triplo negativo (CMTN). 

Em relação à classificação intrínseca, Perou e colaboradores (2000 e 2011) 

avaliaram as características moleculares dos tumores mamários e subdividiram em 

tumores do tipo luminal A/B, superexpressores do gene HER2 e tipo basal (4,5). Os 

subtipos definidos clínico patologicamente são considerados similares, mas não 

idênticos aos subtipos intrínsecos. 

Os tumores luminais A, os mais recorrentes entre os subtipos de câncer de 

mama, são caracterizados pela expressão de ambos os receptores e pela ausência 

do proto-oncogene receptor do fator de crescimento epidérmico humano HER2. 

Possuem baixa proliferação celular devido ao baixo nível de Ki-67. Esse subtipo 

possui um melhor prognóstico e, devido à expressão de receptores hormonais, têm 

boa resposta aos tratamentos hormonais(6). 

Com a expressão dos receptores hormonais também presente, os tumores 

luminais B são semelhantes ao subtipo anteriormente descrito, com a presença ou 
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ausência do gene HER2. Sua taxa de proliferação é mais elevada dado o alto nível de 

Ki-67 e apresentam um desfecho pior quando comparado ao luminal A (7).  

Em relação aos tumores HER2 positivos, a expressão dos receptores de 

estrógeno e progesterona ocorrem em até 40% dos casos e possuem um 

comportamento mais agressivo (8). Contudo, a terapia com trastuzumabe (anticorpo 

monoclonal anti-HER2) proporcionou um aumento das taxas de sobrevida (9).  

1.1.  Câncer de mama triplo negativo 

Descrito pela primeira vez por James D. Brenton e colaboradores (9), o CMTN 

representa cerca de 15 a 25% dos tumores de mama, sendo a prevalência maior em 

mulheres afro-americanas menores de 40 anos(10). Sua denominação é devido a 

ausência de receptores de progesterona e estrógeno nas células tumorais e a não 

superexpressão do gene HER2 (11). 

A maioria dos CMTN (80%) se assemelham às células basais e mioepiteliais, 

devido à expressão gênica das citoqueratinas 5, 14 e 17 e do EGFR, sendo, portanto, 

considerados tumores “basal-like” (BLBC) (12). Entretanto, não é adequado 

considerar esse subtipo como sinônimo de tumor basal, uma vez que as 

características genéticas que divergem entre eles mostram que aproximadamente 

30% desse grupo não são tumores do tipo basal(11). 

Dentre os fatores de risco relacionados à ocorrência de CMTN podemos citar a 

mutação do gene BRCA, o status pré-menopausa, obesidade, afrodescendência e a 

alta paridade (13,14). É considerado um tumor de alto grau com mal prognóstico 

devido a sua rápida progressão e altas taxas de recorrência precoce, além do fenótipo 

metastático com predileção para órgãos viscerais como o cérebro e o pulmão (8).  

A ausência de expressão de receptores hormonais e do gene HER2 caracteriza 

esse subtipo tumoral como inelegível às terapias endócrinas e às terapias-alvo anti-

HER2, consolidando a quimioterapia neoadjuvante como a principal estratégia 

terapêutica (11). Constituído por quimioterápicos como antraciclinas, ciclofosfamidas, 

paclitaxel e carboplatinas, a seguir são descritos os principais mecanismos de ação 

de cada uma dessas classes de quimioterápicos utilizados no tratamento do CMTN.  

As antraciclinas, como a doxorrubicina, são fármacos amplamente utilizados no 

tratamento do CMTN e atuam por múltiplos mecanismos citotóxicos. Sua principal 

ação consiste na ligação ao DNA e inibição da enzima topoisomerase II, essencial 

para o desenvolvimento e religação do DNA durante a divisão celular. Com isso, há 
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acúmulo de quebras de dupla hélice, levando à estabilidade genômica e morte da 

célula tumoral.  Além disso, essas drogas geram radicais livres que causam estresse 

oxidativo e contribuem para o dano celular(15).  

Os taxanos, como o paclitaxel, atuam interferindo na dinâmica do citoesqueleto 

celular.  Eles estabilizam os microtúbulos, estruturas fundamentais para a separação 

dos cromossomos, impedindo assim a divisão celular. Essa ação é particularmente 

eficaz em células com alta taxa de multiplicação, como ocorre em tumores triplo-

negativos. A interrupção prolongada da divisão celular pode também ativar 

mecanismos internos que levam à apoptose, o tipo de morte celular mais 

frequentemente induzido por essa classe de quimioterápicos(16). 

Já as platinas, como a carboplatina, atuam diretamente sobre o DNA das células 

tumorais. Elas promovem a formação de ligações químicas entre as fitas do DNA, o 

que gera distorções estruturais que impedem a replicação e a transcrição do material 

genético. Diante da incapacidade de reparar esses danos, a célula ativa mecanismos 

de alarme que culminam na sua morte(17).  

A taxa de pacientes que atingem a resposta patológica completa (pCR) após a 

quimioterapia neoadjuvante aproxima-se de 40 a 60%(18). Contudo, muitas pacientes 

que não respondem ao tratamento evoluem com metástases e piora do prognóstico 

clínico (19). Isso acontece, em parte, porque alguns tumores desenvolvem 

mecanismos de resistência que limitam a eficácia dos quimioterápicos. Entre eles, 

destacam-se a eliminação acelerada das drogas pelas células tumorais, alterações 

nos alvos das medicações e maior capacidade de reparar os danos ao DNA. Esses 

processos reduzem a sensibilidade ao tratamento e comprometem as chances de 

controle da doença(20).  

Nos últimos anos, os bloqueadores de checkpoint imunológico (ICB, do inglês 

immune checkpoint blockade), consolidaram-se como um dos pilares do tratamento 

do CMTN, especialmente devido aos ganhos significativos em sobrevida e resposta 

tumoral observados em grandes ensaios clínicos. A administração desses anticorpos 

monoclonais, como pembrolizumabe (anti-PD1) e atezolizumabe (anti-PD-L1), 

permite a reativação do sistema imune e o desencadeamento de uma resposta 

antitumoral robusta, atuando tanto localmente no microambiente tumoral (TME, do 

inglês tumor microenvironment) quanto em nível sistêmico. 

Ensaios como Keynote-355, Keynote-522 e IMpassion130 estabeleceram a 

eficácia da combinação de ICB com quimioterapia em diferentes fases da doença, 
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contribuindo para que o pembrolizumabe se tornasse a primeira imunoterapia 

aprovada para CMTN em contextos iniciais e metastáticos(21–23). 

Contudo, é importante ressaltar, que apesar dessas conquistas clínicas e da 

aprovação regulatória, o acesso à imunoterapia ainda é limitado em muitos países, 

incluindo o Brasil, principalmente devido ao seu alto custo. Dessa forma, enquanto 

apenas uma parcela das populações se beneficia dessas novas abordagens, a 

quimioterapia isolada continua sendo o tratamento padrão para a maioria das 

pacientes na prática clínica (24,25). Nesse contexto, a possibilidade de identificar 

quais paciente se beneficiariam do tratamento quimioterápico ou da imunoterapia, por 

meio da compreensão dos mecanismos de resistência terapêutica, possibilitará a 

adoção de estratégicas mais assertivas e a ampliação do acesso e da efetividade dos 

tratamentos disponíveis. 

1.2. Sistema Imunológico e câncer 

A imunoedição é um processo consolidado que descreve a interação entre o 

sistema imunológico e o tumor, dividido em três fases: eliminação, equilíbrio e escape 

(26). Na fase de eliminação, o sistema imunológico reconhece e destrói células 

tumorais iniciais, principalmente por meio da ativação de linfócitos TCD4+, TCD8+ e 

outras células citotóxicas (27). Contudo, a eliminação é freada e um equilíbrio é 

mantido entre o crescimento do tumor e a resposta anti-tumoral. 

Durante a fase de equilíbrio ocorre uma dormência tumoral caracterizada por um 

balanço entre a defesa antitumoral e um ambiente imunossuprimido. Nesse estágio, 

observa-se maior presença de linfócitos TCD8+, células NK e outras células 

citotóxicas, contrastando com menor atividade de células reguladoras, como linfócitos 

T reguladores (Treg) e células supressoras de origem mieloide (MDSC)(28). 

Diferentes mecanismos levam as células tumorais a crescerem e driblarem o 

sistema imunológico, levando à terceira fase da imunoedição, o escape. Nesta fase, 

o tumor supera o sistema imunológico ao expressar moléculas antiapoptóticas, 

garantindo sua sobrevivência, e ao reduzir a apresentação de antígenos tumorais por 

meio de menor expressão de MHC-I e moléculas coestimuladoras, o que impede a 

ativação efetiva da resposta antitumoral (29) (Figura 1).  
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Fonte: Adaptado de Zingoni et al., Molecular Cancer (2024) 

Figura 1. Representação esquemática das fases da imunoedição tumoral: 

eliminação, equilíbrio e escape. 

Células do sistema imunológico, como linfócitos T, macrófagos e células NK, 

produzem proteínas sinalizadoras, incluindo citocinas e quimiocinas, que exercem 

papel central na modulação da resposta imune. Essas moléculas regulam processos 

como recrutamento celular, proliferação, diferenciação, indução de apoptose e 

remodelamento do microambiente tumoral (30). Entretanto, o próprio tumor é capaz 

de manipular esse sistema a seu favor por meio da expressão de citocinas 

imunossupressoras, como IL-10, e de fatores de crescimento como VEGF. Esses 

mediadores contribuem para o recrutamento de céulas com fenótipo regulador, 

incluindo monócitos, células T reguladoras (Tregs), células mieloderivadas 

supressoras (do inglês Myeloid-derived supressor cells - MDSCs) e macrófagos do 

tipo M2, criando um TME tolerogênico que compromete a atividadede células efetoras 

e facilita o escape imunológico (31). 

Além disso, os quimioterápicos tradicionalmente empregados no CMTN exercem 

impacto relevante sobre a resposta imunológica. Antraciclinas e platinas, por exemplo, 
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induzem morte celular imunogênica (ICD), caracterizada pela exposição de 

calreticulina e liberação de ATP e HMGB1, que favorecem a ativação de células 

dendríticas e o ativação de linfócitos T citotóxicos(32,33). Taxanos promovem 

maturação de células dendríticas e aumentam a infiltração de células T CD8+, 

enquanto ciclofosfamidas podem reduzir Tregs e células mieloides supressoras 

(MDSCs)(34). Esses efeitos demonstram que a quimioterapia não atua apenas como 

agente citotóxico, mas também como modulador da imunidade antitumoral.(35,36) 

A composição e o estado funcional do sistema imunológico periférico também 

são componentes fundamentais para o sucesso de uma resposta antitumoral eficaz. 

Um sistema imune periférico equilibrado, capaz de ativar vias inflamatórias citotóxicas 

de forma coordenada, contribui para a manutenção da resposta imune e controle 

tumoral em conjunto com o microambiente tumoral. Alterações nesse equilíbrio 

influenciam o direcionamento funcional da resposta, podendo favorecer tanto perfis 

efetores como reguladores(37). 

Em contextos de ativação crônica e persistente, a resposta imune periférica pode 

assumir um perfil inflamatório disfuncional. Esse estado é sustentado por citocinas 

imunossupressoras, pela expressão de receptores inibidores e pelo aumento da 

atividade de células imunorreguladoras, como Tregs e MDSCs. Essas características 

contribuem para a formação de um fenótipo imune tolerogênico ou exausto, com 

redução da capacidade citotóxica e perda de controle sobre o crescimento tumoral 

(38,39). Sob a perspectiva do modelo de imunoedição, esse cenário pode ser 

compreendido como uma manifestação da fase de equilíbrio imunológico, na qual o 

sistema permanece ativo, mas incapaz de conter a progressão tumoral, favorecendo 

a transição para o escape tumoral(37). 

Embora o câncer de mama, em geral, não seja classificado como um tumor 

altamente imunogênico, os subtipos HER2+ e triplo negativo apresentam maior 

frequência de células imunes infiltradas no TME quando comparados aos tumores 

luminais (40,41). No CMTN, níveis elevados de linfócitos infiltrantes no tumor (TILs), 

particularmente linfócitos T CD8+, têm sido consistentemente associados a melhores 

desfechos clínicos, como maiores taxas de pCR à quimioterapia, maior sobrevida livre 

de doença e sobrevida global (42,43). 

No entanto, evidências crescentes sugerem que a eficácia da resposta 

antitumoral não depende exclusivamente do infiltrado de TME, mas também da 

coordenação funcional entre a imunidade local e o sistema imunológico periférico 
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(44,45). O sangue periférico representa um compartimento imunológico acessível e 

dinâmico, cuja composição e estado funcional podem refletir aspectos importantes da 

regulação imunológica no contexto tumoral. Nesse sentido, a integração entre os 

perfis imunes do TME e da periferia, tem se mostrado uma abordagem relevante para 

o entendimento das interações entre o tumor e o sistema imunológico(46,47). 

No câncer de mama, estudos têm demonstrado associações entre perfil celular 

periférico, associações com infiltrado linfocitário e desfechos clínicos, sugerindo que 

o perfil imunológico sistêmico carrega possível valor prognóstico e preditivo. Contudo, 

a maioria dessas abordagens baseia em quantificações celulares amplas e não 

contempla a caracterização dos fenótipos funcionais dessas células, como 

marcadores de ativação, memória, receptores inibidores ou características 

metabólicas(48–50). A ausência dessa caracterização limita a distinção entre perfis 

efetores e estados de ativação crônica disfuncional, como aqueles associados à 

inflamação persistente e ao escape imunológico. 

Dessa forma, embora o perfil imune periférico em CMTN venha sendo explorado 

em diferentes estudos, sua análise ainda carece de profundidade para permitir uma 

compreensão mais abrangente dos mecanismos envolvidos na resposta imune 

antitumoral. 

1.3. Perfil metabólico e sua relação com a resposta imunológica 

Além das alterações imunológicas observadas nos compartimentos periféricos e 

tumoral, aspectos metabólicos do TME também exercem influência determinante 

sobre a funcionalidade das células imunes. Entre esses fatores, a hipóxia tumoral 

desponta como um dos principais moduladores negativos da resposta antitumoral. 

Sua presença afeta não apenas o metabolismo das células tumorais, mas também 

reprograma o compartimento de células do sistema imune, favorecendo um ambiente 

imunossupressor e resistente ao tratamento. (51) . 

A hipóxia não é apenas uma consequência do crescimento tumoral, mas 

desempenha um papel ativo no comportamento celular. A redução dos níveis de 

oxigênio desencadeia respostas coordenadas principalmente pelo fator induzido pela 

hipóxia 1a (HIF-1a), o que regula a expressão de genes envolvidos na angiogênese, 

reprogramação metabólica, evasão da resposta imune e resistência a tratamento. Os 

tumores de mama triplo negativo apresentam níveis mais elevados de hipóxia e maior 

atividade do gene HIF1a em comparação a outros subtipos mamários (52,53). 
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Diversos estudos demonstram que a hipóxia contribui significativamente para a 

evasão tumoral, suprimindo a infiltração de células T citotóxicas, diminuindo a 

presença de macrófagos M1 e aumentando a presença de células imunossupressoras 

como macrófagos M2 e células T reguladoras (51,54,55). Essa reprogramação 

imunológica influenciada pela hipóxia pode implicar diretamente na eficácia 

terapêutica, contribuindo para um fenótipo tumoral mais agressivo(56,57). 

Estudos realizados por Delgoffe et al. revelaram que, em condições de hipóxia e 

estimulação antigênica crônica, os linfócitos T intratumorais sofrem estresse 

metabólico que resulta em exaustão celular. Essa disfunção está associada à redução 

da função mitocondrial, comprometendo a capacidade metabólica dos linfócitos T e 

sua resposta a sinais de ativação, o que diminui significativamente sua atividade 

antitumoral(58,59). 

A interação entre hipóxia e resposta imune tem sido amplamente explorada no 

contexto do CMTN, especialmente no TME. Estudos recentes identificaram 

assinaturas gênicas combinando marcadores de hipóxia e imunidade que se associam 

à infiltração celular, evasão imune e desfechos clínicos nesse subtipo tumoral. Essas 

análises, conduzidas a partir de grandes bases de dados como TCGA, METABRIC e 

GEO, permitiram o desenvolvimento de modelos prognósticos robustos e índices 

compostos de risco baseados no status hipóxico e imune, capazes de estratificar 

pacientes em grupos com perfis biológicos e clínicos distintos (60–63) 

Ampliar o entendimento da interação entre hipóxia e imunidade para além do 

TME representa um passo essencial para integrar os efeitos metabólicos locais às 

alterações imunológicas sistêmicas observadas em pacientes com CMTN. Investigar 

como a hipóxia e suas vias associadas influenciam o perfil imunológico sistêmico pode 

contribuir para um panorama mais abrangente da resposta imune no CMTN, 

conectando eventos locais e sistêmicos com implicações terapêuticas importantes.  
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2. Objetivos 

Caracterizar o perfil imunológico e metabólico sistêmico de pacientes com CMTN 

antes e após o tratamento neoadjuvante, buscando compreender como essas 

características se relacionam com o microambiente tumoral e com a resposta 

terapêutica. A partir dessa abordagem integrativa, pretendemos elucidar mecanismos 

associados à resposta efetiva ou à falha terapêutica, contribuindo para entendimento 

da heterogeneidade imunológica no CMTN.  

2.1.  Objetivos específicos 

1) Avaliar o perfil imunológico sistêmico de pacientes com CMTN antes 

do tratamento.  

Este objetivo visou caracterizar o perfil imunológico sistêmico de pacientes com 

CMTN antes do início do tratamento neoadjuvante, comparando os grupos de 

respondedores e não respondedores. A análise foi conduzida por meio da 

fenotipagem das células imunes circulantes e pela quantificação de citocinas e 

quimiocinas solúveis no plasma, permitindo identificar padrões inflamatórios 

associados ao desfecho terapêutico. 

2) Correlacionar o perfil imunológico sistêmico com os níveis de TILs e 

a resposta terapêutica 

Este objetivo buscou integrar os dados do sistema imune periférico com a 

avaliação histopatológica do microambiente tumoral, por meio da análise dos níveis 

de TILs em biópsias pré-tratamento. A proposta foi investigar se perfis imunológicos 

sistêmicos específicos se associam ao grau de infiltração tumoral e 

consequentemente à resposta à quimioterapia. 

3) Compreender os mecanismos imunológicos envolvidos na resposta 

ou falha terapêutica.  

A partir da caracterização do fenótipo imune circulante e da análise de citocinas 

solúveis, este objetivo teve como foco explorar os mecanismos imunológicos que 

contribuem para uma resposta eficaz ou para a falha terapêutica em pacientes com 

CMTN.  

4) Avaliar o perfil imunometabólico em modelos murinos de CMTN. 

Com o intuito de aprofundar a compreensão dos mecanismos observados em 

humanos, este objetivo envolveu a caracterização do TME em modelos murinos de 
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CMTN. A análise se baseou na identificação de marcadores associados à hipóxia, vias 

metabólicas e padrões de evasão imunológica, relacionando esses achados com 

características de agressividade tumoral. 

5) Explorar dados transcriptômicos públicos para validar e expandir os 

resultados encontrados. 

Neste objetivo, foi avaliado um dataset de dados públicos contendo 

transcriptomas de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs – do inglês 

Peripheral Blood Mononuclear cells) de pacientes com CMTN, com o intuito de validar 

os achados do presente estudo. Foram conduzidas análises de genes 

diferencialmente expressos (DEGs) e enriquecimento funcional (Gene Ontology), 

buscando identificar assinaturas imunológicas e metabólicas associadas à resposta 

terapêutica, reforçando a relevância dos mecanismos apontados nas análises 

anteriores.  
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Delineamento do estudo 

Em nosso estudo nós avaliamos o perfil imunológico de pacientes com CMTN 

por meio da caracterização do sistema imune periférico, incluindo análises do perfil 

celular e de fatores solúveis. Esses parâmetros foram avaliados antes e após a 

quimioterapia neoadjuvante, com o objetivo de compreender os mecanismos 

envolvidos na resposta anti-tumoral.  

Paralelamente, avaliamos o infiltrado linfocitário em biópsias tumorais obtidas no 

momento do diagnóstico e correlacionamos esses achados com o perfil imunológico 

sistêmico. Para aprofundar a compreensão dos mecanismos imunomoduladores no 

TME em CMTN, conduzimos experimentos em modelos murinos em colaboração com 

o laboratório do Dr. Greg Delgoffe, na Universidade de Pittsburgh (Estados Unidos, 

EUA), com foco em aspectos metabólicos e funcionais da resposta imune local.  

 Por fim, realizamos análises exploratórias de dados públicos de transcriptoma 

unicelular (scRNA-seq) de sangue periférico e tecido tumoral, com o intuito de validar 

e integrar nossos achados em diferentes contextos clínicos e experimentais (Figura 

2).  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 2. Delineamento experimental do estudo. 
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3.2. Avaliação de pacientes CMTN antes e após o tratamento 

3.2.1.  Recrutamento de pacientes 

Este projeto está afiliado ao projeto departamental intitulado “Aspectos 

moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressão do Carcinoma Ductal de 

mama: Investigação da progressão do Carcinoma Ductal in situ e do papel da mutação 

em BRCA1 no tumor triplo negativo”, sob responsabilidade da Dra. Dirce Maria 

Carraro. 

Pacientes incluídas no estudo foram diagnosticadas com CMTN e encaminhadas 

para tratamento com quimioterapia neoadjuvante no A.C. Camargo Cancer Center. A 

participação no projeto foi autorizada após a assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE), apresentado pelas enfermeiras colaboradoras do projeto, 

Iara Monique Messias, Carla Curi e Silvana Soares dos Santos.  

Como critérios de inclusão no estudo, tivemos: 

•  Pacientes com diagnóstico histopatológico confirmado para carcinoma 

mamário invasivo; 

• Pacientes submetidos ao tratamento quimioterápico neoadjuvante com 

carboplatinas e taxanos, sem histórico prévio de quimioterapia ou imunoterapia; 

• Pacientes submetidas à cirurgia no A.C. Camargo Cancer Center, com 

coleta de amostras de tecido e sangue periférico previamente ao tratamento, sendo 

posteriormente armazenadas no Biobanco institucional. 

Foram excluídas do estudo: 

• Pacientes com histórico de doenças ou tratamentos imunossupressores; 

• Pacientes com diagnóstico de tumor primário não classificado como triplo 

negativo; 

• Pacientes com presença de metástases detectadas no momento da 

primeira coleta. 

Foram recrutadas 100 pacientes diagnosticadas com CMTN, entretanto 15 

pacientes foram excluídas por atenderem aos critérios de exclusão, como: portadores 

de doença autoimune, reavaliação anatomopatológica constatou câncer de mama não 

triplo negativo e interrupção do tratamento. Dessa forma, o nosso estudo contou com 

a inclusão de 85 pacientes (Figura 3). 

No tempo 1, os pacientes ADAMANT 01 ao ADAMANT 25 foram incluídas como 

coorte de descoberta e tiveram suas amostras de plasma analisadas por meio da 



 13 

plataforma Bioplex, no projeto de Mestrado intitulado “Determinação do perfil 

imunológico de pacientes com câncer de mama triplo negativo pré-tratamento 

neoadjuvante e associação com resposta patológica completa”. Já a coorte de 

validação foi composta pelas pacientes ADAMANT25 a ADAMANT 100, cujas 57 

amostras de plasma foram analisadas pela plataforma Milliplex. Adicionalmente, 

alíquotas de sangue fresco foram coletadas por 53 pacientes desta coorte para 

avaliação fenotípica por citometria de fluxo.  

A avaliação por citometria de fluxo de sangue fresco contou com 50 amostras 

avaliadas (3 pacientes não possuíam células suficientes para avaliação estatística e 

foram excluídos das análises). Para avaliação do PBMC citometria de fluxo, contamos 

com a avaliação pareada de resposta de 30 pacientes.  

No tempo 2, coletamos o plasma de 62 pacientes (pCR = 38 e não pCR= 24), 25 

amostras de sangue fresco (pCR = 14 e não pCR = 11) e separamos 35 amostras de 

PBMC (pCR = 22 e não pCR= 13). A avaliação do Milliplex nesse tempo foi realizada 

em 47 amostras de plasma (pCR = 31 e não pCR= 16), nos quais priorizamos as 

amostras que foram caracterizadas no tempo 1 pelo Milliplex e tiveram a avaliação 

celular. A caracterização do perfil celular em sangue fresco foi realizada em 25 

pacientes (pCR = 13 e não pCR= 12). A coleta de amostra de pacientes nesse tempo 

foi interrompida, devido a pandemia, e apenas a coleta de plasma foi realizada pelo 

Biobanco. 
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Fonte: Autoria própria.     

Figura 3. Número de pacientes recrutadas, incluídas e avaliadas nos 

tempos 1 e 2. 

3.2.2. Resposta ao tratamento 

A avaliação da resposta ao tratamento foi conduzida no momento da 

mastectomia, após a conclusão do regime de quimioterapia neoadjuvante. A análise 

histopatológica da peça cirúrgica foi realizada por patologistas, com base no índice de 

carga residual tumoral (Residual Cancer Burden – RCB). Pacientes com RCB = 0 

foram classificados como apresentando Resposta Patológica Completa (do inglês 

pathological complete response - pCR), enquanto aqueles com RCB > 1 foram 

considerados não respondedores (não-pCR), indicando presença de doença residual 

significativa.   

A pCR é um marcador prognóstico validado em estudos clínicos e translacionais, 

sendo associada a uma redução significativa no risco de recorrência sistêmica, 

sobretudo em subtipos agressivos como o CMTN. Dessa forma, ambos os parâmetros 

são reconhecidos como ferramentas robustas para avaliar a eficácia terapêutica e 

orientar decisões clínicas no cenário do câncer de mama localmente 

avançado(18,64,65).  

3.2.3. Coleta e processamento de amostras. 

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo EDTA 4mL antes do 

início do tratamento (Tempo “1”) e antes da realização da cirurgia, após a 

administração dos quimioterápicos (Tempo “2”). Sempre que possível, uma alíquota 

do sangue fresco foi imediatamente separada para análise do perfil celular por 

citometria de fluxo. O sangue foi então centrifugado a 400g e o plasma foi removido e 

congelado imediatamente a -80oC. O volume restante foi retornado ao original com 

PBS e foi realizada a purificação das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) por gradiente de Ficoll. Essas células foram congeladas a -80oC, seguida por 

armazenamento por longo prazo em nitrogênio líquido para posterior análise.  

3.2.4. Avaliação do perfil imune celular por citometria de fluxo 

multiparamétrica 

O perfil de células imunes de pacientes foi caracterizado por citometria de fluxo 

multiparamétrica (BD FACSymphony A5, BD Bioscience), que permite a análise de até 
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30 parâmetros simultaneamente. Foram avaliadas subpopulações de linfócitos T 

(CD4+, CD8+, duplo negativos, NKT), seu estado de ativação (moléculas co-

estimuladoras e inibidoras e moléculas de adesão), função efetora (citocinas, 

moléculas líticas, e status da memória (naive, efetor, TCM, TEM e TRM).  

A avaliação do sangue fresco de pacientes foi realizada a partir da incubação 

com os anticorpos de interesse (Tabela 1) por 15 minutos, à temperatura ambiente, 

seguido por lise de hemácias (FACS Lyse Solution, BD Biosciences). Após a lise, as 

amostras foram fixadas em PBS / 2% formaldeído e armazenadas a 4˚C até o 

momento da aquisição ao citômetro de fluxo, pelo menor tempo possível e inferior a 

48 horas. Esta análise nos permitiu uma caracterização preliminar do perfil imune 

celular de pacientes incluídas no estudo.  

Tabela 1. Painéis de anticorpo para caracterização do perfil imune celular 

em sangue fresco. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Também foram avaliadas PBMCs congeladas de pacientes para uma 

caracterização mais completa do perfil imune celular circulante no tempo 1. Neste 

ensaio, um subgrupo de pacientes já com avaliação de resposta foi selecionado e as 

amostras foram pareadas na mesma quantidade de pacientes respondedoras e não 

respondedoras em cada ensaio, na intenção de evitar qualquer viés de 

processamento. Após o descongelamento dessas células, a viabilidade foi confirmada 

por exclusão de azul de Trypan.  Aproximadamente 2,5 x 106 céls/mL foram incubadas 

overnight na presença de (1) anti-CD3 + anti-CD28 ou na presença do (2) mix dos 

peptídeos Mamaglobina-A, Survivin e Muccina1 + anti-CD28. Todos os estímulos 
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foram na concentração de 1g/mL. Os anticorpos utilizados estão representados na 

Tabela 02. 

Para a avaliação de marcadores intracelulares, as células foram inicialmente 

fixadas e permeabilizadas (Transcription Factor Buffer Set, BD Bioscience). Todos os 

controles necessários de células com marcações individuais, bem como células não 

marcadas, foram incluídos.   

Tabela 2.  Painéis de anticorpos para caracterização do perfil imune celular 

em PBMC. 

 

Fonte: Autoria própria.   

3.2.5. Análise de dados de citometria de fluxo multiparamétrica 

Para a identificação de populações imunes circulantes em pacientes, por meio 

da análise de sangue fresco (Figura 4) ou de PBMCs (Figura 5), utilizamos o software 

FlowJo (BD Biosciences). Esse recurso foi empregado para avaliação das frequências 

das populações de interesse pela análise supervisionada dos dados. Também foi 

utilizado para a quantificação da expressão de moléculas características das 

principais populações imunes, fatores de transcrição e citocinas.  Adicionalmente, foi 

realizada análise não supervisionada dos dados, utilizando algoritmos de redução de 

dimensionalidade, como Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP), e 

ferramentas de agrupamento (clustering), com o objetivo de explorar padrões 
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emergentes de expressão e identificar subpopulações celulares não previamente 

definidas.  

Após a identificação de subpopulações distintas entre os grupos de pacientes, 

nós realizamos as análises estatísticas apropriadas. A caracterização das populações 

representadas na Figura 4, foi conduzida sem a identificação prévia da resposta 

terapêutica dos pacientes, ou seja, de forma às cegas. As amostras de PBMC foram 

selecionadas de forma pareada.   

 

Fonte: Autoria própria.  

Figura 4. Análise citometria de sangue fresco. 

Legenda: Para a avaliação das subpopulações linfoides e a expressão das moléculas PD1, 

CTLA4, CD69 e CD107a, realizamos a marcação de células do sangue fresco e criamos uma estratégia 

de gates como representado nos dotplots. Inicialmente excluímos os doublets e seguimos com a 

avaliação de células CD3+, onde fizemos o backgating para selecionarmos os linfócitos. Em seguida, 

determinamos as populações de interesse e os devidos marcadores para os perfis de exaustão e 

ativação.  
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Fonte: Autoria própria.   
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Figura 5. Análise de PBMC. 

Legenda: Para a avaliação das populações linfoides bem como seus perfis de ativação e 

exaustão, realizamos a marcação de PBMC descongelados e analisamos através do software FlowJo 

como representado nos dotplosts. Inicialmente, excluímos os doblets e consideramos apenas 

leucócitos viáveis (Live/Dead-CD45+). Em seguida, determinamos as subpopulações de interesse, bem 

como os marcadores de ativação e exaustão, citocinas e fatores de transcrição, (A) Estratégia de gate 

para as populações linfoides e de NK. (B) Estratégia de gates para os marcadores de exaustão e 

ativação.  

3.2.6. Avaliação do perfil imune solúvel.  

A identificação e quantificação dos mediadores imunes presentes no plasma de 

pacientes foi realizada utilizando o sistema de suspensão Milliplex (Merck), que 

permite a verificação de múltiplos analitos simultaneamente através de um conjunto 

de beads específicas para cada analito de interesse. Após a interação entre bead 

conjugada ao anticorpo de captura e o analito específico, a quantificação foi feita 

através de um anticorpo de detecção conjugado com um marcador fluorescente. A 

leitura foi realizada na máquina Magpix com o auxílio do software da plataforma 

Exponent. A quantidade de cada analito é detectado em pg/mL e por intensidade 

média de fluorescência (MFI) e o cálculo é realizado com base em uma curva padrão. 

O ensaio foi realizado em placas de 96 poços, utilizando o kit “Human 

Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel” da Merck, que permite quantificar as 

seguintes citocinas/ quimiocinas: EGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-α2, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, 

IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, 

IL-17a , P-10, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, TNF-α, TNF-β, VEGF e Eotaxin. 

3.2.7. Caracterização Morfológica do Tecido Tumoral na biópsia 

inicial 

 As análises do infiltrado linfocitário tumoral (do inglês, tumor-infiltrating 

lymphocytes – TILs) foram realizadas com o auxílio de patologistas especializados, 

colaboradores do estudo, do Departamento de Anatomia Patológica do A.C. Camargo 

Cancer Center. As biópsias avaliadas são anteriores ao início do tratamento. Nestas 

amostras tumorais, a porcentagem de TILs foi determinada nas seguintes regiões: a 

região do estroma tumoral (onde os linfócitos encontram-se distribuídos entre as 

células tumorais, sem contato direto com elas) e a região intratumoral (onde os 

linfócitos estão em contato direto com células tumorais). A soma dos percentuais 

dessas duas regiões corresponde ao valor dos TILs totais.  Esta avaliação ocorreu a 
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partir da análise morfométrica em cortes de 4m corados com hematoxilina e eosina 

(H&E). Foram consideradas e contadas todas as células mononucleadas (linfócitos e 

plasmócitos) localizadas até as margens tumorais das regiões mencionadas, não 

sendo considerados os TILs de regiões necróticas, em torno de carcinoma in situ, ou 

fora da borda do tumor invasivo. A determinação dos níveis de TILs foi realizada como 

um parâmetro contínuo e representada em porcentagem, indicando um grau de 

infiltrado em cada região avaliada. 

As amostras codificadas em ADAMANT1 a ADAMANT54 contaram com a 

avaliação histopatológica completa, com quantificação da porcentagem de TILs 

estromais e intratumorais, o que possibilitou também o cálculo de TILs totais. Para os 

casos entre ADAMANT82 e ADAMANT100, a porcentagem de TILs estromais foi 

registrada diretamente nos laudos histopatológicos da biópsia, permitindo a extração 

retrospectiva desses dados a partir do prontuário ou sistema de registro da instituição.  

Na intenção de avaliarmos a presença de hipóxia no microambiente tumoral de 

pacientes com CMTN anterior ao tratamento, optamos por utilizar a informação de 

necrose registrada nos laudos anatomopatológicos da biópsia diagnóstica como um 

marcador morfológico indireto. A necrose tumoral é frequentemente associada a 

regiões de pouca vascularização e, portanto, desbalanço metabólico, refletindo a 

presença de hipóxia local(66,67). Dessa forma, optamos pela análise da presença ou 

ausência de necrose no material tumoral para investigar, mesmo que indiretamente, 

aspectos do microambiente tumoral que poderiam se associar à resposta terapêutica.  

 

3.3. Avaliação do TME em modelos murinos de CMTN. 

No laboratório de imunometabolismo do câncer, Delgoffe Lab, na Universidade 

de Pittsburgh, nós seguimos com as seguintes metodologias para avaliação do 

microambiente tumoral utilizando linhagens de CMTN murino.  

3.3.1. Modelo animal 

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram adquiridos dos laboratórios Jackson 

e Charles River (EUA). Toda a manipulação com camundongos foi realizada em 

conformidade com o Comitê Institucional de Cuidado e Uso de Animais da 

Universidade de Pittsburgh. Os camundongos foram mantidos em condições livre de 
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patógenos específicos antes de serem manuseados. Foram utilizados camundongos 

fêmeas com idade entre seis e oito semanas.   

3.3.2. Linhagem Tumoral  

A linhagem celular E0771, derivada de tumores mamários espontâneos em 

camundongos C57BL/6J, apresenta alta aderência do tumor (próxima a 100%) e é 

muito semelhante ao tumor de mama humano. Caracterizado pelo seu tipo basal, 

também não apresenta receptores hormonais e superexpressão do gene HER2, assim 

como os tumores mamários triplo negativo(68).Quando implantada no tecido adiposo 

mamário, fornece um modelo abrangente para o estudo do microambiente tumoral. A 

linhagem celular AT-3, derivada de células tumorais mamárias primárias de 

camundongos transgênicos MMTVPyMT, também semelhante aos tumores CMTN, 

não expressa receptores de progesterona e estrógeno, além de não expressão do 

gene HER2(69).   

A linhagem AT-3 foi inicialmente derivada de uma célula tumoral primária de 

mama de um camundongo transgênico MTAG, que expressava o vírus Polyoma sob 

o controle do promotor MMTV-LTR. Esta linhagem celular foi adquirida da Millipore 

Sigma. A linhagem celular de carcinoma mamário E0771 de camundongo C57/BL6 foi 

adquirida da American Typde Culture Collection (ATCC). Todas as linhagens celulares 

foram cultivadas em meio DMEM completo, suplementado com 10% de FBS, 1mM de 

piruvato de sódio, 2mM de L-glutamina, 5mM de tampão HEPES, 100U de penicilina, 

100ug de estreptomicina, 500ug/ml de gentamicina e 5nM de 2-mercaptoetanol.   

Os camundongos C57BL/6 foram inicialmente inoculados por via subcutânea 

com 2,5x105 células em meio sem soro.  O crescimento tumoral foi monitorado três 

vezes por semana utilizando um paquímetro digital. Para inoculação ortotópica no 

tecido adiposo mamário, foram injetadas 1x105 células para o modelo E0771 e 5x105 

células para o modelo AT3. A diferença na quantidade de células injetadas foi 

justificada pelas distintas taxas de crescimento tumoral observadas entre os dois 

modelos. Quando os tumores atingiram 15mm em qualquer direção, os camundongos 

portadores dos tumores foram eutanasiados.   

3.3.3. Avaliação do perfil imune celular por citometria de fluxo 

multiparamétrica 

Para análise por FACS de linfócitos infiltrados em tumores (TILs) e linfonodos 

drenantes do tumor (dLN), os camundongos portadores de tumores foram 
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eutanasiados e os tumores foram coletados. Para dissecção tumoral, primeiramente 

os tumores receberam repetidas injeções com agulha 20G, da solução contendo 

colagenase tipo UI (2mg/mL), dispase (2U/mL) e DNAse I (10U/mL) (Sigma) em RPMI 

tamponado, sendo incubados por 20 minutos a 37oC. Em seguida, os tumores foram 

dissociados mecanicamente utilizando o êmbolo de uma seringa e filtrados através de 

filtros de 70m (Fisher brands). Os linfonodos drenantes também foram dissociados 

mecanicamente da mesma forma.   

As suspensões celulares foram submetidas à lise de eritrócitos antes da 

marcação de superfície com anticorpos para análise por citometria de fluxo. Para as 

marcações extracelulares, as amostras foram incubadas em gelo por 20 minutos com 

um mix de anticorpos. No painel denominado “Exaustão”, avaliamos os marcadores 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ em TILs e dLNs, bem como suas subpopulações (células 

naive, efetoras e de memória central), utilizando os anticorpos CD62L e CD44. 

Também foram avaliados os marcadores de exaustão PD-1, TIM-3 e CD39. A atividade 

mitocondrial foi examinada por Mitotracker. Os fatores de transcrição TCF-1, Tbet, 

FOXP3 e TOX foram analisados em células TCD4+ e CD8+ no painel denominado 

“fatores de transcrição”. Além disso, foi avaliada a expressão do marcador de 

proliferação Ki-67 e do receptor de interleucina-2, CD25. No painel denominado 

“Citocinas”, analisamos a expressão de Granzima B, IL-2, TNF-α e IFN-γ em linfócitos 

T CD4+ e CD8+. A viabilidade celular foi avaliada em todos os painéis utilizando o 

marcador Zombie NIR.   

Para o ensaio de produção de citocinas, as suspensões celulares derivadas de 

tumor e dLN foram estimuladas em meio completo R10 com Golgi-Plug (BD 

Biosciences), anti-CD3 imobilizado (3µg/mL) e anti-CD28 (2µg/mL) por 5 horas a 

37°C. Também foram utilizadas estimulações com Phorbol 12-Miristato 13-Acetato 

(PMA) (50 ng/mL) e Ionomicina (1µg/mL) em presença de Golgi-Plug, por 5 horas a 

37°C.  

Os painéis de anticorpos utilizados nos ensaios in vivo estão representados na 

Tabela 3. Para os painéis utilizados à análise de citocinas e fatores de transcrição, 

foram realizados fixação e permeabilização utilizando Cytofix/Cytoperm (BD 

Biosciences), conforme o protocolo do fabricante. No painel de exaustão, as células 

foram adquiridas vivas.  
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Tabela 3 Painéis de anticorpos para avaliação de TILs e dLN 

 

Fonte: Autoria própria.   

3.3.4. Análise de dados – citometria de fluxo multiparamétrica 

As células dos ensaios in vivo foram adquiridas ao citômetro de fluxo LSR 

FortessaTM e foram analisadas utilizando o software BDFACSDiva. As análises 

subsequentes foram realizadas no software FlowJo 10.10. A estratégia de seleção 

utilizada em cada painel para avaliação dos TILs e dLN está ilustrada nas Figura 6 e 

Figura 7 
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Fonte: Autoria própria. 

Figura 6. Estratégia de gating para avaliação de painel de exaustão. 

Legenda: O gate inicial em um gráfico bidimensional de Side Scatter-Area (SSC-A) versus 

Foward Scatter-Area (FSC-A) para selecionar linfócitos com base no tamanho e granulosidade.  Em 

seguida, as células viáveis foram selecionadas com base na viabilidade. Nas células viáveis, foram 

selecionados os linfócitos T CD4+ e CD8+. Os marcadores de exaustão das células T foram avaliados 

dentro das populações CD4+ e CD8+ e PD1 foi plotado com TIM3 e CD39. CD44 e CD62L também 

foram avaliados dentro das populações de CD4+ e CD8+. 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 7. Estratégia de gating para avaliação dos painéis de citocinas e 

fatores de transcrição. 

Legenda: O gate inicial em um gráfico bidimensional de Side Scatter-Area (SSC-A) versus 

Forward Scatter- Area (FSC-A) para selecionar linfócitos com base no tamanho e granulosidade. Em 

seguida, as células viáveis foram selecionadas com base na viabilidade. Nas células viáveis, foram 

selecionados os linfócitos T CD4+ e CD8+. Nos fatores de transcrição, os Tregs foram selecionados 

como FOXP3+ e CD25+/- na população CD4+. Os marcadores TCF e TOX foram selecionados nas 

populações CD4+ e CD8+. Para o painel de citocinas, Granzyme B (GZB) e IL2 foram selecionados 

nas populações CD4+ e CD8+, assim como TNFa e IFNg.  
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3.3.5. Avaliação metabólica  

Para avaliar a atividade metabólica das linhagens celulares AT3 e E0771, foi 

realizado o ensaio Seahorse XF Cell Mito Stress (Agilent Technologies). Esse ensaio 

mede parâmetros bioenergéticos fundamentais, incluindo a taxa de consumo de 

oxigênio (OCR do inglês Oxygen Consumption Rate), um indicador de respiração 

mitocondrial, e a taxa de acidificação extracelular (ECAR), um marcador de atividade 

glicolítica.   

As células AT3 e E0771 foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de 

FBS, 1 mM de piruvato de sódio, 2 mM de L-glutamina, 5mM de tampão HEPES, 

100U/mL de penicilina, 100µg/mL de estreptomicina, 500 µg/mL de gentamicina e 5 

nM de 2mercaptoetanol, a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO₂. Para o ensaio, 

foram colocadas em cultura 200.000 células por poço em microplacas Seahorse X96, 

otimizadas para alcançar uma confluência de 70-80%. Após a adesão das células, o 

meio foi substituído por Seahorse XF Base Medium suplementado com glicose 

(10mM), glutamina (2mM) e piruvato (1mM). As células foram encubadas em uma 

incubadora sem CO2   por 1 hora antes das medições.   

Durante o ensaio, OCR e ECAR foram medidos em condições basais e em 

resposta à injeção sequencial dos seguintes moduladores metabólicos:  

• Oligomicina (2 µM): Inibe a síntese de ATP, determinando a respiração 

associada à produção de ATP.  

• FCCP (2 µM): Desacoplador mitocondrial utilizado para avaliar a 

capacidade respiratória máxima.  

• Rotenona/Antimicina A (0,5 µM cada): Inibidores dos complexos I e III da 

cadeia mitocondrial, respectivamente, para bloquear a respiração mitocondrial e 

determinar o consumo de oxigênio não mitocondrial.  

A capacidade respiratória máxima foi analisada com a adição de FCCP no ensaio 

Seahorse. O FCCP, um desacoplador mitocondrial, simula uma alta demanda 

energética fisiológica ao estimular a cadeia respiratória, permitindo a avaliação da 

capacidade máxima de respiração mitocondrial. A Capacidade Respiratória de 

Reserva (SRC do inglês Spare Respiratory Capacity), calculada como a diferença 

entre a capacidade respiratória basal e máxima, reflete a flexibilidade metabólica das 

células e sua habilidade de se adaptar a diferentes demandas energéticas.  
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Os valores basais de OCR e ECAR foram registrados para as células AT3 e 

E0771, e os parâmetros metabólicos principais foram calculados utilizando o software 

Seahorse Wave (Agilent). Todos os dados foram expressos como média ± erro padrão 

da média (SEM). A significância estatística foi avaliada por meio de ANOVA 

unidirecional, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. Valores de p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 

3.3.6.  Avaliação funcional de vias metabólicas com inibidores 

mitocondriais. 

Com o objetivo de caracterizar o uso diferencial de vias metabólicas 

mitocondriais, realizamos experimentos funcionais com a tecnologia Seahorse 

descrita acima, utilizando as linhagens murinas E0771 e AT3. As células foram 

cultivadas na presença de inibidores específicos, previamente descritos na literatura, 

visando a inibição seletiva de vias metabólicas distintas. Foram utilizados os seguintes 

compostos:  

• UK5099:  um inibidor do transportador mitocondrial de piruvato (MPC), que 

bloqueia a entrada de piruvato na matriz mitocondrial, impedindo sua oxidação no ciclo 

de Krebs e comprometendo a contribuição da glicose para a fosforilação oxidativa; 

• BPTES: um inibidor da glutaminase (GLS1), que bloqueia a conversão de 

glutamina em glutamato, interrompendo a geração de -cetoglutarato e sua entrada 

no ciclo de Krebs; 

• Etomoxir: inibidor da carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), impedindo o 

transporte de ácidos graxos de cadeia longa para a mitocôndria e, consequentemente, 

sua oxidação; 

• Metformina: inibidor do complexo I da cadeia transportadora de elétrons, 

que reduz a atividade respiratória mitocondrial e a produção de ATP a partir da 

fosforilação oxidativa. 

A atuação desses inibidores sobre as principais vias metabólicas mitocondriais 

está esquemativamente representada na Figura 8, ilustrando os pontos-alvo de cada 

composto na via da glicose, glutamina e ácidos graxos. A inibição direta da cadeia 

respiratória pela metformina está representada na Figura 9.  
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Fonte: Adaptado de Cayman Chemical – Manipulating Mitochondrial Fuel Pathways   

Figura 8. Representação esquemática das principais vias metabólicas 

mitocondriais e seus respectivos inibidores utilizados na análise funcional com 

tecnologia Seahorse. 

São mostrados os pontos de ação do UK5099 (inibidor do transporte de 

piruvato), Etomoxir (inibidor da oxidação de ácidos graxos via CPT1) e BPTES 

(inibidor da glutaminase GLS1).  

 

 

Fonte: Madiraju, A. K., Erion, D. M., & Shulman, G. I. (2019). Metformin: Mechanisms in 

Human Obesity and Insulin Resistance. Frontiers in Endocrinology, 10, 294. 
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Figura 9. Mecanismo de ação da metformina sobre vias metabólicas 

mitocondriais 

3.3.7. Avaliação de hipóxia por pimonidazol 

Para a detecção de hipóxia, os camundongos receberam pimonidazol (80mg/kg 

Hypoxyprobe) em PBS por via intravenosa 1 horas antes de serem eutanasiados. A 

detecção de pimonidazol foi através do anticorpo anti-pimonidazol (Hypoxyprobe) em 

TILs e dLNs após 10 minutos de fixação por PFA, seguida por permeabilização por 20 

minutos com Cytofix/Cytoperm.  

3.4.  Análise de dados públicos de transcriptoma. 

Para a análise transcriptômica de células do sangue periférico (PBMC) e de 

tumores de pacientes com CMTN, foi utilizado um dataset público disponível na 

plataforma Gene Expression Omnibus (GEO), sob o número de acesso GSE169246. 

Esse dataset foi originalmente gerado a partir de amostras coletadas antes e após o 

tratamento em pacientes com CMTN metastáticas e não metastáticos que receberam 

quimioterapia com paclitaxel, isoladamente ou em combinação com imunoterapia anti-

PD-L1 (atezolizumabe)(70).  

A resposta terapêutica foi avaliada com base nos critérios RECIST, sendo os 

pacientes classificados como respondedores (aqueles com resposta parcial ao 

tratamento ou resposta completa) ou não respondedores (aqueles com doença 

estável ou progressiva). Para a análise das amostras de PBMC, foram considerados 

os dados de 20 pacientes, sendo 9 respondedores e 11 não respondedores. Já para 

a análise do tecido tumoral, foram incluídas amostras de 15 pacientes, sendo 7 

respondedores e 8 não respondedores.  

3.4.1. Análise dos dados públicos de PBMC.  

Com base nas informações de metadados clínicos, foram selecionadas 

exclusivamente as células derivadas de amostras de sangue periférico coletadas no 

período pré-tratamento. A partir dos dados brutos, foi realizado um subconjunto 

aleatório de 50.000 células para com o objetivo de garantir viabilidade computacional 

e uniformidade de análise. Dentre essas, 12.128 células correspondiam às amostras 

de PBMC elegíveis para a análise.  

Em seguida, aplicaram-se filtros de qualidade para garantir robustez analítica, 

foram mantidas as células com número total de transcritos (Count) entre 200 e 15.000, 
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números de genes expressos entre 500 e 3.000, e proporção de genes mitocondriais 

inferior a 10%, a fim de excluir células de baixa qualidade, doublets e células em 

estresse ou apoptose. Além disso, genes expressos em menos de 100 células foram 

excluídos, visando minimizar ruídos técnicos associados a transcrições esparsas. 

Após a aplicação de filtros, 11.530 células de alta qualidade foram mantidas para as 

análises posteriores. 

Embora o dataset já tivesse passado por etapas iniciais de pré-processamento 

no estudo original, utilizamos diretamente a matriz de expressão contendo células 

previamente classificadas como de alta qualidade, aplicando critérios adicionais de 

filtragem para garantir maior robustez analítica. Foram mantidos apenas os genes 

expressos em, no mínimo, 100 células, com o objetivo de eliminar ruídos provenientes 

de transcrições esparsas e não informativas. Além disso, células com proporção igual 

ou superior a 10% de genes mitocondriais foram excluídas da análise, uma vez que 

essa característica é indicativa de estresse ou morte celular, os quais poderiam 

enviesar os resultados. 

Após a filtragem das células e dos genes, os dados foram submetidos à 

normalização utilizando a função padrão do pacote Scanpy(71). Esse procedimento 

garante que cada célula seja comparável em termos de profundidade de 

sequenciamento, reduzindo viés por diferença na captura de RNA entre as células. 

Em seguida, foi realizada a identificação dos genes mais variáveis (que representam 

aqueles genes com maior variação de expressão entre as células e, portanto, com 

maior potencial informativo para distinção de subpopulações celulares). Com base 

nessa seleção, foi aplicada uma análise de componentes principais (PCA) (72), 

visando a redução de dimensionalidade e a captura das principais direções de 

variação dos dados.  

A estrutura global dos dados foi inicialmente explorada por meio de PCA, 

permitindo visualizar a variabilidade entre as amostras segundo o desfecho clínico 

(Figura 10). O número de componentes foi definido com base na proporção de 

variância explicada, utilizando o ponto de inflexão da curva (plateau) como critério de 

corte.  
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Fonte: Autoria própria. 

Figura 10. Projeção PCA da estrutura global das células de PBMC com base 

nos genes mais variáveis.  

Legenda: Cada painel mostra a mesma projeção, mas com representação de acordo com 

diferentes metadados:  pacientes (superior esquerdo), desfecho clínico (superior direito), tipo de 

tratamento (inferior esquerdo) e estadiamento clínico (inferior direito).  

As partir dos componentes principais (n_pca=30), foram calculadas a distância 

entre vizinhos mais próximos (do inglês - nearest-neighbor distance), o que permitiu a 

projeção dos dados no espaço bidimensional por meio do algoritmo de UMAP(73). 

Essa projeção permitiu a visualização da distribuição das células em função de seus 

perfis de expressão gênica, bem como integrar múltiplos metadados clínicos e 

técnicos como número tota de transcritos por célula, clusters de células (identificados 

por Leiden com resolução =1.0(74)), paciente de origem, estágio clínico, tipo de 

tratamento, momento de coleta e desfecho clínico (resposta ou não-resposta ao 

tratamento), além de parâmetros de qualidade como a porcentagem de genes 

mitocondriais e ribossomais por célula (Figura 11). 



 32 

 



 33 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 11. Projeção UMAP das células do PBMC com base nos perfis de 

expressão gênica. 

Legenda: Cada painel representa a mesma projeção UMAP, mas colorida segundo diferentes 

metadados clínicos e técnicos: número total de transcritos por célula (log10_total_counts), 

agrupamento celulares obtidos pelo algoritmo Leiden (resolução = 1.0), identificação de pacientes 

(Patient ID), momento de coleta (Timepoint), tipo de tratamento (Treatment), estadiamento clínico 

(Stage), desfecho clínico (Outcome), porcentagem de genes mitocondriais (pct_counts_mt) e 

porcentagem de genes ribossomais (pct_counts_ribo).  

 Como etapa adicional de controle de qualidade, avaliou-se a presença de 

doublets com base em scores de predição. Os resultados demonstraram uma baixa 

taxa de duplicação celular, sugerindo que a grande maioria das células incluídas eram 

de fato single cells (Figura 12).  

 

Fonte: Autoria própria. 

Figura 12. Avaliação da presença de doublets nas amostras celulares de 

PBMC. 

Legenda: Projeção UMAP das células de acordo com o score de predição de doublets (à 

esquerda) e com a classificação final (à direita).  

A anotação automatizada das células foi realizada com a ferramenta CellTypist, 

a qual classificou as células em subtipos imunes com base em perfis transcriptômicos 

previamente treinados. A confiança das predições foi quantificada por meio de um 

escore específico da ferramenta, e os resultados indicaram uma separação clara entre 

os principais tipos celulares, como células T (e seus subtipos), células B, células NK, 

monócitos e células dendríticas (Figura 13). 
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Fonte: Autoria própria 

Figura 13. Anotação automatizada das subpopulações imunes em PBMC 

por CellTypist 

Legenda: Projeção UMAP das células após anotação automatizada realizada com a ferramenta 

CellTypist. À esquerda, observa-se a divisão dos clusters gerados por Leiden. ‘À direita as células são 

coloridas conformes os subtipos imunes atribuídos pelo modelo treinado. Na parte inferior, o escore de 

confiança da predição (celltype_score) indica alta acurácia na maioria das atribuições.  

Os agrupamentos identificados, juntamente com as informações clínicas de 

pacientes, foram utilizados como base para a análise de expressão diferencial entre 

os grupos de respondedores e não respondedores aos tratamentos avaliados no 

estudo utilizado. Para isso, foi aplicada a estratégia de pseudobulking, em que as 

contagens de expressão gênica de cada gene foram agregadas por paciente, 

simulando uma abordagem de RNA-seq convencional (bulk), que possibilita maior 

robustez estatística e menor influência da variabilidade célula a célula. A identificação 

dos genes diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada através do pacote 

pyDESeq2 (uma implementação em Python baseada no método DESeq2). Foram 

considerados diferencialmente expressos os genes com log2 fold change > 0.5 e valor 

de p ajustado (p-adj) < 0.05.  

Com esses conjuntos de DEGs, foi conduzida uma análise de sobre-

representação (ORA), utilizando o pacote GSEApy (75). As listas de genes com 

expressão aumentada ou diminuída foram analisadas separadamente e ranqueadas 

de acordo com sua significância estatística e magnitude de alteração, utilizando a 

fórmula: -log10 (p-valor ajustado) x log 2 foldchange. As análises foram realizadas 
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com base nas bibliotecas MSigDB Hallmarks 2020(76) e Gene Ontology: Biological 

Processes 2025(77) , permitindo a identificação das vias biológicas mais relevantes e 

a construção de representações gráficas integradas por processos moleculares 

associados a cada grupo clínico.  

3.4.2. Análise de dados públicos de tecido tumoral de CMTN 

Para as amostras de tecido tumoral, também foram consideradas apenas as 

células derivadas de biópsias coletadas antes do início do tratamento. A partir dos 

dados brutos disponibilizados, o mesmo subconjunto aleatório de 50.000 células foi 

utilizado para padronizar e viabilizar o processamento computacional. Deste 

subconjunto, 9.130 células correspondiam às amostras tumorais pré-tratamento.  

Aplicaram-se então os mesmos critérios de filtragem adotados para o PBMC e 

foram mantidas apenas as células com número total de transcritos (counts) entre 200 

e 15.000, número de genes expressos entre 500 e 3.000, e proporção de genes 

mitocondriais inferior a 10%. Além disso, genes expressos em menos de 100 células 

foram excluídos da matriz de expressão. Ao final da filtragem, foram mantidas 8.061 

células e 10.003 genes para as análises de downstream. A normalização e seleção 

dos genes de maior variabilidade foram realizadas utilizando as funções padrão do 

pacote Scanpy(71). 

A análise de PCA foi aplicada para a redução de dimensionalidade, permitindo a 

visualização da estrutura global dos dados e a inspeção inicial das amostras segundo 

variáveis clínicas, como resposta ao tratamento, estadiamento e tipo de tratamento 

(Figura 14).  
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Fonte: Autoria própria 

Figura 14. Projeção PCA da estrutura global das células do tecido tumoral 

com base nos genes mais variáveis. 

Legenda: Cada painel mostra a mesma projeção, mas com representação de acordo com 

diferentes metadados:  pacientes (superior esquerdo), desfecho clínico (superior direito), tipo de 

tratamento (inferior esquerdo) e estadiamento clínico (inferior direito).  

Em seguida, foi realizada a projeção UMAP que possibilitou explorar a 

organização transcricional das células tumorais e integrar múltiplas informações 

clínicas e técnicas, como número total de transcritos por células, agrupamento de 

células por Leiden (resolução =1.0), identificação dos pacientes, momento de coleta, 

tipo de tratamento, estadiamento clínico e resposta clínica. Além disso, foram 

incorporados parâmetros de qualidade como a porcentagem de genes mitocondriais 

e ribossomais (Figura 15). 
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Fonte: Autoria própria  

Figura 15. Projeção UMAP das células do tecido tumoral com base nos 

perfis de expressão gênica. 

Legenda: Cada painel representa a mesma projeção UMAP, mas colorida segundo diferentes 

metadados clínicos e técnicos: número total de transcritos por célula (log10_total_counts), 

agrupamento celulares obtidos pelo algoritmo Leiden (resolução = 1.0), identificação de pacientes 

(Patient ID), momento de coleta (Timepoint), tipo de tratamento (Treatment), estadiamento clínico 

(Stage), desfecho clínico (Outcome), porcentagem de genes mitocondriais (pct_counts_mt) e 

porcentagem de genes ribossomais (pct_counts_ribo).  

Como etapa de controle de qualidade, foi aplicada a predição de doublets, com 

base em score de probabilidade e classificação binária. A baixa frequência de eventos 

positivos reforçou a qualidade das amostras processadas (Figura 16).  

 

Fonte: Autoria própria  

Figura 16. Avaliação da presença de doublets nas amostras celulares em 

tecido tumoral. 

Legenda: Projeção UMAP das células de acordo com o score de predição de doublets (à 

esquerda) e com a classificação final (à direita).  
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4. Resultados e Discussão 

4.1.  Análise em pacientes com CMTN 

4.1.1. Caracterização clínico patológica dos pacientes 

Como mencionado, em nosso estudo foi realizada a avaliação do perfil 

imunológico de 85 pacientes com câncer de mama triplo negativo não metastático. 

Todos os pacientes recrutados foram submetidos à quimioterapia neoadjuvante 

seguida pela mastectomia. Após a cirurgia, a avaliação da resposta patológica foi 

realizada categorizando as pacientes em dois grupos: respondedores (resposta 

patológica completa – pCR), composto por 49 pacientes, e não respondedoras (não 

resposta patológica completa – não pCR), com 36 pacientes. 

A mediana de idade de pacientes incluídas no estudo foi de 41 anos, sem 

diferença significativa entre os grupos de resposta. O tamanho tumoral mediano no 

momento do diagnóstico foi de 2.6 cm, sendo semelhante no grupo de respondedores 

(2.5 cm) e no grupo sem resposta (2.6 cm). Assim, o tamanho tumoral não demonstrou 

relação significativa com o desfecho patológico na coorte analisada (Tabela 4). 

A mutação no gene BRCA1 foi observada em 18 pacientes da nossa coorte, 

enquanto a mutação do gene BRCA2 foi identificada em 2 pacientes. No entanto, a 

presença dessas mutações não apresentou relação significativa com a resposta ao 

tratamento. Em relação às características avaliadas, como estadiamento clínico 

global, estágio tumoral (estadiamento T) e comprometimento linfonodal (estadiamento 

N), não foi identificada nenhuma associação estatisticamente significativa entre esses 

parâmetros e o desfecho patológico, seja resposta completa ou ausência de resposta 

(Tabela 4).  

Por outro lado, observou-se uma associação estatisticamente significativa entre 

o grau histológico e resposta patológica (p=0.015). Tumores classificados como grau 

histológico III (GIII) apresentaram maiores taxas de pCR em comparação aos tumores 

de grau II (GII), sugerindo que o grau de diferenciação tumoral pode representar uma 

variável associada à resposta patológica completa nesse contexto (Tabela 4).  

Tumores pouco diferenciados (GIII) são geralmente caracterizados por maior 

índice proliferativo, alterações genômicas instáveis e maior sensibilidade à 

quimioterapia citotóxica, o que pode explicar as maiores taxas de resposta observadas 

nesse grupo. Estudos em câncer de mama identificaram que tumores de alto grau, 

particularmente subtipos como triplo negativo e HER2 positivo, alcançam taxas 
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significativamente maiores de resposta patológica completa, com ganhos 

prognósticos relevantes(64,78).  

Tabela 4 Características Clínico-Patológicas de pacientes CMTN.  

 

Legenda: RCB = residual cancer burden 

4.1.2. Caracterização imunológica sistêmica pré-tratamento 

Para caracterizarmos o perfil imune sistêmico celular, realizamos a análise 

comparativa das frequências presentes nos dois grupos de pacientes. No tempo 1, ou 

seja, antes do tratamento, notamos que o grupo de pacientes respondedores 

apresenta maior expressão de marcadores de ativação de resposta imune, PD1 e 

CD69 em linfócitos CD4+, inclusive em coexpressão (p=0.010, 0=0.014 e p=0.023, 

respectivamente) (Figura 17A). Esse padrão de maior expressão também é evidente 

ao avaliarmos a subpopulação de linfócitos, pois a porcentagem de linfócitos 

CD4+CD69+ e CD4+PD1+ em linfócitos é mais elevada em pacientes com pCR em 

comparação aos não pCR (p=0.012 e p=0.055, respectivamente) (Figura 17B). Além 

disso, há um aumento da intensidade média de fluorescência de CD69 em linfócitos 

CD4+ (p=0.056) (Figura 17C). 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 17. Avaliação de células imunes em sangue fresco no tempo 1. 

Legenda: Frequência relativa da expressão dos marcadores PD1 e CD69 nos linfócitos T CD4+ 

comparando os grupos respondedores (azul) (n=32) e não respondedores (vermelho) (n=18). As 

amostras foram adquiridas por citometria de fluxo multiparamétrica. As avaliações estatísticas foram 

realizadas através do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.  

Seguindo na avaliação do perfil celular em sangue fresco, notamos a maior 

expressão de PD1+ em linfócitos T CD8+ em pCR (p=0.014) e maior frequência de 

linfócitos T CD8+ PD1+ em respondedores (p=0.037) (Figura 18). 

 

Fonte: Autoria própria.  

Figura 18. Avaliação de células imunes no sangue fresco no tempo 1.  

Legenda: Frequência relativa da expressão dos marcadores PD1 nos linfócitos T CD8+ 

comparando os grupos respondedores (azul) (n=32) e não respondedores (vermelho) (n=18). As 
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amostras foram adquiridas por citometria de fluxo multiparamétrica. As avaliações estatísticas foram 

realizadas através do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.  

A expressão da molécula PD1 em linfócitos T chama atenção, principalmente por 

seu papel amplamente descrito como checkpoint imunológico. Sua principal função é 

impedir a ativação imunológica exacerbada, atuando como mecanismo de regulação 

para evitar danos teciduais e autoimunidade(79,80). No entanto, é importante destacar 

que PD1 é caracteristicamente expresso em linfócitos T recém-ativados, sendo 

induzido nas primeiras horas após a estimulação do TCR(81,82). Nesse contexto, a 

coexpressão de PD1 com o marcador de ativação CD69 reforça o fenótipo ativado 

desses linfócitos circulantes, sugerindo que, apesar do papel regulador associado ao 

PD1, essas células podem ainda estar funcionalmente ativas no momento da 

análise(83,84). 

Na avaliação sistêmica, analisamos os mediadores solúveis de pacientes com 

CMTN previamente ao início do tratamento utilizando o sistema de suspensão 

Milliplex. A fim de explorar possíveis interações entre o perfil de ativação imune e o 

ambiente inflamatório circulante, correlacionamos os mediadores com as 

subpopulações linfocitárias detectadas no sangue periférico e a consequente 

expressão de marcadores. Essa análise permitiu identificar diferenças nos padrões de 

correlação entre pacientes respondedores e não respondedores, sugerindo perfil 

imunológicos distintos entre os dois grupos.  

No grupo de respondedores, observamos que as moléculas CD69 e PD1 

expressos em células como linfócitos T CD8+ e linfócitos T DN apresentaram 

correlações negativas com citocinas inflamatórias, como IL6 e MCSF (caixa verde). 

Além disso, a expressão de PD1 em células T CD4+ mostrou correlações nulas ou 

levemente negativas com os mesmos mediadores, o que pode indicar um perfil de 

ativação mais regulado (Figura 19A).  

Em contraste, no grupo de pacientes não respondedores, notamos uma inversão 

no padrão da resposta, com diversas correlações positivas entre as citocinas 

inflamatórias e marcadores de ativação em múltiplas subpopulações, como CD69+ 

em células T DN e PD1+ em células T CD8+ (caixa verde).  Além disso, destacam-se 

as correlações positivas entre IL10 e marcadores em células TCD4 (Figura 19B). 
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Fonte: Autoria própria.   
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Figura 19. Matriz de correlação entre células circulantes e fatores solúveis. 

 Legenda: (A) Matriz de correlação no grupo de pacientes respondedores (pCR, n=31) e não 

respondedores (NonpCR, n=16). As caixas rosas e verdes destacam as variáveis observadas diferentes 

entre os grupos de paciente. As avaliações estatísticas foram realizadas através do teste Spearman e 

apenas as correlações significativas (p<0.05) são representadas.  

Após a identificação das populações imunes no sangue fresco e suas 

correlações com fatores solúveis inibidores nos grupos de pacientes com desfechos 

clínicos distintos, prosseguimos com a caracterização mais aprofundada das PBMC. 

O objetivo foi realizar uma avaliação mais robusta das subpopulações celulares, 

incluindo a identificação do status de memória e ativação, bem como a produção de 

citocinas por essas subpopulações. Dessa forma, analisamos a frequência das 

subpopulações nos dois grupos de pacientes.  

Como descrito na metodologia, as células foram estimuladas de duas maneiras, 

sendo: (1) um estímulo policlonal com anti-CD3 e anti-CD28, com o intuito de induzir 

ativação ampla e não específica das células T, e (2) estímulo antígeno-específico por 

meio da incubação com peptídeos selecionados, visando a detecção de respostas 

imunes direcionadas a epítopos específicos.  

Em pacientes respondedores, observamos que o estímulo policlonal induziu 

maior expressão de TIM3 por linfócitos T CD4+ (Figura 20A), bem como maior 

expressão de Granzima B (Gzb), CD161 e a coexpressão de CD95 e CD161 em 

linfócitos T CD8+ (Figura 20B). Notamos também que linfócitos T CD8+ naive (CCR7+ 

CD54R0-) expressaram CD161 e coexpressaram CD161 e CD95 no mesmo grupo de 

pacientes (Figura 20B). 

O estímulo antígeno-específico revelou que, em pacientes respondedores, 

houve uma maior expressão de Gzb e CD161 em linfócitos T CD8+. Além disso, 

verificou-se maior expressão desses marcadores e coexpressão de CD95 e CD161, 

assim como maior expressão individual de CD95 e PD1 em linfócitos T CD8+ naive. 

Observamos também maior expressão de Gzb em linfócitos T CD8+ de memória 

central (CCR7+ CD54R0+) (Figura 20C). 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 20. População de células T CD4+ e TCD8+ em estímulo policlonal e 

antígeno específico. 

Legenda: Avaliação da porcentagem de células CD4+ e CD8+, suas subpopulações e expressão 

de marcadores de ativação e exaustão em respondedores (pcR, azul) e não respondedores (nonpCR, 

vermelho) em PBMC por citometria de fluxo. (A) Célula T CD4+ com estímulo policlonal (anti-CD3 e 
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anti-CD28), (B) Células T CD8+ com estímulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28) (respondedores n=12 

e não respondedores n=14). (C) Células T CD8+ com estimulação antígeno específico (peptídeos + 

anti-CD28) (respondedores n=5 e não respondedores n=7). As avaliações estatísticas foram realizadas 

através do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.  

Seguindo com a análise supervisionada, o estímulo policlonal revelou que no 

grupo de pacientes respondedores há uma alta expressão de TIM3 e sua coexpressão 

com CD127 em células TCRγδ e TCRαβ, além de alta expressão de Gzb em TCRαβ 

(Figura 21).   

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 21. População de células imunes após estímulo policlonal. 

Legenda: Avaliação da expressão dos marcadores TIM3, CD127 e Granzima B nas células 

TCRγδ e TCRαβ em respondedores (azul, n=12) e não respondedores (vermelho, n=14). As avaliações 

estatísticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.  

Apesar de ser comumente associada a fenótipos de exaustão, a expressão de 

TIM3 não deve ser interpretada isoladamente como indicativo de disfunção. Estudos 

apontam que TIM-3 também pode atuar como um receptor coestimulador, expresso 

após a ativação, e participar na indução de respostas efetoras de curta duração(85). 

No nosso estudo, a coexpressão de TIM3 com CD127 em células TCRγδ e TCRαβ no 

grupo de respondedores, associada à maior expressão de Granzima B, sugere um 
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perfil funcionalmente ativo. Além disso, a coexpressão de CD95 e CD161 em células 

CD8+ reforça um estado de ativação celular com potencial citotóxico.  

Em seguida, realizamos a análise não supervisionada das amostras de PBMC 

com o objetivo de explorar padrões emergentes nos dados sem a introdução de viés 

prévio como as características celulares previamente definidas. Essa abordagem 

possibilitou uma avaliação mais abrangente da heterogeneidade imunológica, 

destacando perfis associados à resposta terapêutica.  

Dessa forma, utilizamos o método UMAP para a redução de dimensionalidade e 

agrupamento celular com base nos marcadores avaliados. Através dessa avaliação 

nas subpopulações de linfócitos T CD4+ e TCD8+, identificamos a maior presença de 

uma subpopulação celular específica no grupo de pacientes não respondedores. 

Em linfócitos T CD4+, essas células apresentaram uma coexpressão de TCRγδ, 

CD95 e IL10, enquanto nos linfócitos T CD8+, essas células foram caracterizadas pela 

coexpressão de CD45RO, TCRγδ e IL10, e estavam significativamente mais 

frequentes em pacientes não respondedores (Figura 22A). Diante dos achados 

obtidos, buscamos investigar os linfócitos T reguladores (T reg) na análise 

supervisionada e notamos a maior expressão de IL10 em pacientes não 

respondedores (Figura 22B).  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 22. Avaliação não supervisionada por UMAP das subpopulações de 

CD4+ e CD8+. 

Legenda: (A) Avaliação não supervisionada através do plugin UMAP no software FlowJo das 

subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+, para concatenar populações através da expressão de 

marcadores.  Identificação e caracterização de subpopulações diferentes entre os grupos de 

respondedores (azul, n=5) e não respondedores (vermelho, n=7). (B) Análise da expressão de IL-10 
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pela célula CD4+ T Reguladora em estímulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28) entre respondedores 

(azul, n=12) e não respondedores (vermelho, n=14). As avaliações estatísticas foram realizadas através 

do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.  

Ao avaliar a diferença nos fatores solúveis entre os grupos de pacientes antes 

do tratamento, observamos que os pacientes não respondedores apresentaram maior 

intensidade média de fluorescência (MFI) para as citocinas GCSF, IL1-a, IL1-ra, IL6, 

Rantes e MCSF (Figura 23A). Para investigar se essas citocinas aumentadas em não 

respondedores se relacionavam ao alto nível de expressão de IL10 detectado em 

PBMC, avaliamos a correlação entre esses fatores. Essa análise revelou que 

pacientes não respondedores apresentaram uma correlação positiva entre a IL10 

detectada no plasma de pacientes com as citocinas MCSF, IL1ra e IL1a, um perfil não 

observado no grupo de pacientes respondedores (Figura 23B).   
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 23. Fatores solúveis pré-tratamento e correlações em respondedor 

e não respondedor. 

 Legenda: (A) Concentração das citocinas e quimiocinas circulantes em Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI) no grupo de pacientes respondedores (azul, n= 37) e não respondedores 

(vermelho, n= 20) pré-tratamento através do ensaio MilliplexTM.  (B) Correlação entre as citocinas MCSF, 

IL1ra e IL1a e a citocinas IL10, nos mesmos grupos de pacientes (respondedores n=31 e não 

respondedores n=15). As análises estatísticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (A) 

e Spearman (B) (*) p<0.05.  

Ao analisarmos as correlações entre as subpopulações de PBMC que 

apresentaram diferença significativas entre os grupos de pacientes e os níveis de 

citocinas, observamos padrões distintos em pacientes respondedores e não 

respondedores ao tratamento. 

 No grupo de pacientes respondedores, predominam novamente correlações 

negativas, especialmente entre as citocinas inflamatórias e as populações celulares 

mais frequentes nesse grupo, como CD8+ CD161+, CD8+ Gzb+, CD8+ 

TIM3+CD127+, CD8+ naive e CD8+ memória efetora (Figura 24A, caixa verde). Além 

disso, observamos correlações negativas entre populações CD4+ IL10+, CD4+ naive 

IL10+ e CD4+ naive TIM3+ CD127+ e as populações CD8+ naive CD95+CD161+ e 

CD8+ memória efetora (Figura 24A, caixa rosa).  

Por outro lado, no grupo de pacientes não respondedores, as correlações são 

predominantemente positivas. Essas relações envolvem citocinas inflamatórias e 

subpopulações como TCRαβ GrzB⁺, CD8⁺ TIM3⁺ CD127⁺ e CD8⁺ efetoras CD161⁺ 

(Figura 24B, caixa verde). De forma semelhante, observam-se correlações positivas 

entre as células CD4+ IL10+, CD4+ naive IL10+ e diversas subpopulações de CD8+, 

incluindo CD161+, Gzb+, TIM3+CD127+, naive CD95+CD161+ e naive Gzb+ (Figura 

24, caixa rosa).  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 24. Matriz de correlação entre PBMC e fatores solúveis. 

Legenda: (A) Matriz de correlação no grupo de pacientes respondedores (pCR, n=31). (B) Matriz 

de correlação no grupo de pacientes não respondedores (non pCR, n=15). As caixas rosa e verde 

destacam as variáveis observadas diferentes nos dois grupos de pacientes. Os * apontam as 

populações celulas aumentadas em respondedores na análise supervisionada do PBMC. As avaliações 

estatísticas foram realizadas através do teste Spearman e apenas as correlações significativas (p<0.05) 

são representadas. 

Até o momento, os resultados evidenciam um perfil imunológico inicial distinto 

entre os grupos de respondedores e não respondedores ao tratamento, destacando 

diferenças críticas na dinâmica de correlações celulares e na expressão de 

marcadores imunológicos.  

Pacientes respondedores apresentaram um perfil mais coordenado, com 

correlações predominantemente negativas entre citocinas inflamatórias e 

subpopulações celulares, além de maior expressão de Gzb, CD161 e CD95 em 

linfócitos T CD8, bem como coexpressão de CD127, TIM3 e GZB em células TCRγδ 

e TCRαβ. Esse padrão sugere uma ativação funcional e direcionada, com preservação 

da citotoxicidade e menor sinal de exaustão, indicando uma resposta imune eficaz e 

potencialmente antitumoral, mas sem inflamação sistêmica exacerbada.  

Em contraste, pacientes não respondedores exibiram um perfil caracterizado por 

desorganização funcional da resposta imune. Observou-se maior proporção de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ coexpressando TCRγδ e IL-10, além de um padrão 

predominante de correlações positivas entre essas células e citocinas como IL10, 

IL1ra e GCSF. Também foram identificadas associações positivas entre 

subpopulações de DN e DN NKT com citocinas como RANTES e M-CSF. Esses dados 

sugerem um ambiente sistêmico inflamatório crônico, porém guiado por vias 

reguladoras, caracterizado pela coexistência de sinais ativadores e supressores, um 

padrão descrito como disfuncional e frequentemente associado à falha na resposta 

imune antitumoral(86–88) 

A atividade imunorreguladora das células Treg, incluindo a produção de IL-10, é 

um mecanismo conhecido de controle da resposta imune, inibindo diretamente a 

função das células efetoras (89). Em pacientes com câncer de mama, além das Tregs, 

IL-10 é produzia por monócitos, células com padrão Th2 e outros subtipos de células 

T e B, exercendo um papel importante na regulação da inflamação (90). Níveis 
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elevados de IL-10 e de monócitos clássicos já foram associados à menor taxa de 

resposta patológica completa em pacientes com câncer de mama HER2+ tratados 

com quimioterapia (91) Além disso, a presença sustentada dessa citocina na 

circulação ou no microambiente tumoral tem sido relacionada com o à progressão 

tumoral e menor sobrevida(92,93).  

Adicionalmente, os níveis aumentados de IL-6 e RANTES (CCL5) em pacientes 

não respondedores, reforçam a existência de um ambiente inflamatório persistente. 

Estudo prévios mostraram que essas citocinas, além de promoverem ativação das 

células imunes, também favorecem a interação entre tumor e estroma linfático, 

facilitando migração, invasão e metástase(94). O padrão observado em nossos dados 

aponta para um estado inflamatório crônico, não efetivo e regulado, que em vez de 

promover controle tumoral pode estar favorecendo mecanismos de evasão tumoral e 

resistência terapêutica.  

4.1.3. Relações entre o infiltrado linfocitário tumoral e a resposta 

imune periférica 

Como mencionado na sessão de metodologia, avaliamos o infiltrado linfocitário 

tumoral (TIL) nas biópsias obtidas antes do início do tratamento. Na análise do TIL 

estromal, observamos níveis significativamente mais elevados em pacientes 

respondedores em comparação aos não respondedores. De forma consistente, a 

porcentagem total de TILs, considerando as regiões estromal e intratumoral, também 

foi maior no grupo de pacientes que apresentou resposta patológica (Figura 25). 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 25.   Nível de TILs em pacientes CMTN antes do tratamento 

 Legenda: Frequência relativa da porcentagem de TILs comparando os grupos de interesse. A 

porcentagem foi determinada por análise morfométrica em cortes histológicos corados com 
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hematoxilina e eosina (H&E). À esquerda, observa-se a quantificação dos TILs estromais nos grupos 

de respondedores (azul, n=19) e não respondedores (vermelho, n=24). À direita, apresenta-se a 

quantificação dos TILs totais, calculados como a soma dos TILs estromais e intratumorais, nos mesmos 

grupos de pacientes. As avaliações estatísticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (*) 

p<0.05.  

No intuito de investigar se a presença de TILs se relaciona ao perfil imunológico 

sistêmico, seja influenciando o perfil sistêmico ou sendo por ele modulada, avaliamos 

a correlação entre a porcentagem de TILs nas amostras tumorais e a frequência de 

subpopulações celulares de interesse e citocinas circulantes.  

Em pacientes respondedores, observamos uma correlação positiva entre os 

níveis de TILs estromais e a frequência de células T CD8+ no sangue periférico 

(r=0.457; p=0.043). Além disso, o percentual total de TILs também se correlacionou 

positivamente com a expressão de PD1 em células DN (r=0.852; p=0.029). Por outro 

lado, observou-se uma correlação negativa entre TILs estromais e os níveis 

plasmáticos de IL-10 (r=-0.695; p=0.003) nesse grupo de pacientes (Figura 26).  

Em pacientes não respondedores, a única correlação significativa observada foi 

uma correlação negativa entre TILs estromais e a frequência de CD69+ em células T 

CD4+ (r=-0.749; p=0.025) (Figura 26). As demais variáveis não apresentaram 

correlações estatisticamente significativas. 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 26. Correlação entre infiltrados tumorais e fatores de interesse. 

Legenda: As análises de correlação foram realizadas separadamente nos grupos de 

respondedores (pCR, n=20) e não respondedores (nonpCR, n=9), (com exceção da correlação entre 

IL-10 e TILs, na qual o número de pacientes foi de pCR n=22 e nonpCR n=13). Avaliaram-se as 

associações entre a porcentagem de linfócitos infiltrantes totais ou estromais (avaliados por HE) e os 

seguintes parâmetros circulantes: linfócitos TCD8+, linfócitos TCD4+ expressando CD69+, células DN 

expressando PD1 e níveis plasmáticos da citocina IL-10. As células foram detectadas por citometria de 

fluxo, a citocina IL10 foi medida através da técnica Milliplex. As análises estatísticas foram realizadas 

através do teste de Spearman (*) p<0.05. 
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Considerando a hipótese de que a ausência de resposta terapêutica em alguns 

pacientes possa estar relacionada a um microambiente tumoral imunossuprimido, 

investigamos a presença de necrose tumoral como um fator associado à disfunção 

tecidual local. A necrose, frequentemente associada a regiões de hipóxia e baixa 

vascularização, pode refletir um ambiente tumoral inadequado para ativação e 

recrutamento celular. Em nossa avaliação, a necrose foi observada em 58% dos 

pacientes não respondedores e 54% dos pacientes respondedores, sem diferença 

significativa entre os grupos (p=0.742, Figura 27).  

Também investigamos se a presença de necrose tumoral se associaria aos 

níveis de infiltrado, com o objetivo de avaliar um possível impacto no recrutamento 

das células imunes ao TME. No entanto, não foram observadas diferenças 

significativas entre a presença de necrose e os níveis de TILs estromais em nossa 

coorte, tanto em respondedores quanto não respondedores (Figura 27).  

 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 27 . Presença de necrose e associação com níveis de infiltrado 

tumoral. 

Legenda: À esquerda, apresentamos a frequência absoluta de pacientes com presença 

(Necrosis – verde) ou ausência (No necrosis – laranja) de necrose tumoral nos grupos respondedores 

(pCR: com necrose n=20 e sem necrose n=17) e não respondedores (non pCR com necrose n=14 e 

sem necrose n=10).Nos gráficos à direita, comparamos a porcentagem de TILs estromais entre 

pacientes com ou sem necrose, considerando todos pacientes (all patients, Yes n=21, No n=17), apenas 

respondedores (pCR, Yes n=15, No n=10) e apenas não respondedores (non pCR, Yes n=7 e No n=7). 

As análises estatísticas foram realizadas através do teste de Chi-square e Mann-Whitney (*) p<0.05. 

Nossos achados vão de acordo com dados prévios da literatura, que apontam 

que níveis elevados de TILs como um possível marcador de melhor resposta 
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terapêutica, especialmente em câncer de mama triplo negativo (42,95,96)Além disso, 

nossos resultados reforçam dados obtidos em análises anteriores conduzidas em 

nosso trabalho anterior no qual já havia sido observado uma associação entre 

infiltração linfocitária e resposta patológica, embora em uma coorte reduzida (97). 

Buscando explorar possíveis conexões entre o TME e o sistema imune periférico, 

analisamos a correlação entre a presença de TILs e variáveis imunológicas sistêmicas 

em ambos os grupos. Em pacientes respondedores, observamos uma correlação 

positiva entre TILs estromais e a frequência de células T CD8+ circulantes, sugerindo 

uma possível integração ente funcional entre a resposta imune periférica e a infiltração 

tumoral. Além disso, a correlação positiva entre TILs totais e a expressão de PD1 em 

células DN pode refletir um estado de ativação ou recrutamento desses linfócitos para 

o TME(44,45). Já a correlação negativa entre TILs estromais e os níveis solúveis de 

IL-10 reforçam a hipótese de que resposta sistêmicos menos reguladores, com baixa 

atividade de citocinas imunossupressoras podem favorecer a migração e retenção de 

células efetoras no tecido tumoral(98,99).   

Por outro lado, em pacientes não respondedores, a única correlação significativa 

observada foi negativa entre os TILs estromais e a expressão de CD69 em células T 

CD4+, o que pode indicar um desequilíbrio entre a ativação periférica e o recrutamento 

ao sítio tumoral. A ausência de correlações consistentes entre os compartimentos 

sistêmico e tumoral nesse grupo pode refletir uma desorganização funcional, com 

ativação periférica, mas sem impacto efetivo sobre o TME. Esses dados reforçam a 

ideia de que a falta de coordenação entre esses compartimentos pode comprometer 

a efetividade da resposta antitumoral e consequente resposta ao tratamento(100,101). 

A investigação da necrose tumoral como um possível indicativo de disfunção 

tecidual ou fator impeditivo de infiltração imune não revelou diferenças significativas 

entre os grupos. Além disso, a ausência de associação entre necrose e níveis de TILs 

estromais sugere que esse parâmetro não teve impacto direto sobre a atividade imune 

local ou eficácia do tratamento em nossa coorte.   

4.1.4.   Caracterização imunológica sistêmica pós-tratamento 

Com o objetivo de compreender como o perfil imunológico sistêmico se 

apresenta após a quimioterapia neoadjuvante e como essas características podem 

influenciar a resposta terapêutica, investigamos a composição celular do sangue 

periférico e os níveis de citocinas circulantes no final da quimioterapia. Essa análise 
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no Tempo 2 permitiu explorar os efeitos do tratamento sobre a resposta imune e 

identificar possíveis mecanismos de respostas associados à efetividade clínica nos 

dois grupos de pacientes. 

Ao avaliarmos os fatores solúveis no plasma de pacientes após a quimioterapia, 

nós identificamos o aumento das citocinas IL12p40, IL13, TNF, IL1a e TNFb em 

pacientes não respondedoras em comparação com as respondedoras. Entre os 

resultados observados no início do tratamento, apenas a concentração da citocina 

IL1a se manteve alta nesse grupo de pacientes (Figura 28). 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 28. Perfil solúvel pós-tratamento. 

Legenda: Comparação das citocinas e quimiocinas circulantes em Intensidade Média de 

Fluorescência (MFI) no grupo de pacientes respondedores (azul, n=37) e não respondedores 

(vermelho, n=20) após tratamento através do ensaio MilliplexTM.  As análises estatísticas foram 

realizadas através do teste Mann-Whitney (*) p<0.05.  

Na avaliação do perfil celular no sangue fresco, não observamos nenhuma 

diferença entre as populações celulares entre o grupo de respondedores e não 

respondedores. Entretanto, ao avaliarmos a porcentagem de população celulares 

entre o Tempo 1 e o Tempo 2 em nossa coorte, observamos que pacientes 

respondedores apresentaram uma diminuição da expressão de PD1 em células 
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TCD4+ e TCD8+ (Figura 29). Por outro lado, o grupo de pacientes não respondedores 

mostrou um aumento da expressão de PD1 em células NK após o tratamento, além 

do aumento de células T CD8+ (Figura 29).  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 29. Perfil celular pós-tratamento.  

 Legenda: Frequência relativa da expressão dos marcadores PD1 em células T CD4+ e T CD8+ 

em respondedores (n= 11) comparando o Tempo 1 (azul claro) e Tempo 2 (azul escuro). Frequência 

relativa da expressão do marcador PD1 em células NK e a frequência de células T CD8+ no grupo de 

não respondedores (n=11) comparando o Tempo 1 (vermelho claro) e Tempo 2 (vermelho escuro).  As 

análises estatísticas foram realizadas através do teste Kruskal-Wallis (*) p<0.05.  

Para melhor compreender a associação entre os fatores solúveis e as 

populações imunológicas entre os grupos após o tratamento, nós realizamos uma 

matriz de correlação entre esses fatores.  

No grupo respondedor, pacientes mantiveram um padrão de correlações 

negativas entre a expressão de marcadores de ativação (CD69 e PD1) em linfócitos 

periféricos e os níveis de citocinas inflamatórias sistêmicas, como IL-6, M-CSF e IL-

1 (Figura 30).   Em contraste, no grupo de pacientes não respondedores, as 

correlações observadas entre os marcadores de ativação e as citocinas inflamatórias 

foram mais dispersas e de menor intensidade, além de não manterem um padrão 

consistente (Figura 30).  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 30. Matriz de correlação entre células circulantes e fatores solúveis 

pós-tratamento. 

Legenda: (A) Matriz de correlação no grupo de pacientes respondedores (pCR, n=9). (B) Matriz 

de correlação no grupo de pacientes não respondedores (NonpCR, n=8). As caixas verdes destacam 

as variáveis observadas diferentes nos dois grupos de pacientes. Os * apontam as populações células 

aumentadas em respondedores na análise supervisionada do PBMC. As avaliações estatísticas foram 

realizadas através do teste Spearman e apenas as correlações significativas (p<0.05) são 

representadas. 

O perfil observado no grupo respondedor após o tratamento se manteve 

semelhante ao identificado no início do tratamento, indicando uma resposta imune 

funcional persistente e associada a níveis reduzidos de inflamação sistêmica. A 

redução da expressão de PD1 observada entre o Tempo 1 e o Tempo 2 nesse grupo 

reforça esse cenário, com menor sinal de exaustão celular. Esse equilíbrio pode 

favorecer uma resposta antitumoral eficaz sem provocar um quadro inflamatório 

exacerbado.  
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Em relação ao grupo de pacientes não respondedores, os dados obtidos após a 

quimioterapia indicam, novamente, um padrão imunológico sistêmico novamente 

desregulado e potencialmente inflamatório. As correlações entre marcadores de 

ativação e citocinas inflamatórias foram mais dispersas, de baixa intensidade e sem 

consistência funcional aparente. 

 Também é notado um aumento da expressão de PD1 em células NK, 

acompanhado de elevação na frequência de células T CD8+, sugerindo ativação 

imune sem coordenação efetora. Nos fatores solúveis, foram detectados altos níveis 

de IL12p40, IL13, TNF, IL1 e TNF quando comparados aos respondedores, 

reforçando a presença da inflamação sistêmica. Dentre essas citocinas, apenas a IL1 

se manteve elevada desde o início do tratamento. Esse conjunto de achados sugere 

que, mesmo diante de uma ativação imune aparente, há falhas na efetividade e 

modulação adequada da resposta refletindo em um estado inflamatório crônico e 

disfuncional, desfavorável a eliminação tumoral.  

A partir da análise integrativa entre os compartimentos sistêmicos e tumoral, 

observamos que em pacientes não respondedores apresentaram um padrão 

imunológico caracterizado por inflamação persistente, aumento da expressão de 

marcadores reguladores e ausência de coordenação funcional com o microambiente 

tumoral. Ainda que antes do tratamento esse grupo já demonstrasse uma ativação 

imune desorganizada, com elevação de citocinas como IL-6, IL-10 e RANTES, esse 

perfil se manteve ou foi agravado após a quimioterapia. No pós-tratamento, 

identificamos o aumento da produção de citocinas inflamatórias como IL1, TNF e 

IL12p40, além da elevação da expressão de PD1 em células circulantes e células T 

CD8+, o que sugere uma ativação contínua e potencialmente exausta, sem 

direcionamento efetivo ao tumor (Figura 31). 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 31. Revisão da análise imunometabólico em tumores murinos. 

Legenda: No painel superior, representando pacientes respondedores, observa-se um 

microambiente tumoral rico em TILs, com um perfil imunológico circulante composto por células T CD4+ 

e T CD8+ expressando marcadores como PD1, CD69 e TIM3, além da produção de granzima B. Esse 

contexto favorece a eliminação tumoral durante o tratamento e o restabelecimento da homeostase 

imunológica após a quimioterapia. Abaixo, o painel inferior representa os pacientes não respondedores, 

caracterizados por baixa infiltração de TILs, presença de citocinas inflamatórias como IL-6, IL-1, 

RANTES e IL-10, além de linfócitos Tregs e células DN NKT expressando PD1. A presença de 

marcadores inflamatórios e imunossupressores sugere uma resposta descoordenada, resposta imune 

e favorecimento à progressão tumoral e metástase.  

Esse cenário inflamatório crônico, desregulado e resistente à modulação 

terapêutica vai de acordo com a literatura em relação a desorganização funcional da 

atividade periférica em modelos tumorais (100). Mesmo diante de estímulos 

imunológicos ou intervenção terapêutica, a resposta imune se mantém desregulado, 

com menor plasticidade e capacidade de adaptação. Dessa forma a ativação 

adequada das APCs fica comprometida, prejudicando o recrutamento de linfócitos 

para o TME.  
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Adicionalmente, a produção persistente de mediadores inflamatórios como 

TNF, IL1 e RANTES pode ser sustentada por interações entre o tumor, células do 

estroma tumoral e células inflamatórias, o que favorece um ambiente estimulador da 

angiogênese, evasão e progressão tumoral (102,103). Esse cenário de inflamação 

disfuncional pode ativar vias como NF-B, STAT3 e PGE2, já implicadas na resistência 

à quimioterapia e na promoção de fenótipos agressivos do câncer de 

mama(102,104,105) 

4.2. Avaliação imunometabólica dos tumores murinos 

Com o objetivo de aprofundar a compreensão sobre os mecanismos que podem 

estar por trás da desregulação imunológica observada em pacientes que não 

respondem ao tratamento, direcionamos nossa investigação para o contexto 

imunometabólico do microambiente tumoral. Como descrito anteriormente, foi nesse 

intuito que realizamos um estágio de pesquisa no laboratório do Dr. Greg Delgoffe 

(University of Pittsburgh), referência na área de imunometabolismo do câncer. Durante 

esse período, nós conduzimos experimentos utilizando dois modelos murinos de 

CMTN, com o propósito de explorar como alterações metabólicas no TME poderiam 

impactar a funcionalidade das células T e contribuir para a falha da resposta imune 

antitumoral.  

4.2.1. Caracterização das linhagens tumorais 

Para compreender a relação entre os perfis metabólicos das linhagens celulares 

AT3 e E0771 e seu crescimento tumoral, realizamos a avaliação mitocondrial através 

do ensaio Seahorse. Nessa análise, observamos que a linhagem E0771 apresentou 

um consumo de oxigênio mitocondrial significativamente maior, tanto em níveis basais 

quanto máximos, em comparação com a linhagem AT3, indicando uma atividade 

metabólica mais elevada (Figura 32). A capacidade respiratória de reserva (SRC) da 

linhagem E0771 mostrou níveis significativamente elevados, sugerindo uma maior 

flexibilidade metabólica em condições de estresse comparada a linhagem AT3 (Figura 

32). 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 32. Caracterização metabólica de AT3 e E0771. 

Legenda: Taxas representativas de consumo de oxigênio (OCR) das linhagens AT3 (laranja) e 

E0771(azul), com comparação quantitativa do OCR basal (A) e capacidade respiratória de reserva 

(SRC pmol/min). As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.  

Além disso, a taxa de acidificação extracelular (ECAR) revelou que E0771 possui 

taxas basais e totais de acidificação mais altas, o que indica uma maior produção de 

ácido lático e outros produtos da glicólise (Figura 33). Essas características destacam 

o perfil metabólico distintos da linhagem E0771 em relação à AT3. 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 33. Caracterização metabólica de AT3 e E0771. 

Legenda: Taxas representativas de acidificação extracelular (ECAR) das linhagens AT3 (laranja) 

e E0771(azul), com comparação quantitativa da ECAR basal e total. As análises estatísticas foram 

realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05. 

 Na avaliação do crescimento tumoral in vivo, observamos que, embora o mesmo 

número de células (2,5x105) tenham sido injetados em camundongos distintos, a 

linhagem tumoral E0771 apresentou um crescimento mais acelerado, alcançando 

150mm2 no intervalo de 7 dias. Em contraste, a linhagem AT3 demorou 

aproximadamente 3 semanas para atingir o mesmo tamanho (Figura 34). 
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 34. Avaliação do crescimento tumoral. 

Legenda: Avaliação do crescimento tumoral em camundongos implantados com 2,5x105 células 

das linhagens murinas de CMTN E0771 (azul, n=3) e AT3 (laranja, n=3). O volume tumoral foi 

monitorado ao longo de 21 dias. Os dados estão representados como média  desvio padrão.  

4.2.2.    Avaliação do infiltrado imunológico nos tumores murinos 

Avaliamos o microambiente tumoral dos modelos murinos por meio da análise 

por citometria de fluxo dos TILs, aproximadamente 21 dias após a injeção do tumor. 

Nos tumores E0771, observamos níveis mais elevados de linfócitos T CD8+ 

coexpressando os marcadores de exaustão PD1 e TIM3, além de PD1 e CD39, em 

comparação com os tumores AT3 (Figura 35).  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 35. Avaliação de TILs em tumores murinos. 

Legenda: Quantificação da expressão de PD1, TIM3 (A) e CD39 (B) em linfócitos T CD8+ dos 

tumores murinos AT3 (laranja, n=9) e E0771 (azul, n=6). As análises estatísticas foram realizadas 

através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05. 

Linfócitos T CD4+ infiltrados também apresentaram maior expressão de TIM3 no 

grupo E0771 em comparação ao AT3 (Figura 36). Nenhuma diferença significativa foi 

observada na coexpressão de PD1 e TIM3 nesses linfócitos.  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 36. Avaliação de TILs em tumores murinos 

Legenda: Quantificação da expressão de PD1 e TIM3 em linfócitos T CD4+ dos tumores murinos 

AT3 (laranja, n=9) e E0771 (azul, n=3). As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-

way ANOVA (*) p<0.05. 

A presença da população de células Treg também foi avaliada. Os resultados 

mostraram que a linhagem E0771 apresentou um maior número de células Treg CD4+ 

(CD25+ ou CD25+ e FOXP3+) infiltradas no tumor em comparação com a linhagem 

AT3 (Figura 37).  

 

Fonte: Autoria própria.   
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Figura 37. População de células Treg em TILs dos tumores murinos. 

Legenda: Quantificação das populações FOXP3+CD25neg/pos em população T CD4+ nos 

tumores AT3 (laranja, n=6) e E0771 (azul, n=6). As análises estatísticas foram realizadas através do 

teste one-way ANOVA (*) p<0.05. 

A linhagem E0771 demonstrou um perfil metabólico significativamente mais ativo 

de que AT3, evidenciado por maior consumo de oxigênio mitocondrial e acidificação 

extracelular. Esses resultados indicam uma elevada capacidade bioenergética e 

glicolítica, características que conferem maior flexibilidade metabólica frente ao 

estresse. Esse perfil híbrido, com uso concomitante de OXPHOS e glicólise, tem sido 

associado a maior agressividade tumoral e potencial de crescimento acelerado, o que 

corrobora os dados in vivo de progressão mais rápida dos tumores E0771 (106,107). 

No contexto imunológico, tumores derivados da linhagem E0771 apresentaram 

um infiltrado de linfócitos T caracterizados por aumento de marcadores associados à 

disfunção, como PD1+TIM3+ e PD1+CD39+ em células T CD8+, além de maior 

expressão de TIM3 em T CD4+(108,109). Esses fenótipos são indicativos de ativação 

crônica e redução da função efetora, frequentemente observados em tumores com 

microambiente imunossupressor. A presença aumentada de Tregs 

CD4+CD25+FOXP3+ reforça esse cenário, uma vez que essas células promovem 

supressão imunológica local e facilitam a evasão tumoral(110). 

4.2.3. Caracterização das vias bioenergéticas associadas ao perfil 

tumoral mais agressivo. 

A linhagem murina E0771, que apresentou crescimento tumoral mais acelerado 

em comparação à AT3, foi considerada representativa desse perfil mais agressivo e 

imunologicamente desbalanceado, semelhante ao observado em pacientes com 

ausência de resposta terapêutica. Considerando que alterações no metabolismo 

tumoral impactam diretamente o microambiente imune e podem comprometer a 

eficácia da resposta antitumoral, buscamos investigar quais vias bioenergéticas 

poderiam estar envolvidas nesse comportamento proliferativo mais intenso.  

Para isso, realizamos experimentos funcionais in vitro utilizando a tecnologia 

Seahorse com o objetivo de mapear os principais eixos metabólicos responsáveis pelo 

aumento do consumo de oxigênio nessa linhagem. Dessa forma, as linhagens foram 

cultivadas na presença de quatro inibidores metabólicos específicos, sendo UK509, 

BPTES, Etomoxir e Metformina. 
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A utilização dos inibidores UK5099 (Figura 38A), BPTES  (Figura 38B) e Etomoxir 

(Figura 38C) não demonstraram nenhuma diferença significativa entre as linhagens 

tratadas e o controle, bem como entre as linhagens entre si.  

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 38. Avaliação da atuação dos inibidores nas linhagens tumorais em 

cultura. 

Legenda: Taxas representativas de consumo de oxigênio (OCR) para as linhagens AT3 e E0771 

tratados com os inibidores (A) UK5099 (Lilás), (B) BPTES (rosa) e (C)Etomixir (verde), em comparação 

quantitativa do OCR dos controles. As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way 

ANOVA (*) p<0.05.  

A avaliação com metformina, que foi administrada uma hora antes da análise, 

nos mostrou uma inibição significativa tanto do consumo de oxigênio basal quanto o 
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máximo em ambas as linhagens tumorais (Figura 39A). No entanto, a avaliação de 

acidificação extracelular revelou um impacto mais acentuado na linhagem E0771, com 

uma redução notável de ECAR em comparação com AT3 (Figura 39B). 

 

 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 39. Ensaio metabólico com metformina. 

Legenda: Curvas de OCR das células AT3 e E0771 (20.000 células/poço) e curvas de ECAR 

das células AT3 e E0771 (20.000 células/poço) avaliadas quanto à atividade mitocondrial em Seahorse. 

As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.  

Devido ao impacto da administração de metformina em nosso ensaio in vitro, nós 

investigamos a presença de hipóxia no TME dos tumores AT3 e E0771, administrando 

Pimonidazol (HypoxyprobeTM) antes da eutanásia dos animais e coleta dos tumores.  

Foram avaliados 7 camundongos (E0771 n=4 e AT3 n=3) e, embora a diferença 

não tenha alcançado significância estatística, as células T CD8+ nos TILs 

apresentaram indícios de maior grau de hipóxia nos tumores E0771 em comparação 

ao grupo AT3, mostrado pela expressão de HypoxyprobeTM (Figura 40A). Além disso, 

a avaliação dos marcadores de exaustão nesses TILs revelou níveis mais elevados 

de células T CD8+ coexpressando PD1 e TIM3 no grupo E0771, enquanto nos 

tumores AT3 foi observada a expressão isolada de PD1 em células T CD8+ (Figura 
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40B). Esse perfil segue a mesma tendência observada previamente na caracterização 

do TME das linhagens AT3 e E0771.  

 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 40. Avaliação de hipóxia em TILs. 

Legenda: Histograma e quantificação da Hypoxyprobe em linfócitos T CD8+ isolados de tumores 

AT3 (laranja, n=3) e E0771 (azul, n=4) (A). Quantificação da expressão de PD1 e TIM3 em células T 

CD8+ dos tumores murinos (B). As análises estatísticas foram realizadas através do teste Mann-

Whitney (*) p<0.05. 

Os resultados obtidos até o momento sugerem que a linhagem E0771 apresenta 

um perfil metabólico oxidativo, caracterizado por maior consumo de oxigênio e 

aumento da acidificação basal e total do microambiente, em comparação com a 

linhagem AT3. Além disso, observamos que os TILs na linhagem E0717 estão 

possivelmente mais expostos a níveis elevados de hipóxia, o que pode contribuir para 

uma possível diferenciação em um fenótipo exausto. 

No intuito de investigar se a modulação da hipóxia impacta o crescimento tumoral 

e a composição do infiltrado imune, conduzimos experimentos combinando o 

imunoterápico anti-PD1 e metformina nas linhagens de interesse. O tratamento foi 

iniciado no quinto dia após a injeção das células tumorais, quando os tumores 

atingiram volumes entre 6 a 9 mm3. Os animais foram então distribuídos em três 

grupos experimentais: controle (IgG), anti-PD1 isolado (200ug) e combinação de anti-



 73 

PD1 com metformina. As administrações foram realizadas a cada três dias (Figura 

41A).  

Nesse cenário, não observamos diferenças estatísticas entre os grupos tratados 

com IgG e anti-PD1 em ambas as linhagens celulares. No entanto, a combinação de 

metformina com anti-PD1 levou a uma redução significativa no crescimento tumoral 

na linhagem E0771 (Figura 41B), em comparação com os tumores tratados apenas 

com anti-PD1 e o grupo controle. Nenhuma diferença foi observada na linhagem AT3.  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 41. Tratamento com anti-PD1 e metformina. 

Legenda: (A) Esquema de tratamento com 5 camundongos por grupo. (B) Curva de crescimento 

tumoral com valores individuais de tratamento das linhagens AT3 (laranja) e E0771 (azul). As análises 

estatísticas foram realizadas através do teste two-way ANOVA (*) p<0.05.  

A avaliação de sobrevida global dos animais submetidos aos diferentes 

tratamentos foi avaliada através da análise de Kaplan-Meyer e teste de Cox. Na 

linhagem tumoral E0771, nós observamos uma diferença significativa na sobrevida 

entre os grupos tratados com anti-PD1 e metformina combinada em comparação com 
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os grupos de tratamento com anti-PD1 e IgG. Nenhuma diferença foi observada entre 

os grupos de tratamento da linhagem AT3 (Figura 42). 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 42. Avaliação de sobrevida global. 

Legenda: Avaliação da sobrevida global (do inglês Overall Survival – OS) aos tratamentos 

controle (IgG), anti-PD1 e anti-PD1 combinado com Metformina.  

A linhagem AT3 não demonstrou resposta a nenhum dos tratamentos testados, 

incluindo o bloqueio de PD1 isolado ou combinado à metformina, reforçando seu perfil 

previamente descrito de resistência intrínseca(111). Essa resistência tem sido 

atribuída à baixa imunogenicidade tumoral, reduzida expressão de marcadores 

inflamatórios e presença de um infiltrado imune pouco funcional.  

Em conclusão, a linhagem tumoral E0771 demonstrou um comportamento mais 

agressivo com rápido crescimento, impulsionado por processos metabólicos ativados, 

refletidos por taxas elevadas de OCR e SRC. O indício de hipóxia no TME pode ser o 

fator chave para a criação de um ambiente imunossupressor, contribuindo para a 

regulação positiva de marcadores de exaustão, como PD1, TIM3 e CD39, além de 

intensificar o recrutamento de linfócitos T reguladores (Figura 43).  

 

Fonte: Autoria própria.   
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Figura 43. Revisão da análise imunometabólico em tumores murinos. 

Legenda: À esquerda, a linhagem E0771 é caracterizada por um consumo elevado de oxigênio 

e maior infiltrado de linfócitos TCD8+ e TCD4+ expressando marcadores de exaustão, além de maior 

infiltrado de células Treg. O tratamento com Anti-PD1 combinado com metformina resultou em uma 

melhora nas taxas de sobrevida e uma redução no tamanho tumoral nesse grupo. À direita, são 

representados os tumores AT3, que ao contrário do grupo E0771, não apresentaram o mesmo nível de 

consumo de oxigênio e seu TME foi marcado pela baixa expressão de marcadores de exaustão.  

Os resultados encontrados em linhagens de E0771 reforçam observações 

anteriores no CMTN, onde a baixa eficácia do bloqueio de checkpoints imunes tem 

sido atribuída à uma incapacidade do sistema imune em manter uma resposta efetora 

antitumoral sustentada (112,113).  

Caracterizado pelo crescimento tumoral acelerado e um perfil imunológico 

desbalanceado, o modelo apresentou aumento da frequência de T CD8+ com 

expressão de marcadores reguladores (PD1, TIM3, CD39) além do acúmulo de Tregs, 

refletindo um microambiente imune com sinalização imune persistente, porém 

disfuncional. Esse padrão tem sido descrito como um dos principais empasses à 

eficácia a imunoterapia em tumores agressivos como o CMTN, especialmente quando 

há falha na coordenação entre sinalização imune, controle metabólico e recrutamento 

celular adequado (100,103,112) 

Estudos conduzidos no laboratório de imunometabolismo do câncer do Dr. Greg 

Delgoffe evidenciaram que linhagens tumorais com um perfil metabólico oxidativo, 

como o melanoma, apresentam mecanismos que inibem as respostas à terapia com 

anti-PD1 (114).Além disso, a hipóxia tem sido identificada como um fator crucial no 

comportamento tumoral, especialmente em modelos tumorais de cabeça e 

pescoço(115).  

No cenário do CMTN, Napier T. e colaboradores mostraram que a falha na 

resposta combinada de paclitaxel com anti-PD1 se relacionou com a redução do 

infiltrado de células imunes no tumor e com aumentos de níveis de hipóxia no TME 

(57). Adicionalmente, a hipóxia no CMTN também se mostrou envolvida à disfunção 

de linfócitos T, resultando em uma resposta antitumoral comprometida. A inibição 

farmacológica do fator de indução de hipóxia (HIF1) in vitro e in vivo demonstrou 

aumento da eficácia da imunoterapia (56).  
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4.3. Análise dos dados públicos de transcriptoma de pacientes com CMTN 

4.3.1. Análise dos dados transcriptômicos de PBMC  

Diante dos achados obtidos tanto em pacientes com CMTN quanto nos modelos 

murinos, observamos a recorrência de um padrão inflamatório sistêmico 

desorganizado e metabolicamente desbalanceado associado à falha terapêutica. No 

entanto, apesar da vasta literatura sobre o microambiente de CMTN, especialmente 

em relação às assinaturas de hipóxia e resposta imune local, ainda são escassos os 

estudos que abordam de forma integrada o perfil imunológico periférico. Nesse 

contexto, a próxima etapa do trabalho teve como objetivo expandir e validar nossos 

achados por meio da análise de dados públicos de pacientes com CMTN tratados com 

quimioterapia e imunoterapia combinada.  

Para isso, utilizamos um dataset que inclui análises pareadas de sangue 

periférico e tecido tumoral antes do tratamento. Além de fornecer uma validação 

externa dos nossos dados clínicos e pré-clínicos, essa estratégia também visou 

identificar mecanismos imunes centrais potencialmente associados à eficácia 

terapêutica em diferentes contextos de tratamento.  

Para ampliar e validar nossos achados, realizamos uma análise secundária 

utilizando dados públicos de transcriptoma de PBMC, obtidos por RNA-seq de célula 

única (scRNA-seq) de pacientes com CMTN. A partir da anotação dos tipos celulares 

no PBMC dos pacientes, observamos uma ampla variedade de subpopulações 

imunes circulantes, incluindo subtipos de linfócitos T, B, células NK, monócitos e 

células dendríticas (Figura 44).  

 

Fonte: Autoria própria.   
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Figura 44. Populações celulares identificadas no PBMC de pacientes com 

CMTN. 

Legenda: Visualização por UMAP das populações imunes identificadas no PBMC, sendo: 

células NK 16+, monócitos clássicos, células dendríticas convencionais (DC2), células T não 

convencionais associadas à mucosa – MAIT (dos inglês Mucosal-associated invariant T cells), células 

B de memória, células B naive, monócitos não clássicos, plasmócitos (do inglês plasma cells), células 

T reguladoras, células T memória central/naive citotóxicas, células T memória central/naive 

auxiliadoras, células T memória efetora/ memória efetora CD45 RA+, células T memória 

efetora/memória residentes e células dendríticas plasmocitóides (pDC).  

A contagem absoluta de células por subtipo celular revelou predomínio de células 

T do tipo Tcm/naive helper (células T auxiliadoras, de memória central e naive, 

n=2613), CD16+ NK cells (n=1565) e monócitos clássicos (n=1248), enquanto 

populações como células plasmáticas e pDCs foram menos representadas (Tabela 5). 

Tabela 5. Número de células identificadas por população de células imunes. 

 

Fonte: Autoria própria.   

Na análise de abundância relativa entre os grupos, comparamos as proporções 

de cada subtipo celular entre pacientes respondedores e não respondedores ao 

tratamento. Embora algumas tendências visuais possam ser observadas, nenhuma 

diferença estatisticamente significativa foi identificada (Figura 45), indicando que, 

nesse conjunto, a frequência dos tipos celulares no sangue periférico isoladamente 

não distingue os grupos clínicos.  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 45. Frequência das células imunes identificadas nos grupos de 

pacientes. 

Legenda: Frequência de subtipos celulares identificados por single-cell RNA-seq em PBMC de 

pacientes com CMTN, antes do tratamento quimioterápico e combinado. Os grupos comparados foram 

respondedores (Response – azul, n=9) e não respondedores (Non-Response – vermelho, n=11). 

Na análise de genes diferencialmente expressos (DEGs) por pseudobulk, 

comparamos os perfis transcricionais dos PBMCs entre pacientes respondedores e 

não respondedores ao tratamento. O volcano plot (Figura 46) destaca os principais 

genes upregulados em cada grupo, permitindo a identificação das diferenças de 

expressão gênica associadas à resposta clínica.  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 46. Análise dos genes up-regulados e down-regulados em pacientes 

CMTN respondedores vs não respondedores na coorte de validação. 

Legenda: Volcano plot mostrando os genes analisados nos valores de log2 fold change e o valor 

de p ajustado. O valor de p considerado para significância estatística padj <0.05.  

Em não respondedores, observamos a que os genes IGHG1, CXCR4, DDIT4, 

SESN1 e IL6ST estão upregulados. O aumento de IGHG1, que codifica a cadeia 

pesada da IgG1, pode indicar expansão de clones de células B ou ativação de 

resposta humoral no sangue periférico de pacientes não respondedores. A produção 

desregulada de anticorpos no sangue periférico, sem integração efetiva com a 

resposta celular, pode representar um estado inflamatório crônico ou ineficaz, como 

já descrito em contextos de desfecho clínico desfavorável em CMTN (92).  O aumento 

de CXCR4, frequentemente envolvido na migração e recrutamento de Tregs, pode 

indicar um perfil pré-tumoral e imunossupressor(116). Os genes DDIT4 e SESN1, 

ambos inibidores dia via mTORC1, sugerem um ambiente celular submetido a 

estresse metabólico e inflamatório, com supressão de proliferação e função 

efetora(117,118). Por fim, a maior expressão de IL6ST pode indicar uma sensibilização 

das células imunes à sinalização por citocinas inflamatórias da família IL-6, além de 
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sugerir uma maior atividade da via JAK/STAT3 e possíveis inícios de reprogramação 

funcional das células imunes circulantes(119) (Figura 39).  

Nos respondedores, destacam-se os genes PSME2, PSMB9, PSMB10, 

LAMTO2, LAMTOR4 e LGALS1, que compõem um perfil funcionalmente mais ativo e 

coordenado. A expressão aumentada de PSME2 e das subunidades do 

imunoproteossomo PSMB9/10 sugere uma ativação da via de apresentação 

antigênica via MHC classe I, associada a interferon-gama e resposta citotóxica 

mediada por células T CD8+(120). A expressão elevada de LAMTOR2 e LAMTOR4, 

reguladores positivos de mTORC1, indica ativação metabólica e proliferativa das 

células imunes, compatível com um fenótipo funcionalmente ativo (121). A presença 

de lgals1 (galectina-1), apesar de associada a funções regulatórias, pode refletir um 

mecanismo de resolução pós-ativação intensa, favorecendo homeostase após a 

resposta imunológica eficiente (122).  

A fim de aprofundar a intepretação biológica dos genes diferencialmente 

expressos entre pacientes respondedores e não respondedores, foram conduzidas 

análises de enriquecimento funcional utilizando a abordagem de Over-representation 

Analysis - ORA. Para isso, foram empregas duas bases complementares e 

amplamente utilizadas: a Gene Ontology – Biological Process (GO:BP,2025) e a 

coleção de assinaturas MSigDB Hallmark (2020). As análises foram conduzidas 

separadamente para os genes upregulados e downregulados, com base em uma 

métrica de ranqueamento combinando significância estatística e magnitude de 

expressão: -log10(p-valor ajustado) x log2 (fold change). 

Entre os pacientes classificados como respondedores ao tratamento, observou-

se o enriquecimento de vias relacionadas à atividade bioenergética, resposta imune 

antiviral e citotoxicidade efetora. Através da análise de super-representação utilizando 

o banco de dados GO: Biologial Process (2025), destacaram-se processos associados 

à cadeira respiratória mitocondrial, como cadeia de transporte de transporte de 

elétrons aeróbica (GO:0019646), síntese de ATP mitocondrial acoplada ao transporte 

de elétrons (GO:0042775), respiração celular (GO:0045333) e síntese de ATP 

impulsionada por força próton-motriz (GO:0015986; GO:0042776) (Figura 47). 

Tais vias foram suportadas pela expressão aumentada de genes mitocondriais 

como COX6A1, NDUFA1, UQCR10 e subunidades do complexo ATP sintase 

(ATP5F1E), sugerindo um perfil de maior atividade metabólica nas células 

mononucleares circulantes. Ainda que transcritos mitocondriais possam, em alguns 
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casos, refletir artefatos relacionados a estresse celular ou viabilidade, os genes 

identificados neste conjunto são codificados nuclearmente, o que reduz o risco de viés 

técnico direto. Além disso, o padrão observado foi consistente entre diferentes 

métodos de enriquecimento funcional, reforçando sua relevância biológica.   

De forma convergente, a análise baseada no MSigDB Hallmark revelou 

enriquecimento de assinaturas relacionadas à fosforilação oxidativa, corroborando 

com um perfil metabólico funcional das células imunológicas nesses pacientes. Além 

disso, observaram-se assinaturas relacionadas à resposta à interferon gamma e 

interferon alfa que refletem um ambiente imunológico ativado e antiviral. Também 

foram enriquecidas vias associadas à atividade citotóxica, como a assinatura de 

rejeição de aloenxerto, e à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS)(Figura 

48).    

Esse conjunto de vias indica a ativação coordenada de mecanismos 

imunológicos efetores, com destaque para respostas mediadas por interferon tipo I/II, 

que se associam à resposta antitumoral adaptativa. A presença concomitante de 

genes como PSME2, PSMB9, ISG15, HLA-DRA e TNFSF10 reforça essa hipótese, 

apontando uma assinatura imunológica circulante compatível com a ativação 

coordenada da resposta adaptativa.  

Em relação aos pacientes não respondedores, observou-se um padrão distinto 

de enriquecimento funcional, caracterizado por vias relacionadas à reprogramação 

inflamatória, estresse celular e regulação negativa da ativação imune. A análise por 

enriquecimento no banco de dados GO: Biological Process (2025), evidenciou a 

participação de vias como diferenciação de células T helper (GO:0042093), regulação 

da via de sinalização do receptor Toll-like 4 (GO:0034143), reconhecimento de sítio de 

splicing de mRNA (GO:0006376), resposta a citocinas (GO:0034097) e translocação 

de fosfolipídios (GO:0045332)(Figura 47). 

Esses termos estiveram associados à expressão aumentada de genes como 

CXCR4, IL6ST, STAT4, PIK3R1 e TNFAIP3, sugerindo a presença de mecanismos de 

tolerância periférica, ativação disfuncional e polarização funcional imunossupressora.  

