A.C.CAMARGO CANCER CENTER
FUNDAGAO ANTONIO PRUDENTE

Identificacao dos mecanismos imunorreguladores
associados a resposta a terapia neoadjuvante em

pacientes com cancer de mama triplo negativo

Ananda Domingues Lopes

Tese apresentada a Fundacao Anténio Prudente
para obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Area de concentracdo: Oncologia

Orientador: Dr. Kenneth John Gollob

Co-orientador: Dra. Amanda de Braga Figueiredo

Sao Paulo
2025



Lopes, Ananda.
Identificacao dos mecanismos imunorreguladores

associados a resposta a terapia neoadjuvante em pacientes

com cancer de mama triplo negativo. / Ananda Lopes. Sao

Paulo, 2025.
129f.

Tese de Doutorado - Fundagdo Antonio Prudente. Curso de
Pés-Graduagdo em Ciéncias - Area de concentragdo: Oncologia.

Orientador: Kenneth John Gollob.

1. Neoplasia de mama, 2. Resposta Imune, 3. Microambiente

Neoplasico

CDU 616




Nome: Ananda Domingues Lopes
Titulo: Identificagdo dos mecanismos imunorreguladores associados a resposta a

terapia neoadjuvante em pacientes com cancer de mama triplo negativo.

Aprovado em: 29/08/2025

Banca Examinadora
Orientador: Kenneth John Gollob

Instituicao: Fundacao Antonio Prudente

Membro da banca: Martin Hernan Bonamino

Instituigao: A.C. Camargo Cancer Center

Membro da banca: Cristina Beatriz Cazabuena Bonorinho

Instituicdo: Universidade Federal de Ciéncias da saude de Porto Alegre (UFCSPA)

Membro da banca: José Alexandre Marzagao Barbuto

Instituigao: Instituto de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Sao Paulo (USP)

Membro da banca: Helano Carioca Freitas

Instituicdo: A.C. Camargo Cancer Center



SUPORTE A PESQUISA POR AGENCIA DE FOMENTO
Este trabalho recebeu apoio da Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo - FAPESP, através de auxilio a Pesquisa - [01/05/2023 - 29/08/2025]
[2022/15384-8].



“A ciéncia é o grande antidoto contra o veneno do
entusiasmo e da supersti¢do.”
Adam Smith



DEDICATORIA

Dedico este trabalho as pacientes que participaram deste
estudo, e a todos aqueles que, com generosidade,
contribuem para a construcdo da ciéncia. Dedico também
a minha familia, marido e amigos, que caminharam ao

meu lado com amor, paciéncia e apoio nessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pela sabedoria, saude e pelas conquistas que vieram durante
essa jornada. Obrigada por me dar perseveranga nos momentos em que tudo parecia
dificil demais para continuar.

A CAPES e a FAPESP, pelo apoio financeiro e pela confianga no desenvolvimento
desse projeto.

Ao meu orientador, Dr. Kenneth John Gollob, minha profunda gratiddao. Sua
sabedoria, generosidade e dedicagéo foram essenciais em cada etapa deste trabalho.
Obrigada por ter sido ndo apenas um orientador, mas um verdadeiro mentor, e por
todas as oportunidades, aprendizados e pela confianga que sempre depositou em
mim.

A Amanda, meu sincero agradecimento por todo o conhecimento compartilhado,
pelo suporte cientifico constante e pelas inUmeras vezes em que me ajudou a
repensar caminhos, encontrar solu¢gées e seguir em frente com mais seguranga e
clareza.

Ao meu marido, companheiro desde o inicio dessa jornada, que abragou meu
sonho como se fosse dele. Obrigada por ser meu maior incentivador, por cada palavra
de apoio, por me ajudar nos estudos e por estar ao meu lado em todos os momentos.

A minha familia, meu pai, minha mée, meu irmao, minha avo, minhas tias, tios e
as minhas primas-irmas Heloisa e Luiza, por celebrarem cada conquista, apoiarem
minhas escolhas e acreditarem em mim, sempre.

Aos parceiros de laboratorio que se tornaram parceiros para a vida, Nayane e
Guilherme. Obrigada pela parceira ndo apenas em experimentos e discussdes
cientificas, mas por todas as risadas, ensinamento e apoio. Vocés foram parte
essencial dessa trajetoria.

Aos colegas do laboratério Gabriela, Stéphanie, Samara, Camila, Victora, Reysla,
Raisa, Jodo, Juliana, Katia, Clara, Gustavo, Kalyne, Julia e Flavio, eu agradego por
cada troca, colaboracao e aprendizado compartilhado.

Atodos que, de alguma forma, contribuiram para que este trabalho se realizasse,

0 meu muito obrigada.



RESUMO

Lopes AD. Identificagdao de mecanismos imunorreguladores associados a
resposta a terapia neoadjuvante em pacientes com cancer de mama triplo
negativo. [Tese]. Sdo Paulo; Fundagao Anténio Prudente; 2025.

INTRODUGCAO: O cancer de mama triplo negativo (CMTN) & um subtipo
agressivo que nao expressa receptores hormonais nem HER2, tornando-o insensivel
a terapias alvos. A quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia continua sendo o
tratamento padrdo, mas uma proporgdo substancial de pacientes ndao alcanca a
resposta patolégica completa (pCR), o que esta associado a piores prognosticos.
OBJETIVO: Definir as assinaturas imunes e metabdlicas de respondedores e nao-
respondedores a quimioterapia neoadjuvante em CMTN, integrando analises
sistémicas e intratumorais com modelos pré-clinicos e validagao transcriptémica.
MATERIAL E METODOS: Foram avaliados 85 pacientes com CMTN submetidas &
quimioterapia neoadjuvante baseada em carboplatina e taxanos, sendo 49 com pCR
e 36 classificadas como nao respondedores. Amostras de sangue periférico foram
analisadas antes e apds o tratamento para subpopula¢des de células imunes e
mediadores soluveis por citometria de fluxo multiparamétrica e ensaios multiplex.
Linfocitos infiltrantes no tumor (TILs) foram quantificados em bidpsias pré-tratamento
e correlacionados com parametros imunoldgicos sistémicos. Modelos murinos de
CMTN e conjuntos publicos de dados transcriptébmicos de célula unica foram utilizados
para investigar e validar mecanismos imuno-metabdlicos e sua associagcdo com 0s
resultados terapéuticos. RESULTADO: Respondedores apresentaram um perfil de
ativagao imune, com células T CD4+ e T CD8+ ativadas (CD69+, PD1+), equilibrio de
citocinas proé-inflamatérias e maior potencial citotoxico (Granzima B). Nao
respondedores exibiram inflamagao desregulada, com niveis elevados de IL-10, maior
frequéncia de células T reguladoras (Treg), aumento de checkpoints inibitérios e
evidéncias de disfungcdo metabdlica. Dados publicos confirmaram esses perfis imuno-
metabdlicos, destacando vias de exaustdo imune induzida por hipdxia e supressao da
funcdo efetora das células T. Dados murinos demonstraram ainda que hipdxia e
alteragdes no metabolismo mitocondrial prejudicam a capacidade efetora dessas
células. CONCLUSAO: A resisténcia terapéutica no CMTN esta associada a uma
coordenacao insuficiente das respostas imunes sistémicas e intratumorais,

impulsionadas por reprogramacgao imuno-metabdlica. A combinagao de quimioterapia



com modulagdo imune pode melhorar os resultados do tratamento neste desafiador
subtipo de cancer de mama. PALAVRAS-CHAVE: 1. Neoplasias da Mama. 2.
Resposta Imune. 3. Microambiente Neoplasico. 5. Resposta ao tratamento. 6. Perfis

de expressao Génica.



ABSTRACT

Lopes AD. [Identification of immunoregulatory mechanisms associated with
the response to neoadjuvant therapy in triple negative breast cancer]. [Tese]. S&o
Paulo; Fundacao 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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representagao esquematica das fases da imunoedigédo tumoral: eliminagao,
EQUIIIDIIO € BSCAPE. .. oo —————————————————— 5
Figura 2. Delineamento experimental do estudo. ..o 11

Figura 3. Numero de pacientes recrutadas, incluidas e avaliadas nos tempos 1 e 2.14

Figura 4. Andlise citometria de sangue freSCO. .........coocciiiiiiiiiiiiie e 17
Figura 5. Analise de PBMC. ... 19
Figura 6. Estratégia de gating para avaliacao de painel de exaustao........................ 24

Figura 7. Estratégia de gating para avaliagdo dos painéis de citocinas e fatores de
L= 0 51 4 o= T J SRR 25
Figura 8. Representagao esquematica das principais vias metabdlicas mitocondriais e

seus respectivos inibidores utilizados na analise funcional com tecnologia Seahorse.

Figura 9. Mecanismo de acdo da metformina sobre vias metabdlicas mitocondriais 29
Figura 10. Projecao PCA da estrutura global das células de PBMC com base nos genes
VISR Z= T4 = A=Y L 31
Figura 11. Projecdo UMAP das células do PBMC com base nos perfis de expressao
[0 =1 o= TSP 33
Figura 12. Avaliagado da presenga de doublets nas amostras celulares de PBMC.... 33

Figura 13. Anotagao automatizada das subpopulagdes imunes em PBMC por CellTypist

Figura 14. Projecao PCA da estrutura global das células do tecido tumoral com base
NOS JENES MAIS VANAVEIS. .....ueiiieiiiiieiie e eeiieee ettt e ettt e e e e ebbe e e s e asrb e e e e s s nbseeeeeennnees 36
Figura 15. Projecdo UMAP das células do tecido tumoral com base nos perfis de
(2o (=TT T (o e [=] o o= F RO PPPRPPPPRRP 38

Figura 16. Avaliagcdo da presenga de doublets nas amostras celulares em tecido

108 ] 0o = | SRR 38
Figura 17. Avaliacao de células imunes em sangue fresco no tempo 1..................... 41
Figura 18. Avaliacdo de células imunes no sangue fresco no tempo 1...................... 41
Figura 19. Matriz de correlagao entre células circulantes e fatores soluveis.............. 44

Figura 20. Populagao de células T CD4+ e TCD8+ em estimulo policlonal e antigeno
ESPECITICO. ..ttt e e e e e e e e e e ————raaaaaaaaaaaan 45

Figura 21. Populagéo de células imunes apos estimulo policlonal. ........................... 46



Figura 22. Avaliagdo nao supervisionada por UMAP das subpopulagdes de CD4+ e

O 13 1 RS RR 47
Figura 23. Fatores soluveis pré-tratamento e correlagbes em respondedor e néo
(=17 0T ] T [=To (o] R 50
Figura 24. Matriz de correlagdo entre PBMC e fatores soluveis. ..........ccccccceeeeieennnee. 52
Figura 25. Nivel de TlLs em pacientes CMTN antes do tratamento ........................ 53
Figura 26. Correlagéo entre infiltrados tumorais e fatores de interesse..................... 55
Figura 27 . Presencga de necrose e associagao com niveis de infiltrado tumoral. ..... 56
Figura 28. Perfil soluvel pds-tratamento. ...........ccueeiiiiiiiiii e 58
Figura 29. Perfil celular pos-tratamento...........oooueeiiiiiiiie e 59
Figura 30. Matriz de correlagdo entre ceélulas circulantes e fatores soluveis pos-
LU= €= 1 T o (o TR0 SRR 61
Figura 31. Revisdo da analise imunometabdlico em tumores murinos....................... 63
Figura 32. Caracterizagdo metabdlica de AT3 € EO771 ... 65
Figura 33. Caracterizagao metabdlica de AT3 € EO771.....cooiiiiieiiiiee e 65
Figura 34. Avaliacdo do crescimento tumoral...........ccoocuiieiiiiiiiiiee e 66
Figura 35. Avaliagdo de TILs em tumores murinos. ............cooovvvieiiiiieeeeeeeeeeieeeeeeaeaenns 67
Figura 36. Avaliagcdo de TILs em tumores MurinoS ...........cccoccvieiiieeenieee e 68
Figura 37. Populagao de células Treg em TILs dos tumores murinos. ...................... 69
Figura 38. Avaliacdo da atuagdo dos inibidores nas linhagens tumorais em cultura. 70
Figura 39. Ensaio metabdlico com metformina. ..........cccccoeeiiiiiiiiiiiiieeeee e, 71
Figura 40. Avaliacdo de hipoxia €m TILS. .....cooiiieeeee e 72
Figura 41. Tratamento com anti-PD1 e metformina. .............cccocoiiiiee e 73
Figura 42. Avaliagdo de sobrevida global. ... 74
Figura 43. Revisao da analise imunometabdlico em tumores murinos....................... 75
Figura 44. Populagdes celulares identificadas no PBMC de pacientes com CMTN.. 77
Figura 45. Frequéncia das células imunes identificadas nos grupos de pacientes. .. 78

Figura 46. Analise dos genes up-regulados e down-regulados em pacientes CMTN
respondedores vs nao respondedores na coorte de validagdo. ...........cccccceeeeeeen, 79
Figura 47. Anadlise de super-representagao (do inglés Over-representation analyses -
ORA) das vidas em GO: Biological Process (2025).........cccceiiiuiiiiiiiiiiiee e
Figura 48. Anadlise de super-representagéo (do inglés Over-representation analyses -
ORA) das vidas em MSigDB: Hallmark (2020). ........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 83



Figura 49. Analise dos genes up-regulados e down-regulados linfécitos T CD4+ em

PBMC de pacientes CMTN respondedores vs nao respondedores na coorte de

1722 1T === T TR0 84
Figura 50. Analise exploratéria da expressao génica em células T CD8+ circulantes de
pacientes COM CMTIN. .. .o e e e e e e e e e e e eeees 85
Figura 51. Populagbes celulares identificadas no tecido tumoral de pacientes com
01 ISR 88
Figura 52. Andlise de PCA de amostras tumorais de acordo com a resposta a terapia.
...................................................................................................................................... 90
Figura 53. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes respondedores.
...................................................................................................................................... 91

Figura 54. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes nao

(=TS oo 0 1o [=To (0] (=3P PURRERRR 92



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Painéis de anticorpo para caracterizagéo do perfil imune celular em sangue
TS 0. i e e e e e e e e e e e e —aaaaaans 15

Tabela 2. Painéis de anticorpos para caracterizacao do perfil imune celular em PBMC.

...................................................................................................................................... 16
Tabela 3 Painéis de anticorpos para avaliagdo de TILs e dLN ............ccooiiiiiiinnnnnnn. 23
Tabela 4 Caracteristicas Clinico-Patolégicas de pacientes CMTN. ...........cccceeeeee.n. 40
Tabela 5. Numero de células identificadas por populagéo de células imunes. .......... 77

Tabela 6. Numero de células identificadas por populagédo de células imunes no TME.



LISTA DE ABREVIATURAS

APCs
cells)
ATCC
ATP
BLBC
cancer)
BRCA
BTG1
Gene 1)
CCR5
Céls
cm
CMTN
CcOo2
COX6A1

Células apresentadoras de antigeno (do inglés antigen presenting

American Typde Culture Collection
Adenosina Trifosfato

Cancer de mama do subtipo basal-like (do inglés basal-like breast

Gene do cancer de mama (do inglés breast cancer gene)

Gene 1 de Translocagao em Células B (do inglés B-cell Translocation

Receptor de quimiocina 5
Células

Centimetro

Cancer de mama triplo negativo
Dioxido de carbono

Subunidade 6A1 da Citocromo C Oxidase (do inglés Cytochrome C

Oxidase Subunit 6A1)

CPT1
CXCL12
CXCR3
CXCR4
CXCR4
CXCR®6
DC2

cells type 2)
DDIT4

Carnitina palmitoiltransferase
Ligante de quimiocina 12

Receptor de quimiocina 3

C-X-C Motif Chemokine Receptor 4
Receptor de quimiocina 4

Receptor de quimiocina 6

Células dendriticas convencionais (do inglés conventional dentritic

Transcrito 4 Induzido por Dano ao DNA (do inglés DNA Damage-

Inducible Transcript 4)

DEG
Genes)
dLN
DMEM
DN

DN NKT

Genes diferencialmente expressos (do inglés Differencially Expressed

Linfonodo drenante (do inglés draining lymph node)
Do inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Células duplo negativas

Células NKT duplo negativas



DNA Acido desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic Acid)

ECAR Taxa de acidificagdo extracelular (do inglés Extracellular Acidification
Rate)
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés

Ethylenediaminetetraacetic acid)

FBS Soro fetal bonivo (do inglés Fetal Bovine Serum)

FCCP Carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenil-hidrazona (do inglés Carbonyl
cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone.)

FOXP3 do inglés Forkhead box P3

GCSF Fator estimulador de colénias de granulécitos (do inglés granulocyte

colony stimulating factor)

GEO do inglés Gene Expression Omnibus

GLS1 Glutaminase

GZB Granzima B (do inglés Granzyme B)

H&E Hematoxilina e eosina

HER2 Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (do inglés

Human Epidermal growth factor Receptor 2 )

HIF1a Fator de indugéo de hipodxia (do inglés hypoxia inducible fator 1)
HLA-DRA Complexo Principal de Histocompatibilidade, subunidade DR alfa ( do
inglés Major Histocompatibility Complex, DR Alpha)

HMGB1 Proteina de Grupo de Alta Mobilidade (do inglés High Mobility Group
Box 1).
ICB Inibidores de checkpoint imunoldgico (do inglés imune checkpoint

bloqueador)

ICD morte celular imunogénica (do inglés immunogenic cell death —
ICD)

IFN-vy Interferon gama (do inglés interferon gamma)

IgG Imunoglobuina G

IGHG1 Imunoglobulina Cadeia Pesada Constante Gama 1 (do inglés

Immunoglobulin Heavy Constant Gamma 1)

IL-1a Interleucina 1 alfa
IL-18 Interleucina 1 beta
IL-2 Interleucina 2

IL-10 Interleucina 10



IL-12p40 Interleucina 12 subunidade 40

IL-13 Interleucina 13

IL1ra Antagonista do receptor de interleucina 1

IL6 Interleucina 6

IL6ST Transdutor de Sinal da Interleucina 6

INCA Instituto Nacional de Cancer

ISG15 Gene 15 estimulado por interferon (do inglés Interferon-Stimulated
Gene 15)

JAK Janus Kinase

LAMTOR2 Adaptador endossémico/lisossomal ativador de MAPK e mTOR 2
(Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, MAPK and MTOR Activator 2)

LAMTOR4 Adaptador endossémico/lisossomal ativador de MAPK e mTOR 4
(Late Endosomal/Lysosomal Adaptor, MAPK and MTOR Activator 4)

LGALS1 Galectina 1

Log Logaritimo

MAIT Células T invariantes derivadas da mucosa (do inglés Mucosal-
associated invariant)

MCSF Fator estimulador de colénias de macrofagos (do inglés Macrophage
Colony-Stimulating Factor)

MDSC células supressoras de origem mieloide (do inglés Myeloid-derived
supressor cells)

METABRIC do inglés Molecular Taxonomy of Breast Cancer International

Consortium

MFI Intensidade média de fluorescéncia (do inglés Media Fluorescence
Intensity)

MHC Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés Major
Histocompatibility)

min Minuto

mL Mililitro

uM Micromolar

Mm?2 Milimetros quadrados

Mm? Milimetros cubicos

MPC Transportador mitocondrial de piruvato (do inglés Mitochondrial

Pyruvate Carrier)



mPH
mTORC1

Milésimos de unidade de pH

Complexo 1 do Alvo Mecanicista da Rapamicina (do inglés

mechanistic Target of Rapamycin Complex 1)

N
NDUFA1

Numero
Subunidade A1 da NADH ubiquinona oxidoredutase (do inglés NADH:

Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A1)

NF-kB

Fator nuclear kappa B das células B ativadas (do inglés Nuclear

Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell)

NFKBIZ

Inibidor Zeta do Fator Nuclear Kappa B nas Células B (do inglés [l

Nuclear Factor of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer in B-Cells Inhibitor Zeta

NK

NKT

nM

OCR
OMS
ORA
Analysis)
(015
OXPHOS
Padj
PBMC

Assassinas naturais (do inglés natural killer)

Célula T assassina natural (do inglés natural Killer)

Nano molar

Taxa de consumo de oxigénio (do inglés Oxygen Consumption Rate)
Organizacao Mundial da Saude

Analise de sobre-representacdo (do inglés Over-Representation

Sobrevida global (do inglés overall survival)
Fosforilagao oxidativa (do inglés Oxidative Phosphorylation)
Valor de p ajustado

Células mononucleares do sangue periférico (do inglés Peripherical

blood mononuclear cells)

PBS

PCA
Analysis)
pCR
response)
pDC

Cell)

PFA
PGE:
PIK3R1

do inglés Phosphate-Buffered Saline

Analise de componentes princiapsi (do inglés Principal Component

Resposta patoldégica completa (do inglés pathological complete

Células dendriticas plasmocitoides (do inglés Plasmacytoid Dendritic

Paraformaldeido

Prostaglandina E2

Subunidade reguladora 1 da Fosfoinositideo 3-Cinase (do inglés

Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 1)

PMA

Phorbol- 12-Miristato 13-Acetato



PSMB10 Subunidade beta 10 do proteassoma (Proteasome Subunit Beta 10)

PSMB9 Subunidade beta 9 do proteassoma (do inglés Proteasome Subunit
Beta 9)

PSME2 Subunidade ativadora do proteassoma 2 (do inglés Proteasome
Activator Subunit 2)

RANTESs Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted
RCB Carga residual tumoral (do inglés Residual Cancer Burden)

RECIST Critérios de Avaliagdo de Resposta em Tumores Sdlidos (do inglés

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)

RNA Acido Ribonucleico (do inglés Ribonucleic Acid).
RNAmM Acido Ribonucleico mensageiro (do inglés messenger Ribonucleic
Acid).

scRNA-seq Sequenciamento de RNA em célula unica (do inglés single cell RNA

sequencing)

SEM Erro padréo de média (do inglés Standard Error of the Mean)

SESN1 Sestrina1

SRC Capacidade Respiratoria de Reserva (do inglés Spare Respiratory
Capacity)

STAT3 Transdutor de sinal e ativador da transcricdo (do inglés Signal

Transducer and Activator of Transcription 3)

STAT4 Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricdo 4 (do inglés Signal
Transducer and Activator of Transcription 4)

T-bet T-box expresso em células T (do inglés T-box expressed in T cells)
TCF-1 Fator de célula T1 (do inglés T Cell Factor 1)

TCGA do inglés The Cancer Genome Atlas

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TCM Célula T meméria central (do inglés central memory)

TCRap Receptor de célula T alfa-beta. (do inglés T cell receptor alpha-beta)
TCRyd Receptor de célula T gama-delta. (do inglés T cell receptor gamma
delta)

TEM Célula T meméria efetora (do inglés effector memory)

TGFBR2 Receptor Il do Fator de Crescimento Transformante Beta (do inglés

Transforming Growth Factor Beta Receptor Il)

Th2 célula T auxiliadora do tipo 2 (do inglés T helper 2)



TiLs Linfocitos infiltrantes no tumor (do inglés tumor infiltrating
lymphocytes)
TIM-3 Imunoglobulina e dominio mucina da célula T, contendo-3 (do inglés

T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3)

TME Microambiente tumoral (do inglés, tumor microenviroment)

TNF- a Fator de necrose tumoral alfa (do inglés tumor necrosis fator alpha)
TNF-B Fator de necrose tumoral beta (do inglés Tumor Necrosis Factor beta)
TNFAIP3 Proteina 3 Induzida por TNF-a (do inglés Tumor Necrosis Factor
Alpha-Induced Protein 3)

TNFSF10 Membro 10 da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral

(Tumor Necrosis Factor (Ligand) Superfamily, Member 10)

TOX do inglés Thymocyte selection-associated high mobility group box
Treg Células T reguladoras

TRM Célula T meméria residente (do inglés resident memory)

TXNIP Proteina Interatora da Tiorredoxina (do inglés Thioredoxin Interacting
Protein)

UMAP do inglés Uniform Manifold Approximation and Projection

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

inglés Ubiquinol-Cytochrome C Reductase, Complex Il Subunit X)
uv Ultravioleta
Mg Micrograma

MM Micromolar
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1. Introducao

O cancer é uma doenca caracterizada pela proliferagao celular acelerada devido
a falhas no controle desse crescimento(1). E responsavel por aproximadamente 8
milhdes de ébitos por ano em todo o mundo, sendo a segunda maior causa de morte
em toda a populagéo. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil,
0 cancer de mama € o mais prevalente na populagdo feminina com a estimativa de
mais de 72 mil novos casos entre os anos de 2022 e 2025. Mundialmente, afeta cerca
de 2 milhdes de mulheres por ano, sendo responsavel por 15% das mortes
relacionadas ao cancer segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

O cancer de mama é uma doenga heterogénea e complexa. Existem subtipos
com caracteristicas distintas que levam a diferencas nos padrées de resposta as
multiplas terapias existentes e nos desfechos clinicos (2). Essa classificagdo se baseia
no perfil de expressao génica e no fendtipo dos tumores. Baseada na expressao de
marcadores por imuno-histoquimica (receptores de estrogeno, progesterona, HER2 e
Ki67) e na analise gendbmica de amplificagcdo do gene HERZ2, a classificagdo proposta
pelo Conselho Internacional de Especialistas de Saint Gallen € a mais utilizada na
pratica clinica(3). Dessa forma, os tumores de mama sao definidos pelos critérios
clinico patolégicos em Luminal A, Luminal B (HERZ2 negativo ou positivo),
hiperexpressores de HER2 e cancer de mama triplo negativo (CMTN).

Em relagdo a classificagédo intrinseca, Perou e colaboradores (2000 e 2011)
avaliaram as caracteristicas moleculares dos tumores mamarios e subdividiram em
tumores do tipo luminal A/B, superexpressores do gene HER?2 e tipo basal (4,5). Os
subtipos definidos clinico patologicamente sdo considerados similares, mas nao
idénticos aos subtipos intrinsecos.

Os tumores luminais A, os mais recorrentes entre os subtipos de cancer de
mama, sao caracterizados pela expressao de ambos os receptores e pela auséncia
do proto-oncogene receptor do fator de crescimento epidérmico humano HER?2.
Possuem baixa proliferagao celular devido ao baixo nivel de Ki-67. Esse subtipo
possui um melhor prognostico e, devido a expressédo de receptores hormonais, tém
boa resposta aos tratamentos hormonais(6).

Com a expressao dos receptores hormonais também presente, os tumores

luminais B sao semelhantes ao subtipo anteriormente descrito, com a presencga ou



auséncia do gene HER2. Sua taxa de proliferacdo € mais elevada dado o alto nivel de
Ki-67 e apresentam um desfecho pior quando comparado ao luminal A (7).

Em relagcdo aos tumores HERZ2 positivos, a expressao dos receptores de
estrogeno 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. Cancer 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 prevaléncia maior em
mulheres afro-americanas menores de 40 anos(10). Sua denominagao é devido a
auséncia de receptores de progesterona e estrogeno nas células tumorais e a ndo
superexpressao do gene HER2 (11).

A maioria dos CMTN (80%) se assemelham as células basais e mioepiteliais,
devido a expresséao génica das citoqueratinas 5, 14 e 17 e do EGFR, sendo, portanto,
considerados tumores “basal-like” (BLBC) (12). Entretanto, ndo ¢é adequado
considerar esse subtipo como sinbnimo de tumor basal, uma vez que as
caracteristicas genéticas que divergem entre eles mostram que aproximadamente
30% desse grupo n&o sdo tumores do tipo basal(11).

Dentre os fatores de risco relacionados a ocorréncia de CMTN podemos citar a
mutacédo do gene BRCA, o status pré-menopausa, obesidade, afrodescendéncia e a
alta paridade (13,14). E considerado um tumor de alto grau com mal progndstico
devido a sua rapida progressao e altas taxas de recorréncia precoce, além do fenétipo
metastatico com predilecédo para érgaos viscerais como o cérebro e o pulmao (8).

A auséncia de expressao de receptores hormonais e do gene HER2 caracteriza
esse subtipo tumoral como inelegivel as terapias endocrinas e as terapias-alvo anti-
HERZ2, consolidando a quimioterapia neoadjuvante como a principal estratégia
terapéutica (11). Constituido por quimioterapicos como antraciclinas, ciclofosfamidas,
paclitaxel e carboplatinas, a seguir sdo descritos os principais mecanismos de agao
de cada uma dessas classes de quimioterapicos utilizados no tratamento do CMTN.

As antraciclinas, como a doxorrubicina, sdo farmacos amplamente utilizados no
tratamento do CMTN e atuam por multiplos mecanismos citotoxicos. Sua principal
acao consiste na ligacdo ao DNA e inibicdo da enzima topoisomerase |l, essencial

para o desenvolvimento e religacédo do DNA durante a divisdo celular. Com isso, ha



acumulo de quebras de dupla hélice, levando a estabilidade gendmica 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 dinamica do citoesqueleto
celular. Eles estabilizam os microtubulos, estruturas fundamentais para a separagao
dos cromossomos, impedindo assim a divisdo celular. Essa agao € particularmente
eficaz em células com alta taxa de multiplicagdo, como ocorre em tumores triplo-
negativos. A interrupcdo prolongada da divisdo celular pode também ativar
mecanismos internos que levam a apoptose, o tipo de morte celular mais
frequentemente induzido por essa classe de quimioterapicos(16).

Ja as platinas, como a carboplatina, atuam diretamente sobre o DNA das células
tumorais. Elas promovem a formacgéao de ligagdes quimicas entre as fitas do DNA, o
que gera distorgdes estruturais que impedem a replicagao e a transcricdo 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 patoldégica completa (pCR) apds a
quimioterapia neoadjuvante aproxima-se de 40 a 60%(18). Contudo, muitas pacientes
que nao respondem ao tratamento evoluem com metastases e piora do progndstico
clinico (19). Isso acontece, em parte, porque alguns tumores desenvolvem
mecanismos de resisténcia que limitam a eficacia dos quimioterapicos. Entre eles,
destacam-se a eliminagcao acelerada das drogas pelas células tumorais, alteragoes
nos alvos das medicagdes e maior capacidade de reparar os danos ao DNA. Esses
processos reduzem a sensibilidade ao tratamento e comprometem as chances de
controle da doenca(20).

Nos ultimos anos, os bloqueadores de checkpoint imunolégico (ICB, do inglés
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 clinicos. A administracdo desses anticorpos
monoclonais, como pembrolizumabe (anti-PD1) e atezolizumabe (anti-PD-L1),
permite a reativacdo do sistema imune e o desencadeamento de uma resposta
antitumoral robusta, atuando tanto localmente no microambiente tumoral (TME, do
inglés tumor microenvironment) quanto em nivel sistémico.

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

eficacia da combinagao de ICB com quimioterapia em diferentes fases da doenca,



contribuindo para que o pembrolizumabe se tornasse a primeira imunoterapia
aprovada para CMTN em contextos iniciais e metastaticos(21-23).

Contudo, é importante ressaltar, que apesar dessas conquistas clinicas e da
aprovacgao regulatoria, o acesso a imunoterapia ainda € limitado em muitos paises,
incluindo o Brasil, principalmente devido ao seu alto custo. Dessa forma, enquanto
apenas uma parcela das populagdes se beneficia dessas novas abordagens, a
quimioterapia isolada continua sendo o tratamento padrdo para a maioria das
pacientes na pratica clinica (24,25). Nesse contexto, a possibilidade de identificar
quais paciente se beneficiariam do tratamento quimioterapico ou da imunoterapia, por
meio da compreensdao dos mecanismos de resisténcia terapéutica, possibilitara a
adocao de estratégicas mais assertivas e a ampliagdo do acesso e da efetividade dos

tratamentos disponiveis.

1.2. Sistema Imunolégico e cancer

A imunoedicdo € um processo consolidado que descreve a interagao entre o
sistema imunoldgico e o tumor, dividido em trés fases: eliminacao, equilibrio e escape
(26). Na fase de eliminacéo, o sistema imunolégico reconhece e destroi células
tumorais iniciais, principalmente por meio da ativagao de linfocitos TCD4+, TCD8+ e
outras células citotoxicas (27). Contudo, a eliminacdo € freada e um equilibrio &
mantido entre o crescimento do tumor e a resposta anti-tumoral.

Durante a fase de equilibrio ocorre uma dorméncia tumoral caracterizada por um
balango entre a defesa antitumoral e um ambiente imunossuprimido. Nesse estagio,
observa-se maior presenca de linfécitos TCD8+, células NK e outras células
citotoxicas, contrastando com menor atividade de células reguladoras, como linfocitos
T reguladores (Treg) e células supressoras de origem mieloide (MDSC)(28).

Diferentes mecanismos levam as células tumorais a crescerem e driblarem o
sistema imunolégico, levando a terceira fase da imunoedigéo, o escape. Nesta fase,
o tumor supera o sistema imunolégico ao expressar moléculas antiapoptaéticas,
garantindo sua sobrevivéncia, e ao reduzir a apresentagcédo de antigenos tumorais por
meio de menor expressao de MHC-I e moléculas coestimuladoras, o que impede a

ativagao efetiva da resposta antitumoral (29) (Figura 1).



CD8+

®

stable subclinical tumor

recovery .
mass and metastasis
genetic
instability/
immune
selection
CANCER
/ IMMUNOEDITING
carci[mgens \ ESCAPE
ELIMINATION .ra.dlatmn : suppressive Tre: MDSC
T CD8+ NK ety microanvironment e
/< b mutations galec“"{j N @/ Tl%i‘dﬁ
NK: Mo ) ~ PO-L1
y6' @ T CDB+©\/ N@NK
Transformed ’Tumor'
cells progression

clinically detectable
tumor and metastasis

Fonte: Adaptado de Zingoni et al., Molecular Cancer (2024)

Figura 1. Representacao esquematica das fases da imunoedicao tumoral:
eliminagao, equilibrio e escape.

Células do sistema imunoldgico, como linfécitos T, macréfagos e células NK,
produzem proteinas sinalizadoras, incluindo citocinas e quimiocinas, que exercem
papel central na modulagédo da resposta imune. Essas moléculas regulam processos
como recrutamento celular, proliferacdo, diferenciacdo, indu¢do de apoptose e
remodelamento do microambiente tumoral (30). Entretanto, o préprio tumor é capaz
de manipular esse sistema a seu favor por meio da expressdo de citocinas
imunossupressoras, como IL-10, e de fatores de crescimento como VEGF. Esses
mediadores contribuem para o recrutamento de céulas com fendtipo regulador,
incluindo mondcitos, células T reguladoras (Tregs), células mieloderivadas
supressoras (do inglés Myeloid-derived supressor cells - MDSCs) e macréfagos do
tipo M2, criando um TME tolerogénico que compromete a atividadede células efetoras
e facilita o escape imunoldégico (31).

Além disso, os quimioterapicos tradicionalmente empregados no CMTN exercem

impacto relevante sobre a resposta imunoldgica. Antraciclinas e platinas, por exemplo,



induzem morte celular imunogénica (ICD), caracterizada pela exposigdo de
calreticulina e liberacao de ATP e HMGB1, que favorecem a ativagao de células
dendriticas e o ativacdo de linfécitos T citotoxicos(32,33). Taxanos promovem
maturacao de células dendriticas e aumentam a infiltracdo de células T CD8+,
enquanto ciclofosfamidas podem reduzir Tregs e células mieloides supressoras
(MDSCs)(34). Esses efeitos demonstram que a quimioterapia nao atua apenas como
agente citotdéxico, mas também como modulador da imunidade antitumoral.(35,36)

A composicao e o estado funcional do sistema imunolégico periférico também
sdao componentes fundamentais para o sucesso de uma resposta antitumoral eficaz.
Um sistema imune periférico equilibrado, capaz de ativar vias inflamatdrias citotoxicas
de forma coordenada, contribui para a manutencado da resposta imune e controle
tumoral em conjunto com o microambiente tumoral. Alteragcdes nesse equilibrio
influenciam o direcionamento funcional da resposta, podendo favorecer tanto perfis
efetores como reguladores(37).

Em contextos de ativacao cronica e persistente, a resposta imune periférica pode
assumir um perfil inflamatério disfuncional. Esse estado é sustentado por citocinas
imunossupressoras, pela expressao de receptores inibidores e pelo aumento da
atividade de células imunorreguladoras, como Tregs e MDSCs. Essas caracteristicas
contribuem para a formacdo de um fendtipo imune tolerogénico ou exausto, com
reducao da capacidade citotdxica e perda de controle sobre o crescimento tumoral
(38,39). Sob a perspectiva do modelo de imunoedicdo, esse cenario pode ser
compreendido como uma manifestacdo da fase de equilibrio imunoldgico, na qual o
sistema permanece ativo, mas incapaz de conter a progressao tumoral, favorecendo
a transig&o para o escape tumoral(37).

Embora o cancer de mama, em geral, ndo seja classificado como um tumor
altamente imunogénico, os subtipos HER2+ e triplo negativo apresentam maior
frequéncia de células imunes infiltradas no TME quando comparados aos tumores
luminais (40,41). No CMTN, niveis elevados de linfocitos infiltrantes no tumor (TILs),
particularmente linfécitos T CD8+, tém sido consistentemente associados a melhores
desfechos clinicos, como maiores taxas de pCR a quimioterapia, maior sobrevida livre
de doenca e sobrevida global (42,43).

No entanto, evidéncias crescentes sugerem que a eficacia da resposta
antitumoral ndo depende exclusivamente do infiltrado de TME, mas também da

coordenacao funcional entre a imunidade local e o sistema imunoldgico periférico



(44,45). O sangue periférico representa um compartimento imunolégico acessivel e
dinamico, cuja composicao e estado funcional podem refletir aspectos importantes da
regulagdo imunoldgica no contexto tumoral. Nesse sentido, a integracéo entre os
perfis imunes do TME e da periferia, tem se mostrado uma abordagem relevante para
o entendimento das interagcdes entre o tumor e o sistema imunoldgico(46,47).

No cancer de mama, estudos tém demonstrado associag¢des entre perfil celular
periférico, associagdes com infiltrado linfocitario e desfechos clinicos, sugerindo que
o perfil imunolégico sistémico carrega possivel valor prognéstico e preditivo. Contudo,
a maioria dessas abordagens baseia em quantificagbes celulares amplas e nao
contempla a caracterizagdo dos fendtipos funcionais dessas células, como
marcadores de ativagdo, memodria, receptores inibidores ou caracteristicas
metabdlicas(48-50). A auséncia dessa caracterizagao limita a distingéo entre perfis
efetores e estados de ativagdo crénica disfuncional, como aqueles associados a
inflamacéo persistente e ao escape imunoldgico.

Dessa forma, embora o perfil imune periférico em CMTN venha sendo explorado
em diferentes estudos, sua analise ainda carece de profundidade para permitir uma
compreensao mais abrangente dos mecanismos envolvidos na resposta imune

antitumoral.

1.3. Perfil metabdlico e sua relacao com a resposta imunolégica

Além das alteragcbes imunoldgicas observadas nos compartimentos periféricos e
tumoral, aspectos metabdlicos do TME também exercem influéncia determinante
sobre a funcionalidade das células imunes. Entre esses fatores, a hipdxia tumoral
desponta como um dos principais moduladores negativos da resposta antitumoral.
Sua presenca afeta ndo 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 hipoxia ndo € apenas uma consequéncia do crescimento tumoral, mas
desempenha um papel ativo no comportamento celular. A reducdo dos niveis de
oxigénio desencadeia respostas coordenadas principalmente pelo fator induzido pela
hipéxia 1a (HIF-1a), o que regula a expresséo de genes envolvidos na angiogénese,
reprogramacao metabdlica, evasao da resposta imune e resisténcia a tratamento. Os
tumores de mama triplo negativo apresentam niveis mais elevados de hipdxia e maior

atividade do gene HIF1a em comparacgao a outros subtipos mamarios (52,53).



Diversos estudos demonstram que a hipdxia contribui significativamente para a
evasao tumoral, suprimindo a infiltracdo de células T citotoxicas, diminuindo a
presenga de macrofagos M1 e aumentando a presenga de células imunossupressoras
como macréfagos M2 e células T reguladoras (51,54,55). Essa reprogramacéao
imunologica influenciada pela hipdxia pode implicar diretamente na eficacia
terapéutica, contribuindo para um fenétipo tumoral mais agressivo(56,57).

Estudos realizados por Delgoffe et al. revelaram que, em condigdes de hipdxia e
estimulagdo antigénica cronica, os linfécitos T intratumorais sofrem estresse
metabdlico que resulta em exaustao celular. Essa disfuncao esta associada a reducao
da funcdo mitocondrial, comprometendo a capacidade metabdlica dos linfocitos T e
sua resposta a sinais de ativagdo, o que diminui significativamente sua atividade
antitumoral(58,59).

A interacdo entre hipoxia e resposta imune tem sido amplamente explorada no
contexto do CMTN, especialmente no TME. Estudos recentes identificaram
assinaturas génicas combinando marcadores de hipdxia e imunidade que se associam
a infiltracao celular, evaséo imune e desfechos clinicos nesse subtipo tumoral. Essas
analises, conduzidas a partir de grandes bases de dados como TCGA, METABRIC e
GEO, permitiram o desenvolvimento de modelos progndsticos robustos e indices
compostos de risco baseados no status hipdxico e imune, capazes de estratificar
pacientes em grupos com perfis biolégicos e clinicos distintos (60—63)

Ampliar o entendimento da interagao entre hipdxia e imunidade para além do
TME representa um passo essencial para integrar os efeitos metabdlicos locais as
alteragdes imunoldgicas sistémicas observadas em pacientes com CMTN. Investigar
como a hipodxia e suas vias associadas influenciam o perfil imunoldgico sistémico pode
contribuir para um panorama mais abrangente da resposta imune no CMTN,

conectando eventos locais e sistémicos com implicagdes terapéuticas importantes.



2. Objetivos

Caracterizar o perfil imunolégico e metabdlico sistémico de pacientes com CMTN
antes e apos o tratamento neoadjuvante, buscando compreender como essas
caracteristicas se relacionam com o microambiente tumoral e com a resposta
terapéutica. A partir dessa abordagem integrativa, pretendemos elucidar mecanismos
associados a resposta efetiva ou a falha terapéutica, contribuindo para entendimento

da heterogeneidade imunologica no CMTN.

2.1. Objetivos especificos

1)  Avaliar o perfil imunolégico sistémico de pacientes com CMTN antes
do tratamento.

Este objetivo visou caracterizar o perfil imunolégico sistémico de pacientes com
CMTN antes do inicio do tratamento neoadjuvante, comparando os grupos de
respondedores e nao respondedores. A analise foi conduzida por meio da
fenotipagem das células imunes circulantes e pela quantificacdo de citocinas e
quimiocinas soluveis no plasma, permitindo identificar padrbes inflamatérios
associados ao desfecho terapéutico.

2) Correlacionar o perfil imunolégico sistémico com os niveis de TILs e
a resposta terapéutica

Este objetivo buscou integrar os dados do sistema imune periférico com a
avaliacao histopatoldgica do microambiente tumoral, por meio da analise dos niveis
de TILs em biopsias pré-tratamento. A proposta foi investigar se perfis imunologicos
sistémicos especificos se associam ao grau de infiltracdo tumoral e
consequentemente a resposta a quimioterapia.

3) Compreender os mecanismos imunolégicos envolvidos na resposta
ou falha terapéutica.

A partir da caracterizagao do fendtipo imune circulante e da analise de citocinas
soluveis, este objetivo teve como foco explorar os mecanismos imunoldgicos que
contribuem para uma resposta eficaz ou para a falha terapéutica em pacientes com
CMTN.

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

Com o intuito de aprofundar a compreensao dos mecanismos observados em

humanos, este objetivo envolveu a caracterizagdo do TME em modelos murinos de



10

CMTN. A anélise se baseou na identificacdo de marcadores associados a hipoxia, vias
metabdlicas e padrbes de evasdo imunologica, relacionando esses achados com
caracteristicas de agressividade tumoral.

5) Explorar dados transcriptomicos publicos para validar e expandir os
resultados encontrados.

Neste objetivo, foi avaliado um dataset de dados publicos contendo
transcriptomas de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs — do inglés
Peripheral Blood Mononuclear cells) de pacientes com CMTN, com o intuito de validar
os achados do presente estudo. Foram conduzidas analises de genes
diferencialmente expressos (DEGs) e enriquecimento funcional (Gene Ontology),
buscando identificar assinaturas imunolégicas e metabdlicas associadas a resposta
terapéutica, reforcando a relevancia dos mecanismos apontados nas analises

anteriores.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento do estudo

Em nosso estudo ndés avaliamos o perfil imunolégico de pacientes com CMTN
por meio da caracterizagao do sistema imune periférico, incluindo analises do perfil
celular e de fatores soluveis. Esses parametros foram avaliados antes e apds a
quimioterapia neoadjuvante, com o objetivo de compreender os mecanismos
envolvidos na resposta anti-tumoral.

Paralelamente, avaliamos o infiltrado linfocitario em bidpsias tumorais obtidas no
momento do diagndstico e correlacionamos esses achados com o perfil imunologico
sistémico. Para aprofundar a compreensdo dos mecanismos imunomoduladores no
TME em CMTN, conduzimos experimentos em modelos murinos em colaboragdo com
o laboratério do Dr. Greg Delgoffe, na Universidade de Pittsburgh (Estados Unidos,
EUA), com foco em aspectos metabdlicos e funcionais da resposta imune local.

Por fim, realizamos analises exploratérias de dados publicos de transcriptoma
unicelular (scRNA-seq) de sangue periférico e tecido tumoral, com o intuito de validar
e integrar nossos achados em diferentes contextos clinicos e experimentais (Figura
2).

Tumor Immune Landscape
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Figura 2. Delineamento experimental do estudo.
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3.2. Avaliacao de pacientes CMTN antes e apé6s o tratamento

3.2.1. Recrutamento de pacientes

Este projeto estd afiliado ao projeto departamental intitulado “Aspectos
moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressdo do Carcinoma Ductal de
mama: Investigagao da progressao do Carcinoma Ductal in situ e do papel da mutagao
em BRCA1 no tumor triplo negativo”, sob responsabilidade da Dra. Dirce Maria
Carraro.

Pacientes incluidas no estudo foram diagnosticadas com CMTN e encaminhadas
para tratamento com quimioterapia neoadjuvante no A.C. Camargo Cancer Center. A
participagédo no projeto foi autorizada apds a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), apresentado pelas enfermeiras colaboradoras do projeto,
lara Monique Messias, Carla Curi e Silvana Soares dos Santos.

Como critérios de inclusao no estudo, tivemos:

o Pacientes com diagndstico histopatoldgico confirmado para carcinoma
mamario invasivo;

o Pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico neoadjuvante com
carboplatinas e taxanos, sem historico prévio de quimioterapia ou imunoterapia;

o Pacientes submetidas a 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 excluidas do estudo:

. Pacientes com historico de doengas ou tratamentos imunossupressores;

o Pacientes com diagnostico de tumor primario ndo classificado como triplo
negativo;

° Pacientes com presenca de metastases detectadas no momento da
primeira coleta.

Foram recrutadas 100 pacientes diagnosticadas com CMTN, entretanto 15
pacientes foram excluidas por atenderem aos critérios de exclusdo, como: portadores
de doencga autoimune, reavaliagdo anatomopatoldgica constatou cancer de mama néo
triplo negativo e interrupgao do tratamento. Dessa forma, o nosso estudo contou com
a incluséo de 85 pacientes (Figura 3).

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

coorte de descoberta e tiveram suas amostras de plasma analisadas por meio da
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plataforma Bioplex, no projeto de Mestrado intitulado “Determinacdo do perfil
imunolégico de pacientes com cancer de mama triplo negativo pré-tratamento
neoadjuvante e associagcdo com resposta patoldégica completa”. Ja a coorte de
validacado foi composta pelas pacientes ADAMANT25 a ADAMANT 100, cujas 57
amostras de plasma foram analisadas pela plataforma Milliplex. Adicionalmente,
aliquotas de sangue fresco foram coletadas por 53 pacientes desta coorte para
avaliagao fenotipica por citometria de fluxo.

A avaliagao por citometria de fluxo de sangue fresco contou com 50 amostras
avaliadas (3 pacientes nao possuiam células suficientes para avaliagdo estatistica e
foram excluidos das analises). Para avaliagdo do PBMC citometria de fluxo, contamos
com a avaliagado pareada de resposta de 30 pacientes.

No tempo 2, coletamos o plasma de 62 pacientes (pCR = 38 e ndo pCR= 24), 25
amostras de sangue fresco (pCR = 14 e ndo pCR = 11) e separamos 35 amostras de
PBMC (pCR = 22 e ndo pCR= 13). A avaliagao do Milliplex nesse tempo foi realizada
em 47 amostras de plasma (pCR = 31 e ndo pCR= 16), nos quais priorizamos as
amostras que foram caracterizadas no tempo 1 pelo Milliplex e tiveram a avaliacéo
celular. A caracterizagao do perfil celular em sangue fresco foi realizada em 25
pacientes (pCR = 13 e ndo 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.

[ 100 pacientes recrutadas ]

15 pacientes excluidas:

*  Tumor primario ndo era TNBC
Doenga imunossupressora
Interrupgao do tratamento
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Fonte: Autoria propria.
Figura 3. Numero de pacientes recrutadas, incluidas e avaliadas nos

tempos 1 e 2.

3.2.2. Resposta ao tratamento

A avaliagdo da resposta ao tratamento foi conduzida no momento da
mastectomia, apos a conclusao do regime de quimioterapia neoadjuvante. A analise
histopatoldgica da pega cirurgica foi realizada por patologistas, com base no indice de
carga residual tumoral (Residual Cancer Burden — RCB). Pacientes com RCB = 0
foram classificados como apresentando Resposta Patologica Completa (do inglés
pathological complete response - pCR), enquanto aqueles com RCB > 1 foram
considerados n&o respondedores (ndo-pCR), indicando presenca de doencga residual
significativa.

A pCR é um marcador prognéstico validado em estudos clinicos e translacionais,
sendo associada a uma redugado significativa no risco de recorréncia sistémica,
sobretudo em subtipos agressivos como o CMTN. Dessa forma, ambos os parametros
sao reconhecidos como ferramentas robustas para avaliar a eficacia terapéutica e
orientar decisbes clinicas no cenario do cancer de mama localmente
avangado(18,64,65).

3.2.3. Coleta e processamento de amostras.

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo EDTA 4mL antes do
inicio do tratamento (Tempo “1”) e antes da realizagdo da cirurgia, ap6s a
administracado dos quimioterapicos (Tempo “2”). Sempre que possivel, uma aliquota
do sangue fresco foi imediatamente separada para analise do perfil celular por
citometria de fluxo. O sangue foi entdo centrifugado a 400g e o plasma foi removido e
congelado imediatamente a -80°C. O volume restante foi retornado ao original com
PBS e foi realizada a purificagcdo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) por gradiente de Ficoll. Essas células foram congeladas a -80°C, seguida por

armazenamento por longo prazo em nitrogénio liquido para posterior analise.
3.24. Avaliacdao 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 analise de até
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30 parametros simultaneamente. Foram avaliadas subpopulacdes de linfécitos T
(CD4+, CD8+, duplo negativos, NKT), seu estado de ativacdo (moléculas co-
estimuladoras e inibidoras e moléculas de adesdo), fungdo efetora (citocinas,
moléculas liticas, e status da memdria (naive, efetor, TCM, TEM e TRM).

A avaliagéo do sangue fresco de pacientes foi realizada a partir da incubagéo
com os anticorpos de interesse (Tabela 1) por 15 minutos, a temperatura ambiente,
seguido por lise de hemacias (FACS Lyse Solution, BD Biosciences). Apds a lise, as
amostras foram fixadas em PBS / 2% formaldeido e armazenadas a 4°C até o
momento da aquisicdo ao citbmetro de fluxo, pelo menor tempo possivel e inferior a
48 horas. Esta analise nos permitiu uma caracterizagao preliminar do perfil imune
celular de pacientes incluidas no estudo.

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

em sangue fresco.

Painel 1 Painel 2
Linfécitos T / Células NK/ | Linfécitos B / Plasmécitos /
Células NKT Monécitos / DC
Marcador Fluorocromo| Marcador Fluorocromo
CD3 PerCP-Cy5.5 CD14 FITC
CD56 APC CD16 APC-Cy7
CD4 BV605 CD11c PerCP-Cy5.5
CD8 BV650 CD11b BV650
CD69 APC-R700 CD19 PE
CD107a AAF488 CD38 PE-Cy7
PD-1 BVv421 HLA-DR APC
CTLA4 PE PD-L1 Bv421
PD-L2 APC-R700

Fonte: Autoria propria.

Também foram avaliadas PBMCs congeladas de pacientes para uma
caracterizacdo mais completa do perfil imune celular circulante no tempo 1. Neste
ensaio, um subgrupo de pacientes ja com avaliagcao de resposta foi selecionado e as
amostras foram pareadas na mesma quantidade de pacientes respondedoras e nao
respondedoras em cada ensaio, na intengdo de evitar qualquer viés de
processamento. Apos o descongelamento dessas células, a viabilidade foi confirmada
por excluséo de azul de Trypan. Aproximadamente 2,5 x 10° céls/mL foram incubadas
overnight na presenca de (1) anti-CD3 + anti-CD28 ou na presenga do (2) mix dos

peptideos Mamaglobina-A, Survivin e Muccina1 + anti-CD28. Todos os estimulos



16

foram na concentragcdo de 1ug/mL. Os anticorpos utilizados estéo representados na
Tabela 02.

Para a avaliacdo de marcadores intracelulares, as células foram inicialmente
fixadas e permeabilizadas (Transcription Factor Buffer Set, BD Bioscience). Todos os
controles necessarios de células com marcacgdes individuais, bem como células néo
marcadas, foram incluidos.

Tabela 2. Painéis de anticorpos para caracterizagao do perfil imune celular
em PBMC.

Painel Core
Rainel Mareadoces Painel Marcadores Exaustao
Linfécitos T e suspopulagdes Intracelular
Marcador Fluorocromo | Marcador Fluorocromo| Marcador Fluorocromoj
Live/dead BUV496 FOXP3 FITC CD152 CTLAA4) PE
CD45 BB790 Ki-67 PE-Cy7 CD223 (LAG3) BUV615
CD3 BUV661 Granzima B BV510 CD366 (TIM-3) Bv421
CD4 BV750 TNFa BUV395
CD8 BUV805 IFNy BV605
TCRyd APC-R700 IL10 BV711
CD45R0 APC-H7
CD197 (CCR7) BV650
CD25 BUV563
CD161 PE-Cy5
CD56 APC
CD279 (PD-1) BUV737
CD95 PE-CF594

Fonte: Autoria propria.

3.2.5. Analise de dados de citometria de fluxo multiparamétrica

Para a identificacdo de populagdes imunes circulantes em pacientes, por meio
da analise de sangue fresco (Figura 4) ou de PBMCs (Figura 5), utilizamos o software
FlowdJo (BD Biosciences). Esse recurso foi empregado para avaliagao das frequéncias
das populacdes de interesse pela analise supervisionada dos dados. Também foi
utilizado para a quantificagcdo da expressdo de moléculas caracteristicas das
principais populagbes imunes, fatores de transcrigao e citocinas. Adicionalmente, foi
realizada analise nao supervisionada dos dados, utilizando algoritmos de reducao de
dimensionalidade, como Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP), e

ferramentas de agrupamento (clustering), com o objetivo de explorar padrées
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emergentes de expressao e identificar subpopulagbes celulares ndo previamente
definidas.

ApOs a identificagdo de subpopulagdes distintas entre os grupos de pacientes,
nos realizamos as analises estatisticas apropriadas. A caracterizacao das populagdes
representadas na Figura 4, foi conduzida sem a identificagdo prévia da resposta
terapéutica dos pacientes, ou seja, de forma as cegas. As amostras de PBMC foram

selecionadas de forma pareada.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 4. Analise citometria de sangue fresco.

Legenda: Para a avaliacdo das subpopulagbes linfoides e a expressdo das moléculas PD1,
CTLA4, CD69 e CD1074a, realizamos a marcagéo de células do sangue fresco e criamos uma estratégia
de gates como representado nos dotplots. Inicialmente excluimos os doublets e seguimos com a
avaliagdo de células CD3+, onde fizemos o backgating para selecionarmos os linfocitos. Em seguida,
determinamos as populagdes de interesse e os devidos marcadores para os perfis de exaustdo e

ativagao.
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Figura 5. Analise de PBMC.

Legenda: Para a avaliagdo das populagdes linfoides bem como seus perfis de ativagdo e
exaustdo, realizamos a marcagdo de PBMC descongelados e analisamos através do software FlowJo
como representado nos doiplosts. Inicialmente, excluimos os doblets e consideramos apenas
leucécitos viaveis (Live/Dead-CD45+). Em seguida, determinamos as subpopulagdes de interesse, bem
como os marcadores de ativacdo e exaustao, citocinas e fatores de transcricao, (A) Estratégia de gate
para as populagdes linfoides e de NK. (B) Estratégia de gates para os marcadores de exaustédo e

ativacgao.
3.2.6. Avaliacao do perfil imune soluvel.

A identificacdo e quantificacdo dos mediadores imunes presentes no plasma de
pacientes foi realizada utilizando o sistema de suspensdo Milliplex (Merck), que
permite a verificagdo de multiplos analitos simultaneamente através de um conjunto
de beads especificas para cada analito de interesse. Apds a interagcao entre bead
conjugada ao anticorpo de captura e o analito especifico, a quantificagéo foi feita
através de um anticorpo de detecgao conjugado com um marcador fluorescente. A
leitura foi realizada na maquina Magpix com o auxilio do software da plataforma
Exponent. A quantidade de cada analito € detectado em pg/mL e por intensidade
média de fluorescéncia (MFI) e o calculo é realizado com base em uma curva padrao.
O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, utilizando o kit “Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel” da Merck, que permite quantificar as
seguintes citocinas/ quimiocinas: EGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-a2, IFN-y, IL-1q, IL-18,
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-1a, MIP-1B3, TNF-a, TNF-B, VEGF e Eotaxin.

3.2.7. Caracterizagao Morfolégica do Tecido Tumoral na bidpsia
inicial

As analises do infiltrado linfocitario tumoral (do inglés, tumor-infiltrating
lymphocytes — TlLs) foram realizadas com o auxilio de patologistas especializados,
colaboradores do estudo, do Departamento de Anatomia Patolégica do A.C. Camargo
Cancer Center. As bidpsias avaliadas sao anteriores ao inicio do tratamento. Nestas
amostras tumorais, a porcentagem de TlLs foi determinada nas seguintes regides: a
regido do estroma tumoral (onde os linfécitos encontram-se distribuidos entre as
células tumorais, sem contato direto com elas) e a regido intratumoral (onde os
linfocitos estdo em contato direto com células tumorais). A soma dos percentuais

dessas duas regides corresponde ao valor dos TILs totais. Esta avaliagdo ocorreu a
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partir da analise morfométrica em cortes de 4um corados com hematoxilina e eosina
(H&E). Foram consideradas e contadas todas as células mononucleadas (linfécitos e
plasmadcitos) localizadas até as margens tumorais das regides mencionadas, nao
sendo considerados os TILs de regides necréticas, em torno de carcinoma in situ, ou
fora da borda do tumor invasivo. A determinacao dos niveis de TILs foi realizada como
um parametro continuo e representada em porcentagem, indicando um grau de
infiltrado em cada regido avaliada.

As amostras codificadas em ADAMANT1 a ADAMANT54 contaram com a
avaliacdo histopatolégica completa, com quantificagcdo da porcentagem de TILs
estromais e intratumorais, o que possibilitou também o calculo de TILs totais. Para os
casos entre ADAMANT82 e ADAMANT100, a porcentagem de TlLs estromais foi
registrada diretamente nos laudos histopatoldgicos da bidpsia, permitindo a extragao
retrospectiva desses dados a partir do prontuario ou sistema de registro da instituicao.

Na intengao de avaliarmos a presenca de hipdxia no microambiente tumoral de
pacientes com CMTN anterior ao tratamento, optamos por utilizar a informacéao de
necrose registrada nos laudos anatomopatoldgicos da bidpsia diagndstica como um
marcador morfolégico indireto. A necrose tumoral é frequentemente associada a
regides de pouca vascularizagdo e, portanto, desbalango metabdlico, refletindo a
presenga de hipoxia local(66,67). Dessa forma, optamos pela analise da presenga ou
auséncia de necrose no material tumoral para investigar, mesmo que indiretamente,

aspectos do microambiente tumoral que poderiam se associar a resposta terapéutica.

3.3. Avaliacao do TME em modelos murinos de CMTN.

No laboratério de imunometabolismo do cancer, Delgoffe Lab, na Universidade
de Pittsburgh, nés seguimos com as seguintes metodologias para avaliacdo do

microambiente tumoral utilizando linhagens de CMTN murino.

3.3.1. Modelo animal

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram adquiridos dos laboratorios Jackson
e Charles River (EUA). Toda a manipulagcdo com camundongos foi realizada em
conformidade com o Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da

Universidade de Pittsburgh. Os camundongos foram mantidos em condicdes livre de
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patdgenos especificos antes de serem manuseados. Foram utilizados camundongos

fémeas com idade entre seis e oito semanas.

3.3.2. Linhagem Tumoral

A linhagem celular EO771, derivada de tumores mamarios espontaneos em
camundongos C57BL/6J, apresenta alta aderéncia do tumor (préxima a 100%) e é
muito semelhante ao tumor de mama humano. Caracterizado pelo seu tipo basal,
também n&o apresenta receptores hormonais e superexpressédo do gene HER2, assim
como os tumores mamarios triplo negativo(68).Quando implantada no tecido adiposo
mamario, fornece um modelo abrangente para o estudo do microambiente tumoral. A
linhagem celular AT-3, derivada de células tumorais mamarias primarias de
camundongos transgénicos MMTVPyMT, também semelhante aos tumores CMTN,
nao expressa receptores de progesterona e estrogeno, além de ndo expressao do
gene HER2(69).

A linhagem AT-3 foi inicialmente derivada de uma célula tumoral primaria de
mama de um camundongo transgénico MTAG, que expressava o virus Polyoma sob
o controle do promotor MMTV-LTR. Esta linhagem celular foi adquirida da Millipore
Sigma. Alinhagem celular de carcinoma mamario EQ771 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 sédio, 2mM de L-glutamina, 5mM de tampao 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 subcuténea
com 2,5x10° células em meio sem soro. O crescimento tumoral foi monitorado trés
vezes por semana utilizando um paquimetro digital. Para inoculagdo ortotdpica no
tecido adiposo mamario, foram injetadas 1x10° células para o modelo EQ771 e 5x10°
células para o modelo AT3. A diferenca 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 diregdo, os camundongos

portadores dos tumores foram eutanasiados.
3.3.3. Avaliacdao do perfil imune celular por citometria de fluxo
multiparamétrica

Para analise por FACS de linfocitos 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 dissec¢ao tumoral, primeiramente
os tumores receberam repetidas injegdes com agulha 20G, da solugdo contendo
colagenase tipo Ul (2mg/mL), dispase (2U/mL) e DNAse | (10U/mL) (Sigma) em RPMI
tamponado, sendo incubados por 20 minutos a 37°C. Em seguida, os tumores foram
dissociados mecanicamente utilizando o émbolo de uma seringa e filtrados através de
filtros de 70um (Fisher brands). Os linfonodos drenantes também foram dissociados
mecanicamente da mesma forma.

As suspensdes celulares foram submetidas a lise de eritrocitos antes da
marcacao de superficie com anticorpos para analise por citometria de fluxo. Para as
marcacoes extracelulares, as amostras foram incubadas em gelo por 20 minutos com

um mix de anticorpos. No painel denominado “Exaustao”, avaliamos os marcadores
de linfocitos T CD4+ e CD8+ em TlILs e dLNs, bem como suas subpopulagdes (células
naive, efetoras e de memodria central), utilizando os anticorpos CD62L e CD44.
Também foram avaliados os marcadores de exaustdo PD-1, TIM-3 e CD39. Aatividade
mitocondrial foi examinada por Mitotracker. Os fatores de transcricdo TCF-1, Tbet,
FOXP3 e TOX foram analisados em células TCD4+ e CD8+ no painel denominado
“fatores de transcricdo”. Além disso, foi avaliada a expressdo do marcador de
proliferacdo Ki-67 e do receptor de interleucina-2, CD25. No painel denominado
“Citocinas”, analisamos a expressao de Granzima B, IL-2, TNF-a e IFN-y em linfécitos
T CD4+ e CD8+. A viabilidade celular foi avaliada em todos os painéis utilizando o
marcador Zombie NIR.

Para o ensaio de producédo de citocinas, as suspensdes celulares derivadas de
tumor e dLN foram estimuladas em meio completo R10 com Golgi-Plug (BD
Biosciences), anti-CD3 imobilizado (3ug/mL) e anti-CD28 (2ug/mL) por 5 horas a
37°C. Também foram utilizadas estimulagcbées com Phorbol 12-Miristato 13-Acetato
(PMA) (50 ng/mL) e lonomicina (1pg/mL) em presenca de Golgi-Plug, por 5 horas a
37°C.

Os painéis de anticorpos utilizados nos ensaios in vivo estao representados na
Tabela 3. Para os painéis utilizados a analise de citocinas e fatores de transcricao,
foram realizados fixacdo e permeabilizagdo utilizando Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences), conforme o protocolo do fabricante. No painel de exaustao, as células

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

Painel com marcadores de | Painel com marcadores dos | Painel com marcadores de
exaustdo fatores de transcricdo citocinas
Marcador  Fluorocromo| Marcador Fluorocromo| Marcador Fluorocromo
CD8 FITC TCF7/TCF1 FITC Granzyma B FITC
CD4 PerCP-Cy5.5 Ki-67 PE CD8 PE
TIM3 PE Thet PE-594 L2 PE-Cy7
CD39 PE-Cy7 CD8 PE-Cy7 TNFa BV421
CDh44 BV421 FoxP3 Pac Blue CDh4 BV786
CD62L BV510 CD25 BV 510 IFNy AxF647
PD-1 BV786 CD4 BV786 Zombie NIR APC-Cy7
Mitotracker DR AxF647 TOX AxF647
Zombie NIR APC-Cy7 Zombie NIR APC-Cy 7

Fonte: Autoria prépria.

3.34. Analise de dados — citometria de fluxo multiparamétrica

As células dos ensaios in vivo foram adquiridas ao citbmetro de fluxo LSR
Fortessa™ e foram analisadas utilizando o software BDFACSDiva. As analises
subsequentes foram realizadas no software FlowJo 10.10. A estratégia de selegéo
utilizada em cada painel para avaliagao dos TILs e dLN esté ilustrada nas Figura 6 e

Figura 7



24

250K = s _JCD4+ Q2
107 3333 0,83
-
200K o
aa
<
8
< 150k < =
§ Lymphocytes ﬁ e's,
w
100K = 852 2 ¥ S
; s a
y 13
£ ok 2 . =3
50K = [¥]
o N B - |
[, i RIS, dosmedifui i Y - i L R et
0 50K 100K 150K 200K 250K 2103 0 103 10* 10°
FSC-A Comp-628_780_60-A :: ZOMBIE Comp-561_582_15-A :: CD8

Exhaustion ok
6,60
-
3
o
<
|
o
2
\
o
2
-
=
[~}
b i
o
E
o
o
Tnaive
7,90
P
|04 10S
5. Q1 Q2 s Qs Q6
1073432 41,5 10" 3553 5 ‘ 36,2
g ' g
A
= Q
g 10% b 4 -
<I( '.( 10
- E e 1
' )
> o
2} - ,-e'
& 10 3 1%+
7 E A
g g 3
o 0 0
o 1 S |
N 3Q4 % Q3 Qs B Q7
0% <4434 10,7 0% 4 42,2 16,0
i, Lol T Uk | S RS ™ "1‘ T - s | L
100 o 10° 104 10° a0 o 10° 10* 10°
Comp-405_780_60-A :: PD1 Comp-405_780_60-A :: PD1

Fonte: Autoria prépria.
Figura 6. Estratégia de gating para avaliagao de painel de exaustao.
Legenda: O gate inicial em um grafico bidimensional de Side Scatter-Area (SSC-A) versus
Foward Scatter-Area (FSC-A) para selecionar linfécitos com base no tamanho e granulosidade. Em
seguida, as células viaveis foram selecionadas com base na viabilidade. Nas células viaveis, foram
selecionados os linfocitos T CD4+ e CD8+. Os marcadores de exaustdo das células T foram avaliados
dentro das populagdes CD4+ e CD8+ e PD1 foi plotado com TIM3 e CD39. CD44 e CD62L também

foram avaliados dentro das populagdes de CD4+ e CD8+.
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Figura 7. Estratégia de gating para avaliagdo dos painéis de citocinas e

fatores de transcrigao.

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

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

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

selecionados os linfécitos T CD4+ e CD8+. Nos fatores de transcrigdo, os Tregs foram selecionados

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

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

nas populagdes CD4+ e CD8+, assim como TNFa e IFNg.
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3.3.5. Avaliacao metabdlica

Para avaliar a atividade metabdlica das linhagens celulares AT3 e EQ0771, foi
realizado o ensaio Seahorse XF Cell Mito Stress (Agilent Technologies). Esse ensaio
mede parametros bioenergéticos fundamentais, incluindo a taxa de consumo de
oxigénio (OCR do inglés Oxygen Consumption Rate), um indicador de respiragcéao
mitocondrial, e a taxa de acidificagdo extracelular (ECAR), um marcador de atividade
glicolitica.

As células AT3 e EQ771 foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de
FBS, 1 mM de piruvato de sédio, 2 mM de L-glutamina, 5mM de tampao HEPES,
100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina, 500 pg/mL de gentamicina e 5
nM de 2mercaptoetanol, a 37°C em uma atmosfera com 5% de CO,. Para o ensaio,
foram colocadas em cultura 200.000 células por pogo em microplacas Seahorse X96,
otimizadas para alcangar uma confluéncia de 70-80%. Apds a adeséo das células, o
meio foi substituido 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 medicdes.

Durante o ensaio, OCR e ECAR foram medidos em condi¢cbes basais € em
resposta a inje¢cao sequencial dos seguintes moduladores metabdlicos:

. Oligomicina (2 uM): Inibe a sintese de ATP, determinando a respiragao
associada a producgao de ATP.

. FCCP (2 pM): Desacoplador mitocondrial utilizado para avaliar a
capacidade respiratoria maxima.

. Rotenona/Antimicina A (0,5 pM cada): Inibidores dos complexos | e lll da
cadeia mitocondrial, respectivamente, para bloquear a respiracdo mitocondrial e
determinar o consumo de oxigénio n&o mitocondrial.

A capacidade respiratdria maxima foi analisada com a adicdo de FCCP no ensaio
Seahorse. O FCCP, um desacoplador mitocondrial, simula uma alta demanda
energética fisiolégica ao estimular a cadeia respiratéria, permitindo a avaliacdo da
capacidade maxima de respiracdo mitocondrial. A Capacidade Respiratoria de
Reserva (SRC do inglés Spare Respiratory Capacity), calculada como a diferencga
entre a capacidade respiratéria basal e maxima, reflete a flexibilidade metabdlica 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
EQ771, e os parametros metabdlicos principais foram calculados utilizando o software
Seahorse Wave (Agilent). Todos os dados foram expressos como média + erro padréao
da média (SEM). A significancia estatistica foi avaliada por meio de ANOVA
unidirecional, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.3.6. Avaliagao funcional de vias metabdlicas com inibidores

mitocondriais.

Com o objetivo de caracterizar o uso diferencial de vias metabdlicas
mitocondriais, realizamos experimentos funcionais com a tecnologia Seahorse
descrita acima, utilizando as linhagens murinas E0771 e AT3. As células foram
cultivadas na presenca de inibidores especificos, previamente descritos na literatura,
visando a inibigao seletiva de vias metabdlicas distintas. Foram utilizados os seguintes

compostos:

o UK5099: um inibidor do transportador mitocondrial de piruvato (MPC), que
bloqueia a entrada de piruvato na matriz mitocondrial, impedindo sua oxidag¢ao no ciclo
de Krebs e comprometendo a contribuigdo da glicose para a fosforilagdo oxidativa;

. BPTES: um inibidor da glutaminase (GLS1), que bloqueia a conversao de
glutamina em glutamato, interrompendo a geragao de a-cetoglutarato e sua entrada
no ciclo de Krebs;

o Etomoxir: inibidor da carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), impedindo o
transporte de acidos graxos de cadeia longa para a mitocondria e, consequentemente,
sua oxidacao;

o Metformina: inibidor do complexo | da cadeia transportadora de elétrons,
que reduz a atividade respiratdéria mitocondrial e a produgao de ATP a partir da
fosforilagdo oxidativa.

A atuacgdo desses inibidores sobre as principais vias metabdlicas mitocondriais
esta esquemativamente representada na Figura 8, ilustrando os pontos-alvo de cada
composto na via da glicose, glutamina e acidos graxos. A inibicdo direta da cadeia

respiratéria pela metformina esta representada na Figura 9.
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Figura 8. Representagcdo esquematica das principais vias metabdlicas

tecnologia Seahorse.

mitocondriais e seus respectivos inibidores utilizados na analise funcional com

S&o mostrados os pontos de agcdo do UKS5099 (inibidor do transporte de

(inibidor da glutaminase GLS1).
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#* ADP
* AMP.

piruvato), Etomoxir (inibidor da oxidagédo de &cidos graxos via CPT1) e BPTES

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 agdo da metformina sobre vias metabdlicas

mitocondriais

3.3.7. Avaliagcao de hipoéxia por pimonidazol

Para a detecg¢ao de hipdxia, os camundongos receberam pimonidazol (80mg/kg
Hypoxyprobe) em PBS por via intravenosa 1 horas antes de serem eutanasiados. A
deteccao de pimonidazol foi através do anticorpo anti-pimonidazol (Hypoxyprobe) em
TILs e dLNs apds 10 minutos de fixagao por PFA, seguida por permeabilizagao por 20

minutos com Cytofix/Cytoperm.

3.4. Analise de dados publicos de transcriptoma.

Para a analise transcriptdmica de células do sangue periférico (PBMC) e de
tumores de pacientes com CMTN, foi utilizado um dataset publico disponivel na
plataforma Gene Expression Omnibus (GEO), sob o numero de acesso GSE169246.
Esse dataset foi originalmente gerado a partir de amostras coletadas antes e apos o
tratamento em pacientes com CMTN metastaticas e ndo metastaticos que receberam
quimioterapia com paclitaxel, isoladamente ou em combinagdo com imunoterapia anti-
PD-L1 (atezolizumabe)(70).

A resposta terapéutica foi avaliada com base nos critérios RECIST, sendo os
pacientes classificados como respondedores (aqueles com resposta parcial ao
tratamento ou resposta completa) ou nédo respondedores (aqueles com doenga
estavel ou progressiva). Para a analise das amostras de PBMC, foram considerados
os dados de 20 pacientes, sendo 9 respondedores e 11 nao respondedores. Ja para
a analise do tecido tumoral, foram incluidas amostras de 15 pacientes, sendo 7

respondedores e 8 nao respondedores.

3.4A1. Analise dos dados publicos de PBMC.

Com base nas informacdes de metadados clinicos, foram selecionadas
exclusivamente as células derivadas de amostras de sangue periférico coletadas no
periodo pré-tratamento. A partir dos dados brutos, foi realizado um subconjunto
aleatorio de 50.000 células para com o objetivo de garantir viabilidade computacional
e uniformidade de analise. Dentre essas, 12.128 células correspondiam as amostras
de PBMC elegiveis para a analise.

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

foram mantidas as células com numero total de transcritos (Count) entre 200 e 15.000,
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numeros de genes expressos entre 500 e 3.000, e propor¢cédo 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
excluidos, visando minimizar ruidos técnicos associados a transcrigdes esparsas.
ApOs a aplicagao de filtros, 11.530 células de alta qualidade foram mantidas para as
analises posteriores.

Embora o dataset ja tivesse passado por etapas iniciais de pré-processamento
no estudo original, utilizamos diretamente a matriz de expressao contendo células
previamente classificadas como de alta qualidade, aplicando critérios adicionais de
filtragem para garantir maior robustez analitica. Foram mantidos apenas os genes
expressos em, no minimo, 100 células, com o objetivo de eliminar ruidos provenientes
de transcrigbes esparsas e nao informativas. Além disso, células com proporg¢éo igual
ou superior a 10% de genes mitocondriais foram excluidas da analise, uma vez que
essa caracteristica € indicativa de estresse ou morte celular, os quais poderiam
enviesar os resultados.

Apos a filtragem das células e dos genes, os dados foram submetidos a
normalizacao utilizando a fung¢ao padrdo do pacote Scanpy(71). Esse procedimento
garante que cada célula seja comparavel em termos de profundidade de
sequenciamento, reduzindo viés por diferenca na captura de RNA entre as células.
Em seguida, foi realizada a identificacdo dos genes mais variaveis (que representam
aqueles genes com maior variagdo de expressao entre as ceélulas e, portanto, com
maior potencial informativo para distingdo de subpopulag¢des celulares). Com base
nessa selegdo, foi aplicada uma analise de componentes principais (PCA) (72),
visando a reducdo de dimensionalidade e a captura das principais dire¢des de
variacao dos dados.

A estrutura global dos dados foi inicialmente explorada por meio de PCA,
permitindo visualizar a variabilidade entre as amostras segundo o desfecho clinico
(Figura 10). O numero de componentes foi definido com base na proporgcado de
variancia explicada, utilizando o ponto de inflexdo da curva (plateau) como critério de

corte.
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Fonte: Autoria prépria.
Figura 10. Projecao PCA da estrutura global das células de PBMC com base

nos genes mais variaveis.

Legenda: Cada painel mostra a mesma projegdo, mas com representagdo de acordo com
diferentes metadados: pacientes (superior esquerdo), desfecho clinico (superior direito), tipo de

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

As partir dos componentes principais (n_pca=30), foram calculadas a distancia
entre vizinhos mais préximos (do inglés - nearest-neighbor distance), o que permitiu a
projecdao dos dados no espaco bidimensional por meio do algoritmo de UMAP(73).
Essa projecao permitiu a visualizagédo da distribuicdo das células em fungao de seus
perfis de expressao génica, bem como integrar multiplos metadados clinicos e
técnicos como numero tota de transcritos por célula, clusters de células (identificados
por Leiden com resolugdo =1.0(74)), paciente de origem, estagio clinico, tipo de
tratamento, momento de coleta e desfecho clinico (resposta ou n&o-resposta ao
tratamento), além de parédmetros de qualidade como a porcentagem de genes

mitocondriais e ribossomais por célula (Figura 11).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 11. Projecao UMAP das células do PBMC com base nos perfis de
expressao génica.

Legenda: Cada painel representa a mesma projecdo UMAP, mas colorida segundo diferentes
metadados clinicos e técnicos: numero total de transcritos por célula (log10_total counts),
agrupamento celulares obtidos pelo algoritmo Leiden (resolugdo = 1.0), identificacdo de pacientes
(Patient ID), momento de coleta (Timepoint), tipo de tratamento (Treatment), estadiamento clinico
(Stage), desfecho clinico (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 presenca de
doublets com base em scores de predicdo. Os resultados demonstraram uma baixa
taxa de duplicacao celular, sugerindo que a grande maioria das células incluidas eram
de fato single cells (Figura 12).

doublet_score predicted_doublet
0.35
0.30
0.25

0.20

Fonte: Autoria propria.

Figura 12. Avaliacao da presenga de doublets nas amostras celulares de
PBMC.

Legenda: Projecdo UMAP das células de acordo com o score de predicdo de doublets (a

esquerda) e com a classificagao final (a direita).

A anotacao automatizada das células foi realizada com a ferramenta CellTypist,
a qual classificou as células em subtipos imunes com base em perfis transcriptdmicos
previamente treinados. A confianga das predi¢cdes foi quantificada por meio de um
escore especifico da ferramenta, e os resultados indicaram uma separacéao clara entre
os principais tipos celulares, como células T (e seus subtipos), células B, células NK,

mondocitos e células dendriticas (Figura 13).
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leiden celltypist_label

e CD16+ NK cells ¢ Regulatory T cells
Classical monocytes Tem/Naive cytotoxic T cells

e DC2 Tem/Naive helper T cells

o MAIT cells Tem/Effector helper T cells

e Memory B cells Tem/Temra cytotoxic T cells

o Naive B cells Tem/Trm cytotoxic T cells
Non-classical monocytes pDC

21 Plasma cells

celltypist_score

Fonte: Autoria propria

Figura 13. Anotacao automatizada das subpopulagdoes imunes em PBMC

por CellTypist

Legenda: Projecdo UMAP das células apds anotagédo automatizada realizada com a ferramenta
CellTypist. A esquerda, observa-se a divisdo dos clusters gerados por Leiden. ‘A direita as células s&o
coloridas conformes os subtipos imunes atribuidos pelo modelo treinado. Na parte inferior, o escore de

confianga da predicao (celltype_score) indica alta acuracia na maioria das atribui¢des.

Os agrupamentos identificados, juntamente com as informagdes clinicas de
pacientes, foram utilizados como base para a analise de expressao diferencial entre
0s grupos de respondedores e ndo respondedores aos tratamentos avaliados no
estudo utilizado. Para isso, foi aplicada a estratégia de pseudobulking, em que as
contagens de expressdo génica de cada gene foram agregadas por paciente,
simulando uma abordagem de RNA-seq convencional (bulk), que possibilita maior
robustez estatistica e menor influéncia da variabilidade célula a célula. A identificagdo
dos genes diferencialmente expressos (DEGs) foi realizada através do pacote
pyDESeq2 (uma implementagdo 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 analise de sobre-
representacdo (ORA), utilizando o pacote GSEApy (75). As listas de genes com
expressao aumentada ou diminuida foram analisadas separadamente e ranqueadas
de acordo com sua significancia estatistica e magnitude de alteragao, utilizando a

formula: -log10 (p-valor ajustado) x log 2 foldchange. As analises foram realizadas
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com base nas bibliotecas MSigDB Hallmarks 2020(76) e Gene Ontology: Biological
Processes 2025(77) , permitindo a identificacdo das vias biolégicas mais relevantes e
a construgcdo de representagdes graficas integradas por processos moleculares

associados a cada grupo clinico.

3.4.2. Analise de dados publicos de tecido tumoral de CMTN

Para as amostras de tecido tumoral, também foram consideradas apenas as
células derivadas de bidpsias coletadas antes do inicio do tratamento. A partir dos
dados brutos disponibilizados, o0 mesmo subconjunto aleatério de 50.000 células foi
utilizado para padronizar e viabilizar o processamento computacional. Deste
subconjunto, 9.130 células correspondiam as amostras tumorais pré-tratamento.

Aplicaram-se entdo os mesmos critérios de filtragem adotados para o PBMC e
foram mantidas apenas as células com numero total de transcritos (counts) entre 200
e 15.000, numero de genes expressos entre 500 e 3.000, e proporgdo de genes
mitocondriais inferior a 10%. Além disso, genes expressos em menos de 100 células
foram excluidos da matriz de expressao. Ao final da filtragem, foram mantidas 8.061
células e 10.003 genes para as analises de downstream. A normalizagao e selegéo
dos genes de maior variabilidade foram realizadas utilizando as fun¢des padrao do
pacote Scanpy(71).

A analise de PCA foi aplicada para a redugao de dimensionalidade, permitindo a
visualizagao da estrutura global dos dados e a inspegao inicial das amostras segundo
variaveis clinicas, como resposta ao tratamento, estadiamento e tipo de tratamento
(Figura 14).
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Patient_ID Outcome
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rcTxNxM1

® Anti-PD-L1+ Chemo o
@ Chemo

PC2
PC

PC1 PC1

Fonte: Autoria propria

Figura 14. Projecao PCA da estrutura global das células do tecido tumoral
com base nos genes mais variaveis.

Legenda: Cada painel mostra a mesma projegdo, mas com representagdo de acordo com
diferentes metadados: pacientes (superior esquerdo), desfecho clinico (superior direito), tipo de

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

Em seguida, foi realizada a projecdo UMAP que possibilitou explorar a
organizacao transcricional das células tumorais e integrar multiplas informagbes
clinicas e técnicas, como numero total de transcritos por células, agrupamento de
células por Leiden (resolucédo =1.0), identificagdo dos pacientes, momento de coleta,
tipo de tratamento, estadiamento clinico e resposta clinica. Além disso, foram
incorporados parametros de qualidade como a porcentagem de genes mitocondriais

e ribossomais (Figura 15).
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Fonte: Autoria propria

Figura 15. Projecdo UMAP das células do tecido tumoral com base nos
perfis de expressao génica.

Legenda: Cada painel representa a mesma projecdo UMAP, mas colorida segundo diferentes
metadados clinicos e técnicos: numero total de transcritos por célula (log10_total counts),
agrupamento celulares obtidos pelo algoritmo Leiden (resolugdo = 1.0), identificacdo de pacientes
(Patient ID), momento de coleta (Timepoint), tipo de tratamento (Treatment), estadiamento clinico
(Stage), desfecho clinico (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 predicdo de doublets, com
base em score de probabilidade e classificagdo binaria. A baixa frequéncia de eventos

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

doublet_score predicted_doublet
0.5

® False
True

Fonte: Autoria prépria
Figura 16. Avaliagao da presenca de doublets nas amostras celulares em
tecido tumoral.

Legenda: Projecdo UMAP das células de acordo com o score de predicdo de doublets (a
esquerda) e com a classificacao final (a direita).
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4. Resultados e Discussao
4.1. Analise em pacientes com CMTN

41.1. Caracterizacao clinico patolégica dos pacientes

Como mencionado, em nosso estudo foi realizada a avaliagdo do perfil
imunoldgico de 85 pacientes com cancer de mama triplo negativo ndo metastatico.
Todos os pacientes recrutados foram submetidos a quimioterapia neoadjuvante
seguida pela mastectomia. Apds a cirurgia, a avaliagao da resposta patoldgica foi
realizada categorizando as pacientes em dois grupos: respondedores (resposta
patolégica completa — pCR), composto por 49 pacientes, e nao respondedoras (néo
resposta patolégica completa — ndo pCR), com 36 pacientes.

A mediana de idade de pacientes incluidas no estudo foi de 41 anos, sem
diferencga significativa entre os grupos de resposta. O tamanho tumoral mediano no
momento do diagndstico 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 ndo demonstrou
relacdo significativa com o desfecho patologico na coorte analisada (Tabela 4).

A mutacdo no gene BRCA1 foi observada em 18 pacientes da nossa coorte,
enquanto a mutagdo do gene BRCAZ2 foi identificada em 2 pacientes. No entanto, a
presenga dessas mutagdes ndo apresentou relagao significativa com a resposta ao
tratamento. Em relagdo as caracteristicas avaliadas, como estadiamento clinico
global, estagio tumoral (estadiamento T) e comprometimento linfonodal (estadiamento
N), ndo foi identificada nenhuma associagao estatisticamente significativa entre esses
parametros e o desfecho patolégico, seja resposta completa ou auséncia de resposta
(Tabela 4).

Por outro lado, observou-se uma associagao estatisticamente significativa entre
o grau histoldgico e resposta patolégica (p=0.015). Tumores classificados como grau
histologico Il (Glll) apresentaram maiores taxas de pCR em comparagéo aos tumores
de grau Il (Gll), sugerindo que o grau de diferenciacao tumoral pode representar uma
variavel associada a resposta patoldgica completa nesse contexto (Tabela 4).

Tumores pouco diferenciados (Glll) sdo geralmente caracterizados por maior
indice proliferativo, alteragdes gendmicas instaveis e maior sensibilidade a
quimioterapia citotdxica, o que pode explicar as maiores taxas de resposta observadas
nesse grupo. Estudos em cancer de mama identificaram que tumores de alto grau,

particularmente subtipos como triplo negativo e HER2 positivo, alcangam taxas
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significativamente maiores de resposta patolégica completa, com ganhos
prognésticos relevantes(64,78).

Tabela 4 Caracteristicas Clinico-Patolégicas de pacientes CMTN.

Coorte completa PCR (RCB=0) ndo-pCR(RCB>0) valordep

Caracteristicas (n=85) (n=49) (n=36)
Idade ao diagnéstico, mediana 41 (25;73) 42 (25; 68) 40 (28; 73) 0.765
Tamanho tumoral (cm), mediana (min;max) 2.6(2.1;18) 2.5(1; 18) 2.6 (0.6;5.7) 0.578
Estagio clinico, n (%)
I 7 (8.2%) 4 (8.2%) 3 (8.3%)
1 58 (68.2%) 36 (73.5%) 22 (61.1%) 0.313
1] 20 (23.5%) 9 (18.4%) 11 (30.6%)
Estadiamento T, n (%)
T1 13 (15.3%) 7 (14.3%) 6 (16.7%)
T2 54 (63.5%) 37 (75.5%) 17 (47.2%) 0.053
T3 14 (16.5%) 4 (8.2%) 10 (27.8%)
T4 4(4.7%) 1(2%) 3(8.3%)
Estadiamento N, n (%)
NO 42 (50%) 22 (45.8%) 20 (55.6%)
N1 32 (38.1%) 19 (39.9%) 13 (36.1%) 0.312
N2 7 (8.3%) 5 (10.4%) 2 (5.6%)
N3 3 (3.6%) 2 (4.2%) 1(2.8%)
Grau histolégico, n (%)
[ 24 (28.2%) 10 (20.4%) 14 (38.9%)
1T 56 (65.9%) 34 (69.4%) 22 (61.1%) 0.015
ndo avaliado 5 (5.9%) 5(10.2%) 0 (0%)
Mutagdo germinativa
BRCA 1 18 (21.2%) 12 (24.5%) 6 (16.7%)
BRCA 2 2 (2.3%) 0 (0%) 2 (5.6%) 0.744
outras 3 (3.5%) 1(2%) 2 (5.6%)
sem mutagdo 62 (72.9%) 36 (73.5%) 26 (72.2%)
Legenda: RCB = residual cancer burden
4.1.2. Caracterizagao imunolégica sistémica pré-tratamento

Para caracterizarmos o perfil imune sistémico celular, realizamos a analise
comparativa das frequéncias presentes nos dois grupos de pacientes. No tempo 1, ou
seja, antes do tratamento, notamos que o grupo de pacientes respondedores
apresenta maior expressdao de marcadores de ativagdo de resposta imune, PD1 e
CD69 em linfécitos CD4+, inclusive em coexpressao (p=0.010, 0=0.014 e p=0.023,
respectivamente) (Figura 17A). Esse padrao de maior expressdo também é evidente
ao avaliarmos a subpopulagdo de linfocitos, pois a porcentagem de linfocitos
CD4+CD69+ e CD4+PD1+ em linfocitos € mais elevada em pacientes com pCR em
comparacao aos nao pCR (p=0.012 e p=0.055, respectivamente) (Figura 17B). Além
disso, ha um aumento da intensidade média de fluorescéncia de CD69 em linfocitos
CD4+ (p=0.056) (Figura 17C).
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Seguindo na avaliagdo do perfil celular em sangue fresco, notamos a maior
expressao de PD1+ em linfécitos T CD8+ em pCR (p=0.014) e maior frequéncia de

linfécitos T CD8+ PD1+ em respondedores (p=0.037) (Figura 18).
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Figura 18. Avaliagao de células imunes no sangue fresco no tempo 1.
Legenda: Frequéncia relativa da expressdo dos marcadores PD1 nos linfocitos T CD8+

comparando os grupos respondedores (azul) (n=32) e n&o respondedores (vermelho) (n=18). As
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amostras foram adquiridas por citometria de fluxo multiparamétrica. As avaliagbes estatisticas foram

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

A expressao da molécula PD1 em linfocitos T chama atencéo, principalmente por
seu papel amplamente descrito como checkpoint imunolégico. Sua principal fungao é
impedir a ativagao imunoldgica exacerbada, atuando como mecanismo de regulacéo
para evitar danos teciduais e autoimunidade(79,80). No entanto, € importante destacar
que PD1 é caracteristicamente expresso em linfécitos T recém-ativados, sendo
induzido nas primeiras horas apo6s a estimulagdo do TCR(81,82). Nesse contexto, a
coexpressao de PD1 com o marcador de ativacdo CDG69 reforca o fendtipo ativado
desses linfocitos circulantes, sugerindo que, apesar do papel regulador associado ao
PD1, essas células podem ainda estar funcionalmente ativas no momento da
analise(83,84).

Na avaliacao sistémica, analisamos os mediadores soluveis de pacientes com
CMTN previamente ao inicio do tratamento utilizando o sistema de suspensao
Milliplex. A fim de explorar possiveis interagdes entre o perfil de ativagado imune e o
ambiente inflamatério circulante, correlacionamos os mediadores com as
subpopulacdes linfocitarias detectadas no sangue periférico e a consequente
expressao de marcadores. Essa analise permitiu identificar diferengas nos padrdes de
correlagdo entre pacientes respondedores e nao respondedores, sugerindo perfil
imunoldgicos distintos entre os dois grupos.

No grupo de respondedores, observamos que as moléculas CD69 e PD1
expressos em células como linfocitos T CD8+ e linfocitos T DN apresentaram
correlagbes negativas com citocinas inflamatorias, como IL6 e MCSF (caixa verde).
Além disso, a expressédo de PD1 em células T CD4+ mostrou correlagdes nulas ou
levemente negativas com os mesmos mediadores, o que pode indicar um perfil de
ativagao mais regulado (Figura 19A).

Em contraste, no grupo de pacientes ndo respondedores, notamos uma inversao
no padrao da resposta, com diversas correlagdes positivas entre as citocinas
inflamatdrias e marcadores de ativacdo em multiplas subpopulag¢des, como CD69+
em células T DN e PD1+ em células T CD8+ (caixa verde). Além disso, destacam-se

as correlagdes positivas entre IL10 e marcadores em células TCD4 (Figura 19B).
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Figura 19. Matriz de correlacao entre células circulantes e fatores soluveis.

Legenda: (A) Matriz de correlagdo no grupo de pacientes respondedores (pCR, n=31) e néo
respondedores (NonpCR, n=16). As caixas rosas e verdes destacam as variaveis observadas diferentes
entre os grupos de paciente. As avaliagdes estatisticas foram realizadas através do teste Spearman e

apenas as correlagdes significativas (p<0.05) s&o representadas.

ApoOs a identificacdo das populagdes imunes no sangue fresco e suas
correlagdes com fatores soluveis inibidores nos grupos de pacientes com desfechos
clinicos distintos, prosseguimos com a caracterizagdo mais aprofundada das PBMC.
O objetivo foi realizar uma avaliagdo mais robusta das subpopulagbdes celulares,
incluindo a identificacdo do status de memoaria e ativagdo, bem como a producéo de
citocinas por essas subpopulagdes. Dessa forma, analisamos a frequéncia das
subpopulag¢des nos dois grupos de pacientes.

Como descrito na metodologia, as células foram estimuladas de duas maneiras,
sendo: (1) um estimulo policlonal com anti-CD3 e anti-CD28, com o intuito de induzir
ativagdo ampla e nao especifica das células T, e (2) estimulo antigeno-especifico por
meio da incubacdo com peptideos selecionados, visando a detecgao de respostas
imunes direcionadas a epitopos especificos.

Em pacientes respondedores, observamos que o estimulo policlonal induziu
maior expressao de TIM3 por linfécitos T CD4+ (Figura 20A), bem como maior
expressao de Granzima B (Gzb), CD161 e a coexpressao de CD95 e CD161 em
linfocitos T CD8+ (Figura 20B). Notamos também que linfécitos T CD8+ naive (CCR7+
CD54R0-) expressaram CD161 e coexpressaram CD161 e CD95 no mesmo grupo de
pacientes (Figura 20B).

O estimulo antigeno-especifico revelou que, em pacientes respondedores,
houve uma maior expressao de Gzb e CD161 em linfécitos T CD8+. Além disso,
verificou-se maior expressao desses marcadores e coexpressao de CD95 e CD161,
assim como maior expressao individual de CD95 e PD1 em linfocitos T CD8+ naive.
Observamos também maior expressdo de Gzb em linfécitos T CD8+ de memodria
central (CCR7+ CD54R0+) (Figura 20C).
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Figura 20. Populacao de células T CD4+ e TCD8+ em estimulo policlonal e

antigeno especifico.

Legenda: Avaliagdo da porcentagem de células CD4+ e CD8+, suas subpopulagdes e expressao

de marcadores de ativagédo e exaustdo em respondedores (pcR, azul) e nao respondedores (nonpCR,

vermelho) em PBMC por citometria de fluxo. (A) Célula T CD4+ com estimulo policlonal (anti-CD3 e
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anti-CD28), (B) Células T CD8+ com estimulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28) (respondedores n=12
e nao respondedores n=14). (C) Células T CD8+ com estimulagédo antigeno especifico (peptideos +
anti-CD28) (respondedores n=5 e néo respondedores n=7). As avaliagdes estatisticas foram realizadas

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

Seguindo com a analise supervisionada, o estimulo policlonal revelou que no
grupo de pacientes respondedores ha uma alta expressao de TIM3 e sua coexpressao
com CD127 em células TCRyd e TCRa, além de alta expressdo de Gzb em TCRaf
(Figura 21).

250K =
*
o - 25+ 40 %
- o)
Leukocytes 5 o
910 20
< 1ok - g’ 30
: £ o
é + 15+ =
S £ 204
= +
[=] -
‘3 10 %
10
® 4. 0
pCR non-pCR PCR non-pCR
o *
%* 15 *k

-
o
1
--
o
1

Comp-APC-R700-A :: TCRgd

% TIM3+ in TCRab
@ 3

%TIM3+ CD127+ in TCRab

o
I

PCR non-pCR PCR non-pCR pCR non-pCR

Como-BV786-A :: CDS

Fonte: Autoria propria.

Figura 21. Populagao de células imunes apés estimulo policlonal.

Legenda: Avaliagcdo da expressdao dos marcadores TIM3, CD127 e Granzima B nas células
TCRYy® e TCRaf em respondedores (azul, n=12) e ndo respondedores (vermelho, n=14). As avaliagbes

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

Apesar de ser comumente associada a fenétipos de exaustao, a expressao de
TIM3 nao deve ser interpretada isoladamente como indicativo de disfungéo. Estudos
apontam que TIM-3 também pode atuar como um receptor coestimulador, expresso
apos a ativacao, e participar na indugéo de respostas efetoras de curta duragao(85).
No nosso estudo, a coexpressao de TIM3 com CD127 em células TCRyd e TCRaf no

grupo de respondedores, associada a maior expressao de Granzima B, sugere um
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perfil funcionalmente ativo. Além disso, a coexpressdo de CD95 e CD161 em células
CD8+ reforga um estado de ativagao celular com potencial citotoxico.

Em seguida, realizamos a analise n&o supervisionada das amostras de PBMC
com o objetivo de explorar padroes emergentes nos dados sem a introdugao de viés
prévio como as caracteristicas celulares previamente definidas. Essa abordagem
possibilitou uma avaliagdo mais abrangente da heterogeneidade imunoldgica,
destacando perfis associados a resposta terapéutica.

Dessa forma, utilizamos o método UMAP para a reducao de dimensionalidade e
agrupamento celular com base nos marcadores avaliados. Através dessa avaliagéo
nas subpopulagdes de linfécitos T CD4+ e TCD8+, identificamos a maior presenga de
uma subpopulagao celular especifica no grupo de pacientes ndo respondedores.

Em linfécitos T CD4+, essas células apresentaram uma coexpressao de TCRy9,
CD95 e IL10, enquanto nos linfécitos T CD8+, essas células foram caracterizadas pela
coexpressao de CD45RO, TCRyd e IL10, e estavam significativamente mais
frequentes em pacientes nao respondedores (Figura 22A). Diante dos achados
obtidos, buscamos investigar os linfocitos T reguladores (T reg) na analise
supervisionada e notamos a maior expressao de IL10 em pacientes néao
respondedores (Figura 22B).
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Figura 22. Avaliagao nao supervisionada por UMAP das subpopulagoes de
CD4+ e CD8+.

Legenda: (A) Avaliagdo nao supervisionada através do plugin UMAP no software FlowJo das
subpopulagdes de linfécitos T CD4+ e T CD8+, para concatenar populagdes através da expressao de
marcadores. Identificacdo e caracterizagdo de subpopulagdes diferentes entre os grupos de

respondedores (azul, n=5) e ndo respondedores (vermelho, n=7). (B) Analise da expressao de IL-10
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pela célula CD4+ T Reguladora em estimulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28) entre respondedores
(azul, n=12) e ndo respondedores (vermelho, n=14). As avaliagdes estatisticas foram realizadas através
do teste de Mann-Whitney (*) p<0.05.

Ao avaliar a diferencga nos fatores soluveis entre os grupos de pacientes antes
do tratamento, observamos que os pacientes nao respondedores apresentaram maior
intensidade média de fluorescéncia (MFI) para as citocinas GCSF, IL1-a, IL1-ra, IL6,
Rantes e MCSF (Figura 23A). Para investigar se essas citocinas aumentadas em n&o
respondedores se relacionavam ao alto nivel de expressao de IL10 detectado em
PBMC, avaliamos a correlagao entre esses fatores. Essa analise revelou que
pacientes ndo respondedores apresentaram uma correlagdo positiva entre a IL10
detectada no plasma de pacientes com as citocinas MCSF, IL1ra e IL1a, um perfil ndo

observado no grupo de pacientes respondedores (Figura 23B).
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Fonte: Autoria propria.
Figura 23. Fatores soluveis pré-tratamento e correlagées em respondedor

e nao respondedor.

Legenda: (A) Concentracao das citocinas e quimiocinas circulantes em Intensidade Média de
Fluorescéncia (MFI) no grupo de pacientes respondedores (azul, n= 37) e ndo respondedores
(vermelho, n= 20) pré-tratamento através do ensaio Milliplex™. (B) Correlagéo entre as citocinas MCSF,
IL1ra e IL1a e a citocinas IL10, nos mesmos grupos de pacientes (respondedores n=31 e ndo
respondedores n=15). As analises estatisticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (A)
e Spearman (B) (*) p<0.05.

Ao analisarmos as correlagdes entre as subpopulagbes de PBMC que
apresentaram diferenga significativas entre os grupos de pacientes e os niveis de
citocinas, observamos padrdes distintos em pacientes respondedores e nao
respondedores ao tratamento.

No grupo de pacientes respondedores, predominam novamente correlagcdes
negativas, especialmente entre as citocinas inflamatérias e as populagdes celulares
mais frequentes nesse grupo, como CD8+ CD161+, CD8+ Gzb+, CD8+
TIM3+CD127+, CD8+ naive e CD8+ memoria efetora (Figura 24A, caixa verde). Além
disso, observamos correlagdes negativas entre populagdes CD4+ IL10+, CD4+ naive
IL10+ e CD4+ naive TIM3+ CD127+ e as populagdes CD8+ naive CD95+CD161+ e
CD8+ memodria efetora (Figura 24A, caixa rosa).

Por outro lado, no grupo de pacientes nédo respondedores, as correlagées sédo
predominantemente positivas. Essas relagbes envolvem citocinas inflamatérias e
subpopulagcdes como TCRaf GrzB*, CD8* TIM3* CD127* e CD8" efetoras CD161*
(Figura 24B, caixa verde). De forma semelhante, observam-se correlagdes positivas
entre as células CD4+ IL10+, CD4+ naive IL10+ e diversas subpopulagdes de CD8+,
incluindo CD161+, Gzb+, TIM3+CD127+, naive CD95+CD161+ e naive Gzb+ (Figura

24, caixa rosa).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 24. Matriz de correlagao entre PBMC e fatores soluveis.

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

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

*

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

populacdes celulas aumentadas em respondedores na analise supervisionada do PBMC. As avaliagdes
estatisticas foram realizadas através do teste Spearman e apenas as correlagées significativas (p<0.05)
sao representadas.

Até o momento, os resultados evidenciam um perfil imunoldgico inicial distinto
entre os grupos de respondedores e nao respondedores ao tratamento, destacando
diferengas criticas na dinamica de correlagbes celulares e na expressado de
marcadores imunoldgicos.

Pacientes respondedores apresentaram um perfil mais coordenado, com
correlagdes predominantemente negativas entre citocinas inflamatérias e
subpopulacdes celulares, além de maior expressdo de Gzb, CD161 e CD95 em
linfécitos T CD8, bem como coexpressao de CD127, TIM3 e GZB em células TCRyd
e TCRap. Esse padrao sugere uma ativagao funcional e direcionada, com preservagao
da citotoxicidade e menor sinal de exaustao, indicando uma resposta imune eficaz e
potencialmente antitumoral, mas sem inflamacao sistémica exacerbada.

Em contraste, pacientes ndo respondedores exibiram um perfil caracterizado por
desorganizacado funcional da resposta imune. Observou-se maior proporgdao de
linfocitos T CD4+ e T CD8+ coexpressando TCRyd e IL-10, além de um padrao
predominante de correlacbes positivas entre essas células e citocinas como IL10,
IL17ra e GCSF. Também foram identificadas associagbes positivas entre
subpopulacdes de DN e DN NKT com citocinas como RANTES e M-CSF. Esses dados
sugerem um ambiente sistémico inflamatério crénico, porém guiado por vias
reguladoras, caracterizado pela coexisténcia de sinais ativadores e supressores, um
padrao descrito como disfuncional e frequentemente associado a falha na resposta
imune antitumoral(86—88)

A atividade imunorreguladora das células Treg, incluindo a producgao de IL-10, &
um mecanismo conhecido de controle da resposta imune, inibindo diretamente a
funcao das células efetoras (89). Em pacientes com cancer de mama, além das Tregs,
IL-10 é produzia por monocitos, células com padrao Th2 e outros subtipos de células

T e B, exercendo um papel importante na regulacdo da inflamagédo (90). Niveis
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elevados de IL-10 e de mondcitos classicos ja foram associados a menor taxa de
resposta patolégica completa em pacientes com cancer de mama HER2+ tratados
com quimioterapia (91) Além disso, a presenga sustentada dessa citocina na
circulagdo ou no microambiente tumoral tem sido relacionada com o a progressao
tumoral e menor sobrevida(92,93).

Adicionalmente, os niveis aumentados de IL-6 e RANTES (CCL5) em pacientes
nao respondedores, reforgam a existéncia de um ambiente inflamatério persistente.
Estudo prévios mostraram que essas citocinas, além de promoverem ativagdo das
células imunes, também favorecem a interagcdo entre tumor e estroma linfatico,
facilitando migragéo, invasao e metastase(94). O padrao observado em nossos dados
aponta para um estado inflamatério cronico, ndo efetivo e regulado, que em vez de
promover controle tumoral pode estar favorecendo mecanismos de evasao tumoral e

resisténcia terapéutica.

41.3. Relagdes entre o infiltrado linfocitario tumoral e a resposta
imune periférica

Como mencionado na sessido de metodologia, avaliamos o infiltrado linfocitario
tumoral (TIL) nas biopsias obtidas antes do inicio do tratamento. Na analise do TIL
estromal, observamos niveis significativamente mais elevados em pacientes
respondedores em comparagao aos nao respondedores. De forma consistente, a
porcentagem total de TILs, considerando as regides estromal e intratumoral, também

foi maior no grupo de pacientes que apresentou resposta patoldgica (Figura 25).
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Fonte: Autoria prépria.
Figura 25. Nivel de TILs em pacientes CMTN antes do tratamento

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

porcentagem foi determinada por analise morfométrica em cortes histolégicos corados com
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hematoxilina e eosina (H&E). A esquerda, observa-se a quantificagdo dos TILs estromais nos grupos
de respondedores (azul, n=19) e n&o respondedores (vermelho, n=24). A direita, apresenta-se a
quantificagdo dos TILs totais, calculados como a soma dos TILs estromais e intratumorais, nos mesmos
grupos de pacientes. As avaliagbes estatisticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney (*)
p<0.05.

No intuito de investigar se a presenca de TILs se relaciona ao perfil imunolégico
sistémico, seja influenciando o perfil sistémico ou sendo por ele modulada, avaliamos
a correlagao entre a porcentagem de TlLs nas amostras tumorais e a frequéncia de
subpopulacdes celulares de interesse e citocinas circulantes.

Em pacientes respondedores, observamos uma correlagado positiva entre os
niveis de TILs estromais e a frequéncia 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 expressdo de PD1 em células DN (r=0.852; p=0.029). Por outro
lado, observou-se uma correlagdo negativa entre TILs estromais e o0s niveis
plasmaticos de IL-10 (r=-0.695; p=0.003) nesse grupo de pacientes (Figura 26).

Em pacientes ndo respondedores, a unica correlagao significativa observada foi
uma correlagao negativa entre TlLs estromais e a frequéncia de CD69+ em células T
CD4+ (r=-0.749; p=0.025) (Figura 26). As demais variaveis ndao apresentaram

correlagdes estatisticamente significativas.
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Figura 26. Correlagao entre infiltrados tumorais e fatores de interesse.

Legenda: As anadlises de correlagdo foram realizadas separadamente nos grupos de

respondedores (pCR, n=20) e nido respondedores (nonpCR, n=9), (com excegao da correlagao entre

IL-10 e TILs, na qual o numero de pacientes foi de pCR n=22 e nonpCR n=13). Avaliaram-se as

associagdes entre a porcentagem de linfocitos infiltrantes totais ou estromais (avaliados por HE) e os

seguintes parametros circulantes: linfoécitos TCD8+, linfécitos TCD4+ expressando CD69+, células DN

expressando PD1 e niveis plasmaticos da citocina IL-10. As células foram detectadas por citometria de

fluxo, a citocina IL10 foi medida através da técnica Milliplex. As analises estatisticas foram realizadas

através do teste de Spearman (*) p<0.05.
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Considerando a hipotese de que a auséncia de resposta terapéutica em alguns
pacientes possa estar relacionada a um microambiente tumoral imunossuprimido,
investigamos a presenga de necrose tumoral como um fator associado a disfuncao
tecidual local. A necrose, frequentemente associada a regides de hipdxia e baixa
vascularizagdo, pode refletir um ambiente tumoral inadequado para ativagdo e
recrutamento celular. Em nossa avaliagdo, a necrose foi observada em 58% dos
pacientes ndo respondedores e 54% dos pacientes respondedores, sem diferenca
significativa entre os grupos (p=0.742, Figura 27).

Também investigamos se a presenca de necrose tumoral se associaria aos
niveis de infiltrado, com o objetivo de avaliar um possivel impacto no recrutamento
das células imunes ao TME. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre a presenca de necrose e os niveis de TILs estromais em nossa

coorte, tanto em respondedores quanto ndo respondedores (Figura 27).
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Figura 27 . Presenca de necrose e associagcao com niveis de infiltrado
tumoral.

Legenda: A esquerda, apresentamos a frequéncia absoluta de pacientes com presenca
(Necrosis — verde) ou auséncia (No necrosis — laranja) de necrose tumoral nos grupos respondedores
(PCR: com necrose n=20 e sem necrose n=17) e nao respondedores (non pCR com necrose n=14 e
sem necrose n=10).Nos graficos a 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 nao respondedores (non pCR, Yes n=7 e No n=7).

As analises estatisticas foram realizadas através do teste de Chi-square e Mann-Whitney (*) p<0.05.

Nossos achados vao de acordo com dados prévios da literatura, que apontam

que niveis elevados de TlLs como um possivel marcador de melhor resposta
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terapéutica, especialmente em cancer de mama triplo negativo (42,95,96)Além disso,
nossos resultados reforcam dados obtidos em analises anteriores conduzidas em
nosso trabalho anterior no qual ja havia sido observado uma associagao entre
infiltrac&o linfocitaria e resposta patolégica, embora em uma coorte reduzida (97).

Buscando explorar possiveis conexdes entre o TME e o sistema imune periférico,
analisamos a correlagao entre a presenca de TILs e variaveis imunolégicas sistémicas
em ambos 0s grupos. Em pacientes respondedores, observamos uma correlagéo
positiva entre TILs estromais e a frequéncia de células T CD8+ circulantes, sugerindo
uma possivel integragao ente funcional entre a resposta imune periférica e a infiltragao
tumoral. Além disso, a correlacao positiva entre TILs totais e a expressao de PD1 em
células DN pode refletir um estado de ativagcao ou recrutamento desses linfécitos para
o TME(44,45). Ja a correlagdo negativa entre TILs estromais e os niveis soluveis de
IL-10 reforgam a hipdtese de que resposta sistémicos menos reguladores, com baixa
atividade de citocinas imunossupressoras podem favorecer a migragao e retengao de
células efetoras no tecido tumoral(98,99).

Por outro lado, em pacientes ndo respondedores, a unica correlagao significativa
observada foi negativa entre os TILs estromais e a expressao de CD69 em células T
CD4+, o que pode indicar um desequilibrio entre a ativacao periférica e o recrutamento
ao sitio tumoral. A auséncia de correlagdes consistentes entre os compartimentos
sistémico e tumoral nesse grupo pode refletir uma desorganizagéo funcional, com
ativagao periférica, mas sem impacto efetivo sobre o TME. Esses dados reforgcam a
ideia de que a falta de coordenacio entre esses compartimentos pode comprometer
a efetividade da resposta antitumoral e consequente resposta ao tratamento(100,101).

A investigacdo da necrose tumoral como um possivel indicativo de disfungao
tecidual ou fator impeditivo de infiltracdo imune nao revelou diferengas significativas
entre os grupos. Além disso, a auséncia de associagdo entre necrose e niveis de TILs
estromais sugere que esse parametro nao teve impacto direto sobre a atividade imune

local ou eficacia do tratamento em nossa coorte.

41.4. Caracterizagao imunoldgica sistémica pos-tratamento

Com o objetivo de compreender como o perfil imunoldgico sistémico se
apresenta apos a quimioterapia neoadjuvante e como essas caracteristicas podem
influenciar a resposta terapéutica, investigamos a composi¢do celular do sangue

periférico e os niveis de citocinas circulantes no final da quimioterapia. Essa analise
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no Tempo 2 permitiu explorar os efeitos do tratamento sobre a resposta imune e
identificar possiveis mecanismos de respostas associados a efetividade clinica nos
dois grupos de pacientes.

Ao avaliarmos os fatores soluveis no plasma de pacientes apds a quimioterapia,
nos identificamos o aumento das citocinas 1L12p40, IL13, TNFa, IL1a e TNFb em
pacientes ndo respondedoras em comparagdao com as respondedoras. Entre os
resultados observados no inicio do tratamento, apenas a concentragéo da citocina

IL1a se manteve alta nesse grupo de pacientes (Figura 28).
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Figura 28. Perfil soluvel pés-tratamento.

Legenda: Comparagédo das citocinas e quimiocinas circulantes em Intensidade Média de
Fluorescéncia (MFI) no grupo de pacientes respondedores (azul, n=37) e nao respondedores
(vermelho, n=20) apos tratamento através do ensaio Milliplex™. As analises estatisticas foram
realizadas através do teste Mann-Whitney (*) p<0.05.

Na avaliacédo do perfil celular no sangue fresco, ndo observamos nenhuma
diferenga entre as populagdes celulares entre o grupo de respondedores e nao
respondedores. Entretanto, ao avaliarmos a porcentagem de populagao celulares
entre o Tempo 1 e o Tempo 2 em nossa coorte, observamos que pacientes

respondedores apresentaram uma diminuicdo da expressao de PD1 em células
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TCD4+ e TCD8+ (Figura 29). Por outro lado, o grupo de pacientes n&o respondedores
mostrou um aumento da expressédo de PD1 em células NK apds o tratamento, além

do aumento de células T CD8+ (Figura 29).
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Figura 29. Perfil celular pés-tratamento.

Legenda: Frequéncia relativa da expressado 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). Frequéncia
relativa da expressédo do marcador PD1 em células NK e a frequéncia de células T CD8+ no grupo de
nao respondedores (n=11) comparando o Tempo 1 (vermelho claro) e Tempo 2 (vermelho escuro). As
andlises estatisticas foram realizadas através do teste Kruskal-Wallis (*) p<0.05.

Para melhor compreender a associagcao entre os fatores soluveis e as
populagdes imunologicas entre os grupos apds o tratamento, nds realizamos uma
matriz de correlacao entre esses fatores.

No grupo respondedor, pacientes mantiveram um padrdo de correlagbes
negativas entre a expressao de marcadores de ativagédo (CD69 e PD1) em linfocitos
periféricos e os niveis de citocinas inflamatérias sistémicas, como IL-6, M-CSF e IL-
18 (Figura 30). Em contraste, no grupo de pacientes ndo respondedores, as
correlagcdes observadas entre os marcadores de ativagao e as citocinas inflamatoérias
foram mais dispersas e de menor intensidade, além de ndo manterem um padrao

consistente (Figura 30).
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Figura 30. Matriz de correlagao entre células circulantes e fatores soluiveis

pos-tratamento.

Legenda: (A) Matriz de correlagédo no grupo de pacientes respondedores (pCR, n=9). (B) Matriz
de correlagdo no grupo de pacientes ndo respondedores (NonpCR, n=8). As caixas verdes destacam
as variaveis observadas diferentes nos dois grupos de pacientes. Os * apontam as populagbes células
aumentadas em respondedores na analise supervisionada do PBMC. As avaliagbes estatisticas foram
realizadas através do teste Spearman e apenas as correlagdes significativas (p<0.05) sao

representadas.
O perfil observado no grupo respondedor apds o tratamento se manteve

semelhante ao identificado no inicio do tratamento, indicando uma resposta imune
funcional persistente e associada a niveis reduzidos de inflamagéo sistémica. A
reducéo da expressado de PD1 observada entre o Tempo 1 e o Tempo 2 nesse grupo
reforca esse cenario, com menor sinal de exaustao celular. Esse equilibrio pode
favorecer uma resposta antitumoral eficaz sem provocar um quadro inflamatério

exacerbado.
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Em relagdo ao grupo de pacientes ndo respondedores, os dados obtidos apds a
quimioterapia indicam, novamente, um padrdo imunoldgico sistémico novamente
desregulado e potencialmente inflamatorio. As correlagbes entre marcadores de
ativagao e citocinas inflamatérias foram mais dispersas, de baixa intensidade e sem
consisténcia funcional aparente.

Também é notado um aumento da expressdo de PD1 em células NK,
acompanhado de elevagédo na frequéncia de células T CD8+, sugerindo ativagao
imune sem coordenacao efetora. Nos fatores soluveis, foram detectados altos niveis
de IL12p40, IL13, TNFa, IL1a e TNFB quando comparados aos respondedores,
reforgando a presenca da inflamagao sistémica. Dentre essas citocinas, apenas alL1a
se manteve elevada desde o inicio do tratamento. Esse conjunto de achados sugere
que, mesmo diante de uma ativagao imune aparente, ha falhas na efetividade e
modulacdo adequada da resposta refletindo em um estado inflamatério crénico e
disfuncional, desfavoravel a eliminagao tumoral.

A partir da andlise integrativa entre os compartimentos sistémicos e tumoral,
observamos que em pacientes nao respondedores apresentaram um padrao
imunologico caracterizado por inflamagéo persistente, aumento da expresséo de
marcadores reguladores e auséncia de coordenacao funcional com o microambiente
tumoral. Ainda que antes do tratamento esse grupo ja demonstrasse uma ativagéo
imune desorganizada, com elevagao de citocinas como IL-6, IL-10 e RANTES, esse
perfil se manteve ou foi agravado apdés a quimioterapia. No pds-tratamento,
identificamos o aumento da producgéo de citocinas inflamatérias como IL1a, TNFB e
IL12p40, além da elevacédo da expressao de PD1 em células circulantes e células T
CD8+, o que sugere uma ativacdo continua e potencialmente exausta, sem

direcionamento efetivo ao tumor (Figura 31).
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Figura 31. Revisao da analise imunometabodlico em tumores murinos.

Legenda: No painel superior, representando pacientes respondedores, observa-se um
microambiente tumoral rico em TILs, com um perfil imunolégico circulante composto por células T CD4+
e T CD8+ expressando marcadores como PD1, CD69 e TIM3, além da produgéo de granzima B. Esse
contexto favorece a eliminagdo tumoral durante o tratamento e o restabelecimento da homeostase
imunoldgica apds a quimioterapia. Abaixo, o painel inferior representa os pacientes nao respondedores,
caracterizados por baixa infiltracdo de TILs, presenca de citocinas inflamatérias como IL-6, IL-1q,
RANTES e IL-10, além de linfocitos Tregs e células DN NKT expressando PD1. A presenca de
marcadores inflamatoérios e imunossupressores sugere uma resposta descoordenada, resposta imune
e favorecimento a progressao tumoral e metastase.

Esse cenario inflamatério crbnico, desregulado e resistente a modulagao
terapéutica vai de acordo com a literatura em relagcéo a desorganizagao funcional da
atividade periférica em modelos tumorais (100). Mesmo diante de estimulos
imunoldgicos ou intervengao terapéutica, a resposta imune se mantém desregulado,
com menor plasticidade e capacidade de adaptacdo. Dessa forma a ativagao
adequada das APCs fica comprometida, prejudicando o recrutamento de linfocitos
para o TME.
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Adicionalmente, a producado persistente de mediadores inflamatérios como
TNFB, IL1a e RANTES pode ser sustentada por interagdes entre o tumor, células do
estroma tumoral e células inflamatdrias, o que favorece um ambiente estimulador da
angiogénese, evasao e progressao tumoral (102,103). Esse cenario de inflamagao
disfuncional pode ativar vias como NF-kB, STAT3 e PGEZ2, ja implicadas na resisténcia
a quimioterapia e na promogao de fendtipos agressivos do cancer de
mama(102,104,105)

4.2. Avaliagao imunometabdlica dos tumores murinos

Com o objetivo de aprofundar a compreensao sobre os mecanismos que podem
estar por tras da desregulacdo imunoldgica observada em pacientes que nao
respondem ao tratamento, direcionamos nossa investigacdo para o contexto
imunometabdlico do microambiente tumoral. Como descrito anteriormente, foi nesse
intuito que realizamos um estagio de pesquisa no laboratério do Dr. Greg Delgoffe
(University of Pittsburgh), referéncia na area de imunometabolismo do cancer. Durante
esse periodo, nds conduzimos experimentos utilizando dois modelos murinos de
CMTN, com o propésito de explorar como alteragdes metabdlicas no TME poderiam
impactar a funcionalidade das células T e contribuir para a falha da resposta imune

antitumoral.

4.2.1. Caracterizacao das linhagens tumorais

Para compreender a relagao entre os perfis metabdlicos das linhagens celulares
AT3 e EOQ771 e seu crescimento tumoral, realizamos a avaliagdo mitocondrial através
do ensaio Seahorse. Nessa analise, observamos que a linhagem E0771 apresentou
um consumo de oxigénio mitocondrial significativamente maior, tanto em niveis basais
guanto maximos, em comparagdo com a linhagem AT3, indicando uma atividade
metabdlica mais elevada (Figura 32). A capacidade respiratoria de reserva (SRC) da
linhagem EO0771 mostrou niveis significativamente elevados, sugerindo uma maior
flexibilidade metabdlica em condi¢des de estresse comparada a linhagem AT3 (Figura
32).
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Figura 32. Caracterizagao metabdlica de AT3 e E0771.
Legenda: Taxas representativas de consumo de oxigénio (OCR) das linhagens AT3 (laranja) e

EQ771(azul), com comparagado quantitativa do OCR basal (A) e capacidade respiratéria de reserva

(SRC pmol/min). As analises estatisticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.
Além disso, a taxa de acidificagao extracelular (ECAR) revelou que E0771 possui

taxas basais e totais de acidificacdo mais altas, o que indica uma maior producao de
acido latico e outros produtos da glicélise (Figura 33). Essas caracteristicas destacam

o perfil metabdlico distintos da linhagem E0771 em relagao a AT3.
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Figura 33. Caracterizagao metabdlica de AT3 e E0771.
Legenda: Taxas representativas de acidificacédo extracelular (ECAR) das linhagens AT3 (laranja)
e E0771(azul), com comparacédo quantitativa da ECAR basal e total. As analises estatisticas foram
realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.
Na avaliagdo do crescimento tumoral in vivo, observamos que, embora o mesmo
numero de células (2,5x10°) tenham sido injetados em camundongos distintos, a
linhagem tumoral EO771 apresentou um crescimento mais acelerado, alcangando

150mm? no intervalo de 7 dias. Em contraste, a linhagem AT3 demorou

aproximadamente 3 semanas para atingir o mesmo tamanho (Figura 34).



66

40+

Tt — E0771(2.5€5)
€ 30+

= AT3 (2.505)
2 20-

| =

o

|

g 10-

3

0 I I

T T T T T T

5 o & O > QA 9 N

b@\ b@‘\ b@\ 6@.‘5 b@.‘\ 6@; b@‘\ 6@;
time (days)

Fonte: Autoria prépria.

Figura 34. Avaliagao do crescimento tumoral.

Legenda: Avaliagdo do crescimento tumoral em camundongos implantados com 2,5x105 células
das linhagens murinas de CMTN EOQ0771 (azul, n=3) e AT3 (laranja, n=3). O volume tumoral foi

monitorado ao longo de 21 dias. Os dados estdo representados como média + desvio padrao.

422, Avaliagao do infiltrado imunolégico nos tumores murinos

Avaliamos o microambiente tumoral dos modelos murinos por meio da analise
por citometria de fluxo dos TILs, aproximadamente 21 dias apos a injecao do tumor.
Nos tumores EO771, observamos niveis mais elevados de linfocitos T CD8+
coexpressando os marcadores de exaustdo PD1 e TIM3, além de PD1 e CD39, em
comparagao com os tumores AT3 (Figura 35).
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Figura 35. Avaliagao de TILs em tumores murinos.
Legenda: Quantificagdo da expressédo de PD1, TIM3 (A) e CD39 (B) em linfécitos T CD8+ dos

tumores murinos AT3 (laranja, n=9) e EQ771 (azul, n=6). As analises estatisticas foram realizadas
através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.

Linfécitos T CD4+ infiltrados também apresentaram maior expressao de TIM3 no
grupo E0771 em comparagao ao AT3 (Figura 36). Nenhuma diferencga significativa foi

observada na coexpressao de PD1 e TIM3 nesses linfécitos.
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Figura 36. Avaliagao de TILs em tumores murinos
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Legenda: Quantificagdo da expresséo de PD1 e TIM3 em linfécitos T CD4+ dos tumores murinos

AT3 (laranja, n=9) e E0771 (azul, n=3). As analises estatisticas foram realizadas através do teste one-

way ANOVA (*) p<0.05.

A presenca da populacdo de células Treg também foi avaliada. Os resultados

mostraram que a linhagem EQ0771 apresentou um maior nimero de células Treg CD4+

(CD25+ ou CD25+ e FOXP3+) infiltradas no tumor em comparagéo com a linhagem

AT3 (Figura 37).

10° 3 10° 4
5]
Y et TR
1 " £
L & 5
! w
B -
:‘ e :. 103
g 0% g
I 3 1
§ ;
S 3 S o
T T T | ) . t ; Ty s
S 5 -10 o 10 10 10
FOXP3 g
Comp-405 450 50-A :FOZP3 Comp-405_450_50-A ;: FOZP3
CD25

Fonte: Autoria prépria.

Treg (CD4+ FOXP3+)

100




69

Figura 37. Populagao de células Treg em TILs dos tumores murinos.
Legenda: Quantificagdo das populagbes FOXP3+CD25neg/pos em populagdo T CD4+ nos

tumores AT3 (laranja, n=6) e EO771 (azul, n=6). As analises estatisticas foram realizadas através do
teste one-way ANOVA (*) p<0.05.

Alinhagem E0771 demonstrou um perfil metabdlico significativamente mais ativo
de que AT3, evidenciado por maior consumo de oxigénio mitocondrial e acidificagao
extracelular. Esses resultados indicam uma elevada capacidade bioenergética e
glicolitica, caracteristicas que conferem maior flexibilidade metabdlica frente ao
estresse. Esse perfil hibrido, com uso concomitante de OXPHOS e glicdlise, tem sido
associado a maior agressividade tumoral e potencial de crescimento acelerado, o que
corrobora os dados in vivo de progresséo mais rapida dos tumores E0771 (106,107).

No contexto imunoldgico, tumores derivados da linhagem EQ771 apresentaram
um infiltrado de linfocitos T caracterizados por aumento de marcadores associados a
disfuncdo, como PD1+TIM3+ e PD1+CD39+ em células T CD8+, além de maior
expressao de TIM3 em T CD4+(108,109). Esses fenotipos séo indicativos de ativagéo
cronica e redugao da funcao efetora, frequentemente observados em tumores com
microambiente  imunossupressor. A  presenga aumentada de  Tregs
CD4+CD25+FOXP3+ reforca esse cenario, uma vez que essas células promovem

supressao imunoldgica local e facilitam a evasédo tumoral(110).

4.2.3. Caracterizacao das vias bioenergéticas associadas ao perfil

tumoral mais agressivo.

A linhagem murina EQ771, que apresentou crescimento tumoral mais acelerado
em comparacao a AT3, foi considerada representativa desse perfil mais agressivo e
imunologicamente desbalanceado, semelhante ao observado em pacientes com
auséncia de resposta terapéutica. Considerando que alteragcbes no metabolismo
tumoral impactam diretamente o microambiente imune e podem comprometer a
eficacia 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 metabdlicos responsaveis pelo
aumento do consumo de oxigénio nessa linhagem. Dessa forma, as linhagens foram
cultivadas na presenca de quatro inibidores metabdlicos especificos, sendo UK509,
BPTES, Etomoxir e Metformina.
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A utilizacao dos inibidores UK5099 (Figura 38A), BPTES (Figura 38B) e Etomoxir
(Figura 38C) nao demonstraram nenhuma diferencga significativa entre as linhagens

tratadas e o controle, bem como entre as linhagens entre si.
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Figura 38. Avaliacao da atuacao dos inibidores nas linhagens tumorais em

cultura.
Legenda: Taxas representativas de consumo de oxigénio (OCR) para as linhagens AT3 e E0771

tratados com os inibidores (A) UK5099 (Lilas), (B) BPTES (rosa) e (C)Etomixir (verde), em comparagao
quantitativa do OCR dos controles. As analises estatisticas foram realizadas através do teste one-way

ANOVA (*) p<0.05.
A avaliacdo com metformina, que foi administrada uma hora antes da analise,

nos mostrou uma inibigédo significativa tanto do consumo de oxigénio basal quanto o
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maximo em ambas as linhagens tumorais (Figura 39A). No entanto, a avaliagao de
acidificagao extracelular revelou um impacto mais acentuado na linhagem E0771, com

uma redugéo notavel de ECAR em comparagéo com AT3 (Figura 39B).
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Figura 39. Ensaio metabdélico com metformina.

Legenda: Curvas de OCR das células AT3 e E0771 (20.000 células/pogo) e curvas de ECAR
das células AT3 e E0771 (20.000 células/pogo) avaliadas quanto a atividade mitocondrial em Seahorse.
As analises estatisticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA (*) p<0.05.

Devido ao impacto da administracdo de metformina em nosso ensaio in vitro, nds
investigamos a presenca de hipéxia no TME dos tumores AT3 e E0771, administrando
Pimonidazol (Hypoxyprobe™) antes da eutanasia dos animais e coleta dos tumores.

Foram avaliados 7 camundongos (E0771 n=4 e AT3 n=3) e, embora a diferenca
nao tenha alcangado significancia estatistica, as células T CD8+ nos TILs
apresentaram indicios de maior grau de hipoxia nos tumores EQ771 em comparacgao
ao grupo AT3, mostrado pela expressao de Hypoxyprobe™ (Figura 40A). Além disso,
a avaliagcao dos marcadores de exaustdo nesses TILs revelou niveis mais elevados
de células T CD8+ coexpressando PD1 e TIM3 no grupo EO0771, enquanto nos

tumores AT3 foi observada a expressao isolada de PD1 em células T CD8+ (Figura
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40B). Esse perfil seque a mesma tendéncia observada previamente na caracterizagcao
do TME das linhagens AT3 e EO771.
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Figura 40. Avaliagao de hipdéxia em TILs.

Legenda: Histograma e quantificagcdo da Hypoxyprobe em linfécitos T CD8+ isolados de tumores
AT3 (laranja, n=3) e EO0771 (azul, n=4) (A). Quantificagdo da expresséo de PD1 e TIM3 em células T
CD8+ dos tumores murinos (B). As analises estatisticas foram realizadas através do teste Mann-
Whitney (*) p<0.05.

Os resultados obtidos até o momento sugerem que a linhagem E0771 apresenta
um perfil metabdlico oxidativo, caracterizado por maior consumo de oxigénio e
aumento da acidificacdo basal e total do microambiente, em comparacdo com a
linhagem AT3. Além disso, observamos que os TILs na linhagem EOQ0717 estdo
possivelmente mais expostos a niveis elevados de hipoxia, o que pode contribuir para
uma possivel diferenciacdo em um fendtipo exausto.

No intuito de investigar se a modulacgéo da hipdxia impacta o crescimento tumoral
e a composicdo do infiltrado imune, conduzimos experimentos combinando o
imunoterapico anti-PD1 e metformina nas linhagens de interesse. O tratamento foi
iniciado no quinto dia apos a inje¢cdo das células tumorais, quando os tumores
atingiram volumes entre 6 a 9 mm3. Os animais foram entdo distribuidos em trés

grupos experimentais: controle (IgG), anti-PD1 isolado (200ug) e combinagéo de anti-
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PD1 com metformina. As administragées foram realizadas a cada trés dias (Figura
41A).

Nesse cenario, ndo observamos diferengas estatisticas entre os grupos tratados
com IgG e anti-PD1 em ambas as linhagens celulares. No entanto, a combinagao de
metformina com anti-PD1 levou a uma reduc¢ao significativa no crescimento tumoral
na linhagem E0771 (Figura 41B), em comparagao com os tumores tratados apenas

com anti-PD1 e o grupo controle. Nenhuma diferenca foi observada na linhagem AT3.

1gG (200ug/mouse)
Tumor injection Anti-PD1 (200ug/mouse)
AT3 (5x10e5) Anti-PD1 (200ug/mouse) + Metformin (100ug/Kg)
or
A E0771 (1x10e5) 4s,
) ) BN N
[ e
=
0 5 8 11 14 17 20 23
) - AT31gG 003
250
AT3 Anti-PD1 = *p<0.0001
E 200 AT3 Anti-PD1 + Metformin Em_
E = s EO7711gG
fg- 150 § E0771 Anti-PD1
o " 0
5 100 5 100 . -~ E0771 Anti-PD1 + Metformin
£ .
-
E 50 / 1
0 0 T T T T T T T T T T
T T T T T T T T T T bﬁ\\\b.(\'p@r;\g\n}
Ao S 2B D P o P PP P PP
S P B B D e P
time (days)
time (days)
—— AT3IgG 250
250
AT3 Anti-PD1 =
- y - 200
E 200 AT3 Anti-PD1 + Metformin £
:E:,m_ = 1504 - EO7711gG
s g E0771 Anti-PD1
§»1oo- o 1007 ~=~ EO0771 Anti-PD1 + Metformin
£ so- E 50
orTTTrTTT T T T T 0-‘5 . A A&
RIS RN S **'b\\\\,@,pm%\
B P D D B o o R R al a al al

time (days) time (days)

Fonte: Autoria prépria.

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 analises
estatisticas foram realizadas através do teste two-way ANOVA (*) p<0.05.

A avaliagdo de sobrevida global dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos foi avaliada através da analise de Kaplan-Meyer e teste de Cox. Na
linhagem tumoral E0771, nés observamos uma diferenga significativa na sobrevida

entre os grupos tratados com anti-PD1 e metformina combinada em comparagao com
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os grupos de tratamento com anti-PD1 e IgG. Nenhuma diferenca foi observada entre

0s grupos de tratamento da linhagem AT3 (Figura 42).
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Figura 42. Avaliagao de sobrevida global.

Legenda: Avaliagdo da sobrevida global (do inglés Overall Survival — OS) aos tratamentos

controle (IgG), anti-PD1 e anti-PD1 combinado com Metformina.

A linhagem AT3 n&o demonstrou resposta a nenhum dos tratamentos testados,
incluindo o bloqueio de PD1 isolado ou combinado a metformina, reforcando seu perfil
previamente descrito de resisténcia intrinseca(111). Essa resisténcia tem sido
atribuida a baixa imunogenicidade tumoral, reduzida expressdo de marcadores
inflamatdrios e presenca de um infiltrado imune pouco funcional.

Em concluséo, a linhagem tumoral EO771 demonstrou um comportamento mais
agressivo com rapido crescimento, impulsionado por processos metabdlicos ativados,
refletidos por taxas elevadas de OCR e SRC. O indicio de hipdxia no TME pode ser o
fator chave para a criagdo de um ambiente imunossupressor, contribuindo para a
regulagao positiva de marcadores de exaustdo, como PD1, TIM3 e CD39, além de

intensificar o recrutamento de linfécitos T reguladores (Figura 43).

E0771 Anti-PD1 + AT3 Anti-PD1 +

Metformin Metformin
/‘\ P
AT 4
¢ |
— ,‘ ——> @
(\?f S TIM3

PD1_

@fe\ (=) © s \ PD1
— PD1 g = 6 >

I o i 08B "‘?;}:_ @ 7
02 consumption e, Y @@
co8./ cog,) . o)

Hypoxia Hypoxia Toet W 02 consumption v _ 09
Hypoxia e
Hypoxia

IFNg @ g (X

Fonte: Autoria propria.



75

Figura 43. Revisao da analise imunometabdlico em tumores murinos.

Legenda: A esquerda, a linhagem E0771 é caracterizada por um consumo elevado de oxigénio
e maior infiltrado de linfécitos TCD8+ e TCD4+ expressando marcadores de exaustdo, 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 redugdo no tamanho tumoral nesse grupo. A direita, sdo
representados os tumores AT3, que ao contrario do grupo E0771, ndo apresentaram o mesmo nivel de

consumo de oxigénio e seu TME foi marcado pela baixa expressdo de marcadores de exaustao.

Os resultados encontrados em linhagens de E0771 reforgam observagdes
anteriores no CMTN, onde a baixa eficacia do bloqueio de checkpoints imunes tem
sido atribuida a uma incapacidade do sistema imune em manter uma resposta efetora
antitumoral sustentada (112,113).

Caracterizado pelo crescimento tumoral acelerado e um perfil imunoloégico
desbalanceado, o modelo apresentou aumento da frequéncia de T CD8+ com
expressao de marcadores reguladores (PD1, TIM3, CD39) além do acumulo de Tregs,
refletindo um microambiente imune com sinalizagdo imune persistente, porém
disfuncional. Esse padrao tem sido descrito como um dos principais empasses a
eficacia a imunoterapia em tumores agressivos como o CMTN, especialmente quando
ha falha na coordenacgao entre sinalizagao imune, controle metabdlico e recrutamento
celular adequado (100,103,112)

Estudos conduzidos no laboratério de imunometabolismo do cancer do Dr. Greg
Delgoffe evidenciaram que linhagens tumorais com um perfil metabdlico oxidativo,
como o melanoma, apresentam mecanismos que inibem as respostas a terapia com
anti-PD1 (114).Além disso, a hipoxia tem sido identificada como um fator crucial no
comportamento tumoral, especialmente em modelos tumorais de cabeca e
pescogo(115).

No cenario do CMTN, Napier T. e colaboradores mostraram que a falha na
resposta combinada de paclitaxel com anti-PD1 se relacionou com a redugao do
infiltrado de células imunes no tumor e com aumentos de niveis de hipdxia no TME
(57). Adicionalmente, a hipoxia no CMTN também se mostrou envolvida a disfungéo
de linfocitos T, resultando em uma resposta antitumoral comprometida. A inibicao
farmacoldgica do fator de indugédo de hipéxia (HIF1a) in vitro e in vivo demonstrou

aumento da eficacia da imunoterapia (56).
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4.3. Analise dos dados publicos de transcriptoma de pacientes com CMTN

4.3.1. Analise dos dados transcriptomicos de PBMC

Diante dos achados obtidos tanto em pacientes com CMTN quanto nos modelos
murinos, observamos a recorréncia de um padrao inflamatério sistémico
desorganizado e metabolicamente desbalanceado associado a falha terapéutica. No
entanto, apesar da vasta literatura sobre o microambiente de CMTN, especialmente
em relacdo as assinaturas de hipdxia e resposta imune local, ainda sdo escassos 0s
estudos que abordam de forma integrada o perfil imunolégico periférico. Nesse
contexto, a préxima etapa do trabalho teve como objetivo expandir e validar nossos
achados por meio da analise de dados publicos de pacientes com CMTN tratados com
quimioterapia e imunoterapia combinada.

Para isso, utilizamos um dataset que inclui analises pareadas de sangue
periférico e tecido tumoral antes do tratamento. Além de fornecer uma validagao
externa dos nossos dados clinicos e pré-clinicos, essa estratégia também visou
identificar mecanismos imunes centrais potencialmente associados a eficacia
terapéutica em diferentes contextos de tratamento.

Para ampliar e validar nossos achados, realizamos uma analise secundaria
utilizando dados publicos de transcriptoma de PBMC, obtidos por RNA-seq de célula
unica (scRNA-seq) de pacientes com CMTN. A partir da anotacgao dos tipos celulares
no PBMC dos pacientes, observamos uma ampla variedade de subpopulagdes
imunes circulantes, incluindo subtipos de linfocitos T, B, células NK, mondcitos e

células dendriticas (Figura 44).
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Non-classical monocytes pDC

Plasma cells

UMAP 1

UMAP 2

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 44. Populagdes celulares identificadas no PBMC de pacientes com
CMTN.

Legenda: Visualizagdo por UMAP das populagbes imunes identificadas no PBMC, sendo:
células NK 16+, mondcitos classicos, células dendriticas convencionais (DC2), células T n&o
convencionais associadas a mucosa — MAIT (dos inglés Mucosal-associated invariant T cells), células
B de memodria, células B naive, mondcitos ndo classicos, plasmadcitos (do inglés plasma cells), células
T reguladoras, células T memodria central/naive citotdxicas, células T memoria central/naive
auxiliadoras, células T memodria efetora/ memodria efetora CD45 RA+, células T memoria
efetora/memodria residentes e células dendriticas plasmocitéides (pDC).

A contagem absoluta de células por subtipo celular revelou predominio de células
T do tipo Tcm/naive helper (células T auxiliadoras, de memoria central e naive,
n=2613), CD16+ NK cells (n=1565) e mondcitos classicos (n=1248), enquanto
populagdes como células plasmaticas e pDCs foram menos representadas (Tabela 5).

Tabela 5. Numero de células identificadas por populagao de células imunes.

Cluster Cell count Cluster Cell count

Tcm/Naive helper T cells 2613 Naive B cells 1092
Tem/Naive cytotoxic T cells 510 Memory B cells 479
Tem/Trm cytotoxic T cells 330 pDC 33
Tem/Effector helper T cells 407 Plasma cells 18
Regulatory T cells 223 DCc2 136
MAIT cells 189 Non-classical monocytes 432

CD16* NK cells 1565 Classical monocytes 1248

Fonte: Autoria propria.

Na analise de abundancia relativa entre os grupos, comparamos as proporgdes
de cada subtipo celular entre pacientes respondedores e nao respondedores ao
tratamento. Embora algumas tendéncias visuais possam ser observadas, nenhuma
diferenga estatisticamente significativa foi identificada (Figura 45), indicando que,
nesse conjunto, a frequéncia dos tipos celulares no sangue periférico isoladamente

nao distingue os grupos clinicos.
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Figura 45. Frequéncia das células imunes identificadas nos grupos de
pacientes.

Legenda: Frequéncia de subtipos celulares identificados por single-cell RNA-seq em PBMC de
pacientes com CMTN, antes do tratamento quimioterapico e combinado. Os grupos comparados foram

respondedores (Response — azul, n=9) e ndo respondedores (Non-Response — vermelho, n=11).

Na analise de genes diferencialmente expressos (DEGs) por pseudobulk,
comparamos os perfis transcricionais dos PBMCs entre pacientes respondedores e
nao respondedores ao tratamento. O volcano plot (Figura 46) destaca os principais
genes upregulados em cada grupo, permitindo a identificacdo das diferencas de

expressao génica associadas a resposta clinica.
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Diferenga de expressao génica em PBMC
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Figura 46. Analise dos genes up-regulados e down-regulados em pacientes

CMTN respondedores vs nao respondedores na coorte de validagao.

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 significancia estatistica padj <0.05.

Em nao respondedores, observamos a que os genes IGHG1, CXCR4, DDIT4,
SESN1 e IL6ST estdo upregulados. O aumento de IGHG1, que codifica a cadeia
pesada da IgG1, pode indicar expansao de clones de células B ou ativagdo de
resposta humoral no sangue periférico de pacientes nao respondedores. A produgéo
desregulada de anticorpos no sangue periférico, sem integracdo efetiva com a
resposta celular, pode representar um estado inflamatério crénico ou ineficaz, como
ja descrito em contextos de desfecho clinico desfavoravel em CMTN (92). O aumento
de CXCR4, frequentemente envolvido na migracéo 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 metabdlico e inflamatério, com supressdo de proliferacdo e funcao
efetora(117,118). Por fim, a maior expressao de IL6ST pode indicar uma sensibilizagéo

das células imunes a sinalizacao por citocinas inflamatérias da familia IL-6, além de
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sugerir uma maior atividade da via JAK/STAT3 e possiveis inicios de reprogramagao
funcional das células imunes circulantes(119) (Figura 39).

Nos respondedores, destacam-se os genes PSME2, PSMB9, PSMB10,
LAMTO2, LAMTOR4 e LGALS1, que compdem um perfil funcionalmente mais ativo e
coordenado. A expressao aumentada de PSMEZ2 e das subunidades do
imunoproteossomo PSMB9/10 sugere uma ativacdo da via de apresentagéo
antigénica via MHC classe |, associada a interferon-gama e resposta citotoxica
mediada por células T CD8+(120). A expressao elevada de LAMTOR2 e LAMTORA4,
reguladores positivos de mTORCH1, indica ativagdo metabdlica e proliferativa das
células imunes, compativel com um fendtipo funcionalmente ativo (121). A presenca
de Igals1 (galectina-1), apesar de associada a fungdes regulatorias, pode refletir um
mecanismo de resolugao pés-ativacdo intensa, favorecendo homeostase apds a
resposta imunoldgica eficiente (122).

A fim de aprofundar a intepretacdo bioldégica dos genes diferencialmente
expressos entre pacientes respondedores e nao respondedores, foram conduzidas
analises 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
colegao de assinaturas MSigDB Hallmark (2020). As analises foram conduzidas
separadamente para os genes upregulados e downregulados, com base em uma
métrica de ranqueamento combinando significancia estatistica e magnitude de
expressao: -log10(p-valor ajustado) x log2 (fold change).

Entre os pacientes classificados como respondedores ao tratamento, observou-
se o enriquecimento de vias relacionadas a atividade bioenergética, resposta imune
antiviral e citotoxicidade efetora. Através da analise de super-representagao utilizando
o banco de dados GO: Biologial Process (2025), destacaram-se processos associados
a cadeira respiratéria mitocondrial, como cadeia de transporte de transporte de
elétrons aerdbica (GO:0019646), sintese de ATP mitocondrial acoplada ao transporte
de elétrons (GO:0042775), respiragao celular (GO:0045333) e sintese de ATP
impulsionada por forga préton-motriz (GO:0015986; GO:0042776) (Figura 47).

Tais vias foram suportadas pela expressdo aumentada de genes mitocondriais
como COX6A1, NDUFA1, UQCR10 e subunidades do complexo ATP sintase
(ATP5F1E), sugerindo um perfil de maior atividade metabdlica 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 séo codificados nuclearmente, o que reduz o risco de viés
técnico direto. Além disso, o padrdo observado foi consistente entre diferentes
métodos de enriquecimento funcional, reforgcando sua relevancia bioldgica.

De forma convergente, a analise baseada no MSigDB Hallmark revelou
enriqguecimento de assinaturas relacionadas a fosforilacdo oxidativa, corroborando
com um perfil metabdlico funcional das células imunolégicas nesses pacientes. Além
disso, observaram-se assinaturas relacionadas a resposta a interferon gamma e
interferon alfa que refletem um ambiente imunoldgico ativado e antiviral. Também
foram enriquecidas vias associadas a atividade citotoxica, como a assinatura de
rejeicao de aloenxerto, e a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)(Figura
48).

Esse conjunto de vias indica a ativagdo coordenada de mecanismos
imunoldgicos efetores, com destaque para respostas mediadas por interferon tipo /I,
que se associam a resposta antitumoral adaptativa. A presenga concomitante de
genes como PSME2, PSMB9, ISG15, HLA-DRA e TNFSF10 reforga essa hipétese,
apontando uma assinatura imunoldgica circulante compativel com a ativagao
coordenada da resposta adaptativa.

Em relacédo aos pacientes nao respondedores, observou-se um padrao distinto
de enriquecimento funcional, caracterizado por vias relacionadas a reprogramagao
inflamatdria, estresse celular e regulagdo negativa da ativacdo imune. A analise por
enriquecimento no banco de dados GO: Biological Process (2025), evidenciou a
participacao de vias como diferenciagcao de células T helper (GO:0042093), regulacao
da via de sinalizagao do receptor Toll-like 4 (GO:0034143), reconhecimento de sitio de
splicing de mRNA (GO:0006376), resposta a citocinas (GO:0034097) e translocacao
de fosfolipidios (GO:0045332)(Figura 47).

Esses termos estiveram associados a expressao aumentada de genes como
CXCR4, IL6ST, STAT4, PIK3R1 e TNFAIP3, sugerindo a presenga de mecanismos de
tolerancia periférica, ativacao disfuncional e polarizacéo funcional imunossupressora.

Adicionalmente, a base de dados MSigDB Hallmark (2020) revelou o
enriquecimento de assinaturas funcionais ligadas a sinalizagdo do TNF-a via NF-«xB,
resposta a hipdxia, resposta ao interferon gamma, via do p53 e resposta a radiagao
UV (UV Response Down)(Figura 48). A expressao aumentada de genes como DDIT4,
SESN1, BTG1 e TXNIP, todos relacionados a inibicdo de mTORC1 e a adaptacéo a
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estressores metabdlicos e inflamatorios, sugere que as células imunes desses
pacientes atuam sob um estado de baixa atividade funcional, associado a exaustao
ou inibicao persistente.

De forma integrativa, os resultados das analises de enriquecimento funcional
revelam assinatura transcricionais sistemicamente distintas entre os grupos clinicos,
tanto em termos de processos bioldgicos (GO: Biological process) quanto de vias
candnicas amplamente validades (MSigDB Hallmark). Pacientes respondedores
apresentaram ativacdo coordenada de vias metabdlicas mitocondriais e resposta
imune efetora, incluindo a indugao de genes associados a apresentagao antigénica e
sinalizagado por interferons. Em contraste, os ndo respondedores demonstraram
enriquecimento em vias associadas a modulagado negativa da resposta inflamatoria,
sinalizagdo por citocinas regulatérias e estresse metabdlico celular, sugerindo um
perfil funcional de baixa ativagéo e potencial tolerancia periférica.

Esses perfis distintos foram visualmente representados por meio dos graficos de
vias enriquecidas, destacando em azul as vias mais expressas em respondedores e
em vermelho aquelas associadas aos nao respondedores, com base nos bancos de
dados utilizados (Figura 47 e Figura 48).

Vias enriquecidas em PBMC
Aerobic Electron Transport Chain (GO:0019646) -
Mitochondrial ATP Synthesis Coupled Electron Transport (GO:0042775) -
Cellular Respiration (GO:0045333) -

Proton Motive Force-Driven ATP Synthesis (GO:0015986) -

Proton Motive Force-Driven Mitochondrial ATP Synthesis (GO:0042776) -

T-helper Cell Differentiation (GO:0042093) -

Regulation of Toll-Like Receptor 4 Signaling Pathway (GO:0034143) -

GO: Biological Process (2025)

mRNA Splice Site Recognition (GO:0006376) -

Response to Cytokine (GO:0034097) -

Phospholipid Translocation (GO:0045332) -
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Fonte: Autoria prépria.
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Figura 47. Analise de super-representacao (do inglés Over-representation

analyses - ORA) das vidas em GO: Biological Process (2025).

Legenda: Grafico mostrando as vias enriquecidas em respondedor e em nao respondedor

estatisticamente significativas padj <0.05.

MSigDB: Hallmark (2020)

Vias enriquecidas em PBMC

Oxidative Phosphorylation -
Interferon Gamma Response -

Interferon Alpha Response -

Reactive Oxygen Species Pathway -
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 48. Analise de super-representacao (do inglés Over-representation

analyses - ORA) das vidas em MSigDB: Hallmark (2020).

Legenda: Grafico mostrando as vias enriquecidas em respondedor e em nao respondedor

estatisticamente significativas padj <0.05.

Ainda em PBMC, nds 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 nao respondedores.

Através dessa analise notamos que em pacientes ndo respondedores estavam
upregulados os genes IPCEF1, SERINCS, IL6ST, CELF2, TXNIP, TGFBR2, NFKBIZ,
CXCR4, PDE3B e RASA2 (Figura 49).
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Figura 49. Analise dos genes up-regulados e down-regulados linfocitos T
CD4+ em PBMC de pacientes CMTN respondedores vs nao respondedores na

coorte de validacao.

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 significancia estatistica padj <0.05.

Com base em nossos dados de pacientes com CMTN respondedores, que
apresentaram niveis elevados de GZB em linfocitos circulantes e correlagao positiva
entre essas células e niveis de TILs, investigamos a expressao de genes associados
a atividade citotéxica (GZMB) e migragado de linfécitos TCD8+ (CXCR3, CCR5 e
CXCR®6) nos dados publicos, com o objetivo de validar esse perfil funcional no sangue
periférico.

A analise qualitativa da expressao génica em células T CD8+ circulantes revelou
uma tendéncia de maior expressdo média de GZB e CXCR3 em pacientes
respondedores, assim como uma fragao mais elevada de células positivas para esses

marcadores (Figura 50). Assim, ainda que ndo haja a robustez estatistica, essa analise
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exploratdria qualitativa pode indicar um compartimento circulante mais preparado para
resposta efetora em pacientes respondedores, em linha com os nossos achados

funcionais e teciduais.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 50. Analise exploratéria da expressao génica em células T CD8+

circulantes de pacientes com CMTN.
Legenda: Cada ponto representa a média de expressao dos genes GZMB, CXCR3, CCR5 e

CXCR6, aléem da proporgao das células positivas em cada grupo de resposta, sendo respondedor
(Response) e nao respondedor (Non-response). O didmetro dos circulos reflete a fragao de células que
expressam o gene (%), enquanto a intensidade da cor representa a média de expresséo dentro do
grupo.

As analises das células T CD4+ dentro do compartimento de PBMC revelou um

padrdao de expressao génica compativel com um perfil inflamatério cronico e
desregulado em pacientes ndo respondedores. Genes como IL6ST, NFKBIZ e
TGFBR2 estavam aumentados e sugerem ativacdo simultdnea de vias pro-
inflamatorias (JAK/STAT3 e NF-kB) e imunossupressoras (TGF-B), processos
frequentemente associados a progressdo tumoral e a falha terapéutica em
CMTN(104,123,124). Além disso, O aumento de TXNIP, regulador de estresse
oxidativo e inibidor de mTORCH1, reforca a hipétese de um estado metabdlico
inflamatdrio cronico, potencialmente menos responsivo a estimulo ativadores. (125).

Esses achados se alinham aos nossos resultados prévios na coorte propria e
nos dados publicos de PBMC, nos quais observamos niveis elevados de IL-6

circulante antes do tratamento, além da expressdao aumenta de IL6ST. Esse gene
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codifica o co-receptor gp130, essencial para a transdu¢ao da sinalizagdo mediada por
citocinas da familia IL-6. Segundo Ma et al. (2020), a ativagao da via JAK/STATS3,
promovida por IL-6, IL-10 e por fatores de crescimento, tem sido amplamente
implicada em processos como proliferacdo tumoral, metastase e resisténcia
terapéutica (119,124,126).

Dessa forma, a expressao aumentada de IL6ST pode indicar uma sensibilizacao
exacerbada a sinalizag&o inflamatéria sistémica, favorecendo uma reprogramacgéao
funcional imunes periféricas e para uma resposta sistémica disfuncional. Esses dados
reforcam a hipotese de que a ativagdo cronica de vias inflamatorias periféricas pode
ter papel relevante na falha terapéutica observada em pacientes com CMTN.

Além da ativagdo de vias inflamatérias e imunossupressoras discutidas
previamente, observamos em pacientes nao respondedores 0 aumento na expressao
de genes DDIT4, SESN1 e TXNIP, todos reconhecidos inibidores da via mTORC1,
essencial para o suporte energético, proliferacao e fungédo efetora das células T. A
expressao desses genes € induzida em resposta a condi¢gdes adversas como hipdxia,
estresse oxidativa e inflamacado cronica, contextos frequentemente associados a
disfungcdo imune(117,118,127-129). O aumento de TXNIP, especificamente em
células T CD4+, reforca o envolvimento direto dessa subpopulacido em um estado de
regulacédo negativa do metabolismo celular.

Corroborando esses achados, nossas analises de enriquecimento funcional
identificaram entre esse grupo de pacientes nao respondedores, vias relacionadas a
hipdxia, resposta ao estresse celular (como resposta ao UV e via do p53) e sinalizagao
do TNF-a via NF-kB. Ainda que a via do TNF-a seja tradicionalmente associada a
ativagdo imune, sua ativagdo crénica pode promover desregulacdo e tolerancia
imunoldgica, contribuindo para um ambiente sistémico imunossuprimido.

Além desses resultados, nos também observamos que em pacientes
respondedores ha um enriquecimento robusto de vias relacionadas a atividade
bioenergética mitocondrial e resposta imune efetiva, como fosforilagdo oxidativa
(OXPHOS), resposta a interferon e citotoxicidade mediada por célula T.

Em condi¢cbes normais de ativagdo aguda, células T efetoras recém-ativadas
passam por uma reprogramacgao metabolica que prioriza a glicolise aerébica, mesmo
na presenca de oxigénio, como forma de produgdo mais efetiva de ATP. No entanto,
estudos recentes vém ampliando essa compreensao, sugerindo que esse modelo nao

reflete totalmente a realidade em contextos fisioldgicos. Estudos conduzidos por Ma
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et al (2019) e Levine et al (2021) demonstraram que, em contextos fisioldgicos in vivo,
células T CD8+ ativadas apresentam maior atividade oxidativa mitocondrial
(OXPHOS) do que dglicolitica, o que confere maior capacidade bioenergética e
durabilidade funcional(130,131). Essa preferéncia pela OXPHOS, especialmente
observada em células de memoaria, tem sido associada a geragdo de uma resposta
imune mais sustentavel e duradoura, um elemento chave na eficiéncia terapéutica em

longo prazo.

4.3.2. Analise do microambiente tumoral em tecido de pacientes
com CMTN

Para complementar os achados obtidos em sangue periférico desse dataset e
aprofundar a caracterizagdo da resposta imunologica no CMTN, avaliamos dados
transcriptomicos de tecido tumoral de pacientes submetidas a quimioterapia isolada
ou em combinag&o com imunoterapia. As amostras correspondiam ao tumor primario
(mamario) ou a sitios metastaticos, coletadas antes do inicio do tratamento.

Foram incluidas amostras de 15 pacientes com CMTN, sendo 7 classificados
como respondedores € 8 como nao-respondedores a terapia. As células foram
organizadas e analisadas de forma conjunta, permitindo a avaliacdo de padrbes
compartilhados e distintos entre os grupos.

ApOs a etapa exploratoria descrita na metodologia, realizamos a anotagao das
populagdes celulares presentes no microambiente tumoral, com énfase na
identificacdo de subtipos linfocitarios, como células T CD4+, T CD8+, células NK e
células B (Figura 51). Para isso, utilizamos marcadores de expressado génica

amplamente descritos na literatura, acoplados a estratégia de clusterizagao.
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Figura 51. Populagdes celulares identificadas no tecido tumoral de

pacientes com CMTN.

Legenda: Visualizagdo por UMAP das populagées imunes identificadas no PBMC, sendo:
células B naive, células T em proliferacao (do inglés - Cycling T-cells), células mieloides em proliferagéo
(do inglés — Cycling Myeloid), células dendriticas, macréfagos (Macrophages), mondcitos (Monocytes),
células NK, células T NK, plasmablastos (Plasmablasts), células T CD4+ e células T CD8+.

Tabela 6. Numero de células identificadas por populagao de células imunes

no TME.

Cluster count Cluster count
T cells CD4+ 2825 NKcells 194
T cells CD8+ 2093 Monocyte 140
B cells Memory 1582 B cells Naive 118
Macrophage 461 Cycling T-cells 65
Plasmablasts 289 Cycling_Myeloid 35
NKT cells 232 DCs 26

Fonte: Autoria prépria.
A contagem absoluta de células por subtipo celular revelou predominio de células

T CD4+ (n=2825), células T CD8+ (n=2093) e células B de meméaria (do inglés — B
cells Memory, n=1582) enquanto populagdes como células proliferativas e DCs foram

menos representadas (Tabela 6).
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Em seguida, conduzimos uma analise de genes diferencialmente expressos
entre os grupos de pacientes respondedores e nao respondedores ao tratamento. No
entanto, essa comparacédo ndo resultou em genes com diferenga estatisticamente
significativa, tanto na analise global quanto estratificada por subtipos celulares.

Prosseguimos para uma analise direcionada da expressdo génica de um
conjunto previamente selecionado com base em nossos resultados no PBMC e em
nossa coorte, além de achados relevantes da literatura. Os genes incluidos foram:
HIF1A, HIF2A, IL10, IL6, STAT3, CCL5, CXCR4, CXCL12, IL6ST, DDIT4 e SESN1,
todos implicados em vias inflamatorias, hipoxia tumoral ou regulagdo metabdlica
imune.

Essa analise foi realizada tanto a nivel global do tecido tumoral quanto em
subconjuntos celulares especificos, com destaque para células T CD4+ e T CD8+.
Ainda assim, nao foram observadas diferencas significativas na expressdo desses
genes entre os grupos de resposta.

A auséncia de diferengas significativas na expressao génica no tecido tumoral
pode estar relacionada a heterogeneidade dentro dos grupos avaliados. Essa
variabilidade é reforgcada pela analise de PCA, que nao evidenciou uma separacgao

clara entre respondedores e nao respondedores (Figura 52).
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 52. Analise de PCA de amostras tumorais de acordo com a resposta
a terapia.
Grafico de PCA das amostras tumorais com coloragdo conforme o desfecho clinico, sendo

pacientes respondedores (Response, laranja, n=7) e nao respondedores (Non Response,azul, n=8).

Em conclusédo, nossos achados nos dados publicos de PBMC e tecido reforcam
a hipétese de que, em pacientes nao respondedores, mecanismos de inflamacao
cronica, estresse celular e inibicdo metabdlica contribuem para uma resposta imune
periférica disfuncional. A ativacao persistente de vias como JAK/STAT3, NF-xB e a
inibicdo da via mTORC1, evidenciada pelo aumento de genes como IL6ST, DDIT4,
SESN1 e TXNIP, sugerem um sistema imunolégico pouco responsivo e comprometido
metabolicamente.

Por outro lado, a auséncia de diferencgas significativas na expressao génica no
tecido tumoral, mesmo quando analisado por subconjuntos celulares especificos
como células T CD4+ e T CD8+, pode refletir a heterogeneidade intrinseca das
amostras avaliadas. Isso reforga a importancia da analise do sistema periférico que
revelou um perfil imunoldgico mais claro e consistente, contribuindo de forma direta
para a compreensao dos mecanismos associados a falha terapéutica em CMTN.

4.3 Integracao dos dados

Por dltimo, buscamos integrar os achados provenientes de diferentes
abordagens utilizadas ao longo do estudo, incluindo analises em pacientes com CMTN
antes e apods o tratamento, modelos murinos e dados publicos, a fim de tragcar um
panorama imune funcional comparativo entre os grupos de pacientes respondedores
e nao 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 a maior frequéncia de linfécitos T circulantes e menor
concentragao de citocinas inflamatdrias no sangue periférico. As populagdes imunes
desses pacientes demonstraram um fendtipo mais ativado, sem evidéncias de
sinalizagao inflamatéria cronica.

Esses achados foram sustentados pela analise de dados publicos, na qual
pacientes respondedores apresentaram um enriquecimento de vias citotdxicas,
interferon e metabolismo mitocondrial funcional, com destaque para a fosforilacdo
oxidativa. O aumento da atividade do eixo mTORC1, essencial para expansao e

funcionalidade de células T, também reforcam um ambiente imunolégico mais
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competente. Em conjunto, esses dados sugerem que a resposta terapéutica efetiva
em CMTN esta associada a uma ativagdo coordenada do sistema imune, capaz de
eliminar o tumor e retomar ao estado de homeostase.

Resposta imunolégica coordenada
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TIM3

OXPHOS

Resposta imune periférico
« PD1+CD69+ TIM3+ CD127+ GZMB+
* Atividade mitocondrial = t OXPHOS

* ViamTOR ativada = Expanséo clonal
Fonte: Autoria propria.

Figura 53. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes
respondedores.

Por outro lado, pacientes nao respondedores revelaram um perfil imunolégico
desorganizado e inflamatorio. Apresentaram menor infiltracdo de TILs quando ha
maior presenga de linfocitos T CD4+ ativados na circulagdo, sugerindo uma
desconexao entre esses compartimentos. Niveis elevados de citocinas inflamatérias,
associados a IL-10 e maior frequéncia de Tregs produtores de IL-10, indicam um
ambiente sistémico pro-inflamatério, mas com regulagao ativa. Apds o tratamento,
esses pacientes mantiveram expressdo aumentada de PD1, sem resposta patoldgica
completa, compativel com um cenario de ativagao crénica e perda funcional.

Dados publicos corroboram esse padrdo encontrado, com aumento da
expressao de genes relacionados a via IL6/STAT3, um eixo associado a progressao e
resisténcia terapéutica no CMTN, e de genes inibidores de mTORC1 (DDIT4, SESN1
e TXNIP), frequentemente induzidos por hipdxia ou estresse celular. Modelos murinos

reforcaram essa associagdo ao demonstrar que a hipdxia no TME se relaciona a um
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perfil exausto e progressivo, o que também foi observado nos dados publicos de nao
respondedores.

Em conjunto, os achados sugerem que n&o respondedores apresentam uma
resposta imune desorganizada e frustrada, marcada por ativagdo exacerbada,
estresse metabdlico e perda da capacidade de controle tumoral (Figura 54). Esse
contraste com o perfil funcional e sustentado dos respondedores destaca a
importancia de um equilibrio entre ativagdo e regulagdo imune para a eficacia
terapéutica em CMTN.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 54. Panorama dos achados no presente estudo em pacientes nao

respondedores.
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5. Conclusao

A partir de uma abordagem integrativa entre sangue periférico, microambiente
tumoral, modelos murinos e dados publicos, identificamos que a resposta efetiva ao
tratamento estad associada a um sistema imune funcional, metabolicamente
equilibrado e capaz de manter sua atividade ao longo da quimioterapia. Em contraste,
a auséncia de resposta terapéutica foi marcada por ativacao inflamatéria crénica,
estresse metabdlico e falhas na coordenacdo funcional entre os compartimentos
sistémico e tumoral.

Nosso estudo contribui para a compreensao dos mecanismos imunoldgicos e
metabdlicos associados a resposta terapéutica em pacientes com CMTN Esses
mecanismos estdo integrados e ilustrados nas Figura 53 e Figura 54, que sintetizam
os principais perfis imunolégicos identificados nos grupos de pacientes respondedores
e nao respondedores. Ainda, nossos resultados reforcam a importdncia de uma
ativagao imune eficaz e regulada, capaz de sustentar o controle tumoral sem disfungao
crbnica. Além de fornecer novas perspectivas sobre os mecanismos de resisténcia
terapéutica, os dados aqui apresentados podem apoiar o desenvolvimento de

estratégias personalizadas e orientar a selegcéo de alvos terapéuticos mais eficientes.
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