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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A investigacdo em imunologia tumoral aplicada ao processo metastatico do
cancer de cabeca e pescogo possui relevante impacto social, dada a elevada
morbidade e mortalidade associadas a esses tumores, que frequentemente
comprometem fungdes essenciais como fala, degluticdo e estética facial. O
aprofundamento no entendimento dos mecanismos imunologicos que regulam a
progressao e a disseminacdo metastatica permite o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes e personalizadas, contribuindo para a redugdo da
mortalidade, a melhoria da qualidade de vida dos pacientes e a otimizagdo dos
recursos em saude publica. Além disso, esses avangos podem subsidiar politicas de
prevengdo, diagndstico precoce e investigacdo de tratamentos inovadores,

promovendo beneficios clinicos, sociais e econdmicos substanciais a sociedade.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Research in tumor immunology applied to the metastatic process of head and
neck cancer carries significant social impact, given the high morbidity and mortality
associated with these tumors, which often compromise essential functions such as
speech, swallowing, and facial aesthetics. Advancing the understanding of the
immunological mechanisms that govern tumor progression and metastatic
dissemination enables the development of more effective and personalized therapeutic
strategies, contributing to reduced mortality, improved patient quality of life, and
optimized allocation of public health resources. Furthermore, this knowledge may be
of value for prevention policies, early diagnosis, and for the investigation of innovative
treatments, thereby delivering substantial clinical, social, and economic benefits to

society.
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RESUMO

Apoptose € um evento comum no microambiente do cancer de células escamosas de
cabeca e pescog¢o (HNSCC), podendo resultar da hipdxia e escassez de nutrientes
em partes da lesdo, ou do proprio tratamento citotdéxico. Assim, conceitualmente a
remocgao das células apoptodticas por meio da eferocitose deve ser um processo
relevante e muito ativo neste microambiente. Um processo imunologicamente
silencioso que pode ser realizado por diversas células e depende fundamentalmente
do reconhecimento da externalizagao da fosfatidilserina na membrana plasmatica das
células apoptéticas. Os macréfagos sdo o tipo celular imune mais prevalente no
microambiente tumoral (TME) e as principais células fagociticas. Rac1 € uma pequena
GTPase com papel crucial na reorganizagao do citoesqueleto, essencial para diversos
processos celulares, incluindo a eferocitose/fagocitose. O perfil fenotipico
M2/alternativo de macrofagos esta associado a maior atividade de eferocitose, e ao
pior prognéstico de HNSCC. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de
eferocitose de macrofagos, considerando 1. sua relativa abundancia no TME de
HNSCC em relagao a outros leucécitos; e 2. A relativa escassez de informacdes sobre
a relevancia da eferocitose para a evolugdo e progndstico deste tipo de cancer. A
hipétese central deste trabalho é que a atividade de eferocitose no TME tem papel
importante na progressdo e disseminagdo de HNSCC. No experimento in vivo,
utilizamos um modelo de xenoenxerto ortotdpico de carcinoma oral de células
escamosas (OSCC) em camundongos atimicos/nude. A atividade de eferocitose foi
modulada experimentalmente com Bavituximab (anticorpo monoclonal que impede o
reconhecimento da fosfatidilserina exposta na membrana plasmatica de células
apoptéticas pelas células fagociticas) e NSC23766 (inibidor bioquimico de Rac1)
administrados via intratumoral. Também avaliamos amostras de tumores primarios
de uma coorte de pacientes de HNSCC, investigando a associacdo entre a
prevaléncia de eventos de eferocitose com dados clinicos, histopatolégicos e com o
perfil transcriptdmico. Os resultados demonstraram que a administragao intratumoral
de Bavituximab, mas ndo de NSC23766, aumentou a sobrevida dos animais. Tanto
Bavituximab quanto NSC23766 aumentaram o peso e volume dos tumores
experimentais, porém sem alteragdo significativa na atividade de eferocitose.
Bavituximab reduziu a prevaléncia de macréfagos no TME, enquanto NSC23766
promoveu aumento significativo do infiltrado leucocitario, sem influenciar o fenétipo
dos macréfagos. Na coorte de pacientes de HNSCC, a atividade de eferocitose teve
correlagdo negativa com o infiltrado de macréfagos (CD68+). Isoladamente, a
atividade de eferocitose ndo € um marcador progndstico relacionado a sobrevida em
HNSCC relevante. Foram detectados 51 genes diferencialmente expressos (61.5%
com expressdao aumentada), incluindo 8 genes de RNA né&o codificante (destes, 7
genes de RNA longo nao codificante / INcRNA gene). Andlise de ontologia dos genes
de expressdao aumentada nos casos de maior atividade de eferocitose identificou
processos como “regulacdo positiva de proliferagdo celular’, “queratinizagao”,
“regulacao positiva de PI3K/PKB” e “regulacdo negativa de sinalizagao via Wnt”. A
analise de ontologia dos genes de expressao reduzida nos casos de alta atividade de
eferocitose identificou os processos “regulacao negativa da sinalizagdo de BMP” e
“regulacéo da estabilidade proteica”.



Palavras-chave: Eferocitose; Macréfagos associados a tumor; Carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco.