Adicionalmente, a base de dados MSigDB Hallmark (2020) revelou o 

enriquecimento de assinaturas funcionais ligadas à sinalização do TNF- via NF-B, 

resposta à hipóxia, resposta ao interferon gamma, via do p53 e resposta à radiação 

UV (UV Response Down)(Figura 48).  A expressão aumentada de genes como DDIT4, 

SESN1, BTG1 e TXNIP, todos relacionados à inibição de mTORC1 e à adaptação a 
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estressores metabólicos e inflamatórios, sugere que as células imunes desses 

pacientes atuam sob um estado de baixa atividade funcional, associado à exaustão 

ou inibição persistente.   

De forma integrativa, os resultados das análises de enriquecimento funcional 

revelam assinatura transcricionais sistemicamente distintas entre os grupos clínicos, 

tanto em termos de processos biológicos (GO: Biological process) quanto de vias 

canônicas amplamente validades (MSigDB Hallmark). Pacientes respondedores 

apresentaram ativação coordenada de vias metabólicas mitocondriais e resposta 

imune efetora, incluindo a indução de genes associados à apresentação antigênica e 

sinalização por interferons. Em contraste, os não respondedores demonstraram 

enriquecimento em vias associadas à modulação negativa da resposta inflamatória, 

sinalização por citocinas regulatórias e estresse metabólico celular, sugerindo um 

perfil funcional de baixa ativação e potencial tolerância periférica.  

Esses perfis distintos foram visualmente representados por meio dos gráficos de 

vias enriquecidas, destacando em azul as vias mais expressas em respondedores e 

em vermelho aquelas associadas aos não respondedores, com base nos bancos de 

dados utilizados (Figura 47 e Figura 48).  

 

Fonte: Autoria própria.   
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Figura 47. Análise de super-representação (do inglês Over-representation 

analyses - ORA) das vidas em GO: Biological Process (2025). 

Legenda: Gráfico mostrando as vias enriquecidas em respondedor e em não respondedor 

estatisticamente significativas padj <0.05. 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 48. Análise de super-representação (do inglês Over-representation 

analyses - ORA) das vidas em MSigDB: Hallmark (2020). 

Legenda: Gráfico mostrando as vias enriquecidas em respondedor e em não respondedor 

estatisticamente significativas padj <0.05.  

Ainda em PBMC, nós avaliamos dentro do cluster de células T CD4+ (Tcm/Naive 

helper T cells, Tem/effector helper T cells e Regulatory T cells) quais genes estariam 

diferencialmente expressos entre os grupos de respondedores e não respondedores. 

Através dessa análise notamos que em pacientes não respondedores estavam 

upregulados os genes IPCEF1, SERINC5, IL6ST, CELF2, TXNIP, TGFBR2, NFKBIZ, 

CXCR4, PDE3B e RASA2 (Figura 49).  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 49. Análise dos genes up-regulados e down-regulados linfócitos T 

CD4+ em PBMC de pacientes CMTN respondedores vs não respondedores na 

coorte de validação. 

Legenda: Volcano plot mostrando os genes analisados nos valores de log2 fold change e o valor 

de p ajustado. O valor de p considerado para significância estatística padj <0.05.  

Com base em nossos dados de pacientes com CMTN respondedores, que 

apresentaram níveis elevados de GZB em linfócitos circulantes e correlação positiva 

entre essas células e níveis de TILs, investigamos a expressão de genes associados 

à atividade citotóxica (GZMB) e migração de linfócitos TCD8+ (CXCR3, CCR5 e 

CXCR6) nos dados públicos, com o objetivo de validar esse perfil funcional no sangue 

periférico.  

A análise qualitativa da expressão gênica em células T CD8+ circulantes revelou 

uma tendência de maior expressão média de GZB e CXCR3 em pacientes 

respondedores, assim como uma fração mais elevada de células positivas para esses 

marcadores (Figura 50). Assim, ainda que não haja a robustez estatística, essa análise 
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exploratória qualitativa pode indicar um compartimento circulante mais preparado para 

resposta efetora em pacientes respondedores, em linha com os nossos achados 

funcionais e teciduais.  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 50.  Análise exploratória da expressão gênica em células T CD8+ 

circulantes de pacientes com CMTN. 

Legenda: Cada ponto representa a média de expressão dos genes GZMB, CXCR3, CCR5 e 

CXCR6, além da proporção das células positivas em cada grupo de resposta, sendo respondedor 

(Response) e não respondedor (Non-response). O diâmetro dos círculos reflete a fração de células que 

expressam o gene (%), enquanto a intensidade da cor representa a média de expressão dentro do 

grupo.  

As análises das células T CD4+ dentro do compartimento de PBMC revelou um 

padrão de expressão gênica compatível com um perfil inflamatório crônico e 

desregulado em pacientes não respondedores. Genes como IL6ST, NFKBIZ e 

TGFBR2 estavam aumentados e sugerem ativação simultânea de vias pró-

inflamatórias (JAK/STAT3 e NF-B) e imunossupressoras (TGF-), processos 

frequentemente associados à progressão tumoral e à falha terapêutica em 

CMTN(104,123,124). Além disso, O aumento de TXNIP, regulador de estresse 

oxidativo e inibidor de mTORC1, reforça a hipótese de um estado metabólico 

inflamatório crônico, potencialmente menos responsivo a estímulo ativadores. (125).  

Esses achados se alinham aos nossos resultados prévios na coorte própria e 

nos dados públicos de PBMC, nos quais observamos níveis elevados de IL-6 

circulante antes do tratamento, além da expressão aumenta de IL6ST. Esse gene 
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codifica o co-receptor gp130, essencial para a transdução da sinalização mediada por 

citocinas da família IL-6. Segundo Ma et al. (2020), a ativação da via JAK/STAT3, 

promovida por IL-6, IL-10 e por fatores de crescimento, tem sido amplamente 

implicada em processos como proliferação tumoral, metástase e resistência 

terapêutica (119,124,126). 

Dessa forma, a expressão aumentada de IL6ST pode indicar uma sensibilização 

exacerbada à sinalização inflamatória sistêmica, favorecendo uma reprogramação 

funcional imunes periféricas e para uma resposta sistêmica disfuncional. Esses dados 

reforçam a hipótese de que a ativação crônica de vias inflamatórias periféricas pode 

ter papel relevante na falha terapêutica observada em pacientes com CMTN.  

Além da ativação de vias inflamatórias e imunossupressoras discutidas 

previamente, observamos em pacientes não respondedores o aumento na expressão 

de genes DDIT4, SESN1 e TXNIP, todos reconhecidos inibidores da via mTORC1, 

essencial para o suporte energético, proliferação e função efetora das células T. A 

expressão desses genes é induzida em resposta a condições adversas como hipóxia, 

estresse oxidativa e inflamação crônica, contextos frequentemente associados à 

disfunção imune(117,118,127–129). O aumento de TXNIP, especificamente em 

células T CD4+, reforça o envolvimento direto dessa subpopulação em um estado de 

regulação negativa do metabolismo celular.  

Corroborando esses achados, nossas análises de enriquecimento funcional 

identificaram entre esse grupo de pacientes não respondedores, vias relacionadas à 

hipóxia, resposta ao estresse celular (como resposta ao UV e via do p53) e sinalização 

do TNF- via NF-B. Ainda que a via do TNF- seja tradicionalmente associada à 

ativação imune, sua ativação crônica pode promover desregulação e tolerância 

imunológica, contribuindo para um ambiente sistêmico imunossuprimido.  

Além desses resultados, nós também observamos que em pacientes 

respondedores há um enriquecimento robusto de vias relacionadas à atividade 

bioenergética mitocondrial e resposta imune efetiva, como fosforilação oxidativa 

(OXPHOS), resposta a interferon e citotoxicidade mediada por célula T.  

Em condições normais de ativação aguda, células T efetoras recém-ativadas 

passam por uma reprogramação metabólica que prioriza a glicólise aeróbica, mesmo 

na presença de oxigênio, como forma de produção mais efetiva de ATP. No entanto, 

estudos recentes vêm ampliando essa compreensão, sugerindo que esse modelo não 

reflete totalmente a realidade em contextos fisiológicos. Estudos conduzidos por Ma 
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et al (2019) e Levine et al (2021) demonstraram que, em contextos fisiológicos in vivo, 

células T CD8+ ativadas apresentam maior atividade oxidativa mitocondrial 

(OXPHOS) do que glicolítica, o que confere maior capacidade bioenergética e 

durabilidade funcional(130,131). Essa preferência pela OXPHOS, especialmente 

observada em células de memória, tem sido associada à geração de uma resposta 

imune mais sustentável e duradoura, um elemento chave na eficiência terapêutica em 

longo prazo.  

4.3.2. Análise do microambiente tumoral em tecido de pacientes 

com CMTN 

Para complementar os achados obtidos em sangue periférico desse dataset e 

aprofundar a caracterização da resposta imunológica no CMTN, avaliamos dados 

transcriptômicos de tecido tumoral de pacientes submetidas à quimioterapia isolada 

ou em combinação com imunoterapia. As amostras correspondiam ao tumor primário 

(mamário) ou a sítios metastáticos, coletadas antes do início do tratamento.  

Foram incluídas amostras de 15 pacientes com CMTN, sendo 7 classificados 

como respondedores e 8 como não-respondedores à terapia. As células foram 

organizadas e analisadas de forma conjunta, permitindo a avaliação de padrões 

compartilhados e distintos entre os grupos.  

Após a etapa exploratória descrita na metodologia, realizamos a anotação das 

populações celulares presentes no microambiente tumoral, com ênfase na 

identificação de subtipos linfocitários, como células T CD4+, T CD8+, células NK e 

células B (Figura 51). Para isso, utilizamos marcadores de expressão gênica 

amplamente descritos na literatura, acoplados à estratégia de clusterização.  
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Fonte: Autoria própria.   

Figura 51. Populações celulares identificadas no tecido tumoral de 

pacientes com CMTN. 

Legenda: Visualização por UMAP das populações imunes identificadas no PBMC, sendo: 

células B naive, células T em proliferação (do inglês - Cycling T-cells), células mieloides em proliferação 

(do inglês – Cycling Myeloid), células dendríticas, macrófagos (Macrophages), monócitos (Monocytes), 

células NK, células T NK, plasmablastos (Plasmablasts), células T CD4+ e células T CD8+. 

Tabela 6. Número de células identificadas por população de células imunes 

no TME. 

 

Fonte: Autoria própria.   

A contagem absoluta de células por subtipo celular revelou predomínio de células 

T CD4+ (n=2825), células T CD8+ (n=2093) e células B de memória (do inglês – B 

cells Memory, n=1582) enquanto populações como células proliferativas e DCs foram 

menos representadas (Tabela 6). 
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Em seguida, conduzimos uma análise de genes diferencialmente expressos 

entre os grupos de pacientes respondedores e não respondedores ao tratamento. No 

entanto, essa comparação não resultou em genes com diferença estatisticamente 

significativa, tanto na análise global quanto estratificada por subtipos celulares. 

Prosseguimos para uma análise direcionada da expressão gênica de um 

conjunto previamente selecionado com base em nossos resultados no PBMC e em 

nossa coorte, além de achados relevantes da literatura. Os genes incluídos foram: 

HIF1A, HIF2A, IL10, IL6, STAT3, CCL5, CXCR4, CXCL12, IL6ST, DDIT4 e SESN1, 

todos implicados em vias inflamatórias, hipóxia tumoral ou regulação metabólica 

imune. 

Essa análise foi realizada tanto a nível global do tecido tumoral quanto em 

subconjuntos celulares específicos, com destaque para células T CD4+ e T CD8+. 

Ainda assim, não foram observadas diferenças significativas na expressão desses 

genes entre os grupos de resposta.  

A ausência de diferenças significativas na expressão gênica no tecido tumoral 

pode estar relacionada à heterogeneidade dentro dos grupos avaliados. Essa 

variabilidade é reforçada pela análise de PCA, que não evidenciou uma separação 

clara entre respondedores e não respondedores (Figura 52).  

 

Fonte: Autoria própria.   
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Figura 52. Análise de PCA de amostras tumorais de acordo com a resposta 

à terapia. 

Gráfico de PCA das amostras tumorais com coloração conforme o desfecho clínico, sendo 

pacientes respondedores (Response, laranja, n=7) e não respondedores (Non Response,azul, n=8).  

Em conclusão, nossos achados nos dados públicos de PBMC e tecido reforçam 

a hipótese de que, em pacientes não respondedores, mecanismos de inflamação 

crônica, estresse celular e inibição metabólica contribuem para uma resposta imune 

periférica disfuncional. A ativação persistente de vias como JAK/STAT3, NF-B e a 

inibição da via mTORC1, evidenciada pelo aumento de genes como IL6ST, DDIT4, 

SESN1 e TXNIP, sugerem um sistema imunológico pouco responsivo e comprometido 

metabolicamente.  

Por outro lado, a ausência de diferenças significativas na expressão gênica no 

tecido tumoral, mesmo quando analisado por subconjuntos celulares específicos 

como células T CD4+ e T CD8+, pode refletir a heterogeneidade intrínseca das 

amostras avaliadas. Isso reforça a importância da análise do sistema periférico que 

revelou um perfil imunológico mais claro e consistente, contribuindo de forma direta 

para a compreensão dos mecanismos associados à falha terapêutica em CMTN. 

4.3 Integração dos dados 

 Por último, buscamos integrar os achados provenientes de diferentes 

abordagens utilizadas ao longo do estudo, incluindo análises em pacientes com CMTN 

antes e após o tratamento, modelos murinos e dados públicos, a fim de traçar um 

panorama imune funcional comparativo entre os grupos de pacientes respondedores 

e não respondedores. 

De forma geral, pacientes classificados como respondedores apresentaram um 

perfil imune mais organizado e funcional (Figura 53). Observamos maior densidade 

de TILs tumorais associada à maior frequência de linfócitos T circulantes e menor 

concentração de citocinas inflamatórias no sangue periférico. As populações imunes 

desses pacientes demonstraram um fenótipo mais ativado, sem evidências de 

sinalização inflamatória crônica. 

Esses achados foram sustentados pela análise de dados públicos, na qual 

pacientes respondedores apresentaram um enriquecimento de vias citotóxicas, 

interferon e metabolismo mitocondrial funcional, com destaque para a fosforilação 

oxidativa. O aumento da atividade do eixo mTORC1, essencial para expansão e 

funcionalidade de células T, também reforçam um ambiente imunológico mais 



 91 

competente. Em conjunto, esses dados sugerem que a resposta terapêutica efetiva 

em CMTN está associada a uma ativação coordenada do sistema imune, capaz de 

eliminar o tumor e retomar ao estado de homeostase. 

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 53. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes 

respondedores. 

Por outro lado, pacientes não respondedores revelaram um perfil imunológico 

desorganizado e inflamatório. Apresentaram menor infiltração de TILs quando há 

maior presença de linfócitos T CD4+ ativados na circulação, sugerindo uma 

desconexão entre esses compartimentos. Níveis elevados de citocinas inflamatórias, 

associados à IL-10 e maior frequência de Tregs produtores de IL-10, indicam um 

ambiente sistêmico pró-inflamatório, mas com regulação ativa. Após o tratamento, 

esses pacientes mantiveram expressão aumentada de PD1, sem resposta patológica 

completa, compatível com um cenário de ativação crônica e perda funcional. 

Dados públicos corroboram esse padrão encontrado, com aumento da 

expressão de genes relacionados à via IL6/STAT3, um eixo associado a progressão e 

resistência terapêutica no CMTN, e de genes inibidores de mTORC1 (DDIT4, SESN1 

e TXNIP), frequentemente induzidos por hipóxia ou estresse celular. Modelos murinos 

reforçaram essa associação ao demonstrar que a hipóxia no TME se relaciona a um 
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perfil exausto e progressivo, o que também foi observado nos dados públicos de não 

respondedores.  

Em conjunto, os achados sugerem que não respondedores apresentam uma 

resposta imune desorganizada e frustrada, marcada por ativação exacerbada, 

estresse metabólico e perda da capacidade de controle tumoral (Figura 54). Esse 

contraste com o perfil funcional e sustentado dos respondedores destaca a 

importância de um equilíbrio entre ativação e regulação imune para a eficácia 

terapêutica em CMTN.  

 

Fonte: Autoria própria.   

Figura 54. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes não 

respondedores. 
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5. Conclusão 

A partir de uma abordagem integrativa entre sangue periférico, microambiente 

tumoral, modelos murinos e dados públicos, identificamos que a resposta efetiva ao 

tratamento está associada a um sistema imune funcional, metabolicamente 

equilibrado e capaz de manter sua atividade ao longo da quimioterapia. Em contraste, 

a ausência de resposta terapêutica foi marcada por ativação inflamatória crônica, 

estresse metabólico e falhas na coordenação funcional entre os compartimentos 

sistêmico e tumoral. 

Nosso estudo contribui para a compreensão dos mecanismos imunológicos e 

metabólicos associados à resposta terapêutica em pacientes com CMTN Esses 

mecanismos estão integrados e ilustrados nas Figura 53 e Figura 54, que sintetizam 

os principais perfis imunológicos identificados nos grupos de pacientes respondedores 

e não respondedores. Ainda, nossos resultados reforçam a importância de uma 

ativação imune eficaz e regulada, capaz de sustentar o controle tumoral sem disfunção 

crônica. Além de fornecer novas perspectivas sobre os mecanismos de resistência 

terapêutica, os dados aqui apresentados podem apoiar o desenvolvimento de 

estratégias personalizadas e orientar a seleção de alvos terapêuticos mais eficientes.  
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