Ferrarezi DP. Efferocytosis and tumor-associated macrophage (TAM) phenotype in
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) [tese de doutorado]. Araraquara:
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ABSTRACT

Apoptosis is a common event in the microenvironment of head and neck squamous
cell carcinoma (HNSCC) and may result from hypoxia and nutrient deprivation in
certain regions of the lesion, or from cytotoxic treatment itself. Thus, efferocytosis is
expected to be a relevant and highly active process in this microenvironment.
Efferocytosis is immunologically silent and can be performed by several cell types,
however, macrophages are the main phagocytic cells. Macrophages also represent
the most prevalent immune cell type in the tumor microenvironment (TME) of HNSCC.
The M2/alternatively activated macrophage phenotype is associated with higher
efferocytic activity and with a poor prognosis in HNSCC. The objective of this study
was to evaluate macrophage efferocytosis activity, considering their relative
abundance in the HNSCC TME compared with other leukocytes and the evidence of
their relevance to the progression and prognosis of this type of cancer. We developed
an in vivo orthotopic xenograft model of oral squamous cell carcinoma (OSCC) in
Balb/c nude mice treated intratumorally with Bavituximab and the Rac1 inhibitor
(NSC23766) and assessed whether inhibition of efferocytosis reduces tumor
aggressiveness (invasion, growth, and dissemination/metastasis), in addition to
changes in macrophage phenotype. We also performed an ex vivo analysis of primary
tumors from HNSCC patients obtained from resective surgeries and evaluated whether
the percentage of efferocytosis events correlated with clinical and histopathological
data, as well as with differentially expressed genes assessed by bulk RNA sequencing.
The results demonstrated that treatment of experimental tumors with Bavituximab
increased animal survival rates, although, similarly to Rac1 inhibition, it promoted
increased tumor weight and volume. Local treatment with either Bavituximab or
NSC23766 did not alter the efferocytosis rate in experimental tumors. However, local
treatment with Bavituximab reduced the population of tumor-associated macrophages,
whereas treatment with the Rac1 inhibitor (NSC23766) promoted a significant increase
in the total leukocyte population but did not alter the polarization of tumor-associated
macrophages. In the evaluated HNSCC cohort, efferocytosis showed a negative
correlation with CD68+ macrophage infiltrate, and survival results suggest that
efferocytosis alone may not act as an independent prognostic factor in this patient set.
Gene expression results showed that although global transcriptome analysis did not
reveal a clear separation between groups, the application of a log2 fold-change based
cutoff allowed the identification of differentially expressed genes associated with high
and low efferocytosis. Tumors with high efferocytosis showed strong regulation of
genes associated with cellular signaling and growth pathways, cellular organization
and communication, as well as processes related to the tumor microenvironment and
immunomodaulation, in contrast, these tumors exhibited reduced expression of genes
associated with tumor immunogenicity.

Keywords: Efferocytosis; Tumor-associated macrophages; Squamous cell
carcinoma of head and neck.
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1 INTRODUGAO

O cancer de cabecga e pescoco ocupa, atualmente, a sexta posi¢cao entre os
tipos mais prevalentes de cancer no mundo. O sitio anatdbmico mais afetado € a
cavidade oral, seguido por orofaringe, hipofaringe e laringe, com 96% dos casos
identificados como carcinomas de células escamosas. A cirurgia ressectiva seguida
por tratamento com quimio e radioterapias s&o a principal forma de tratamento do
carcinoma de células escamosas de cabecga e pescogo (HNSCC). Apesar dos dados
nao evidenciarem beneficios importantes no uso das terapias citotoxicas para a
sobrevida dos pacientes, estas sdo amplamente empregadas no manejo dos casos
de HNSCC. Além dos mecanismos de resisténcia ao agente quimioterapico, as
terapias citotoxicas ainda apresentam importantes efeitos adversos sistémicos,
incluindo influéncias gastrointestinais, cutaneas, hepaticas, cardiovasculares, no
sistema reprodutor/endécrino e imunoldgicas; e efeitos adversos locais, com a
inducao de morte celular de forma n&o-especifica.

Outras abordagens terapéuticas vém sendo investigadas, como imunoterapias
e inibidores de checkpoints imunolégicos, contudo, os resultados nao sao satisfatérios
em termos do percentual de pacientes responsivos e magnitude do beneficio clinico,
além do alto custo. A eficacia abaixo do esperado das novas abordagens terapéuticas
esta relacionada, ao menos em parte, ao diagndstico tardio (a maior parte dos casos
de HNSCC é diagnosticada em estagios avangados) e a heterogeneidade molecular /
fenotipica. A identificagdo de caracteristicas e especificidades histopatoldgicas,
celulares e moleculares é proposta como criticamente importante para os niveis de
resposta das novas terapias.

Atualmente, as terapias citotoxicas continuam sendo utilizadas como padrao-
ouro. O objetivo das terapias citotéxicas € a indugdo de morte celular, sendo a
apoptose um tipo de morte celular frequentemente associado a quimio e radioterapia.
Considerando que a presenca de células imunes no microambiente tumoral tem
implicagcado importante para o prognéstico de HNSCC e é criticamente importante para
0 sucesso das imunoterapias, os tipos de morte celular imunogénicos (necrose,
[piroptose, ferroptose) seriam mais interessantes para favorecer o resgate da resposta
antitumoral, pois estdo associados a liberagcdo do conteudo citoplasmatico e
fragmentos celulares (Damage-Associated Molecular Patterns - DAMPs), que

estimulam o infiltrado leucocitario e a resposta inflamatéria. A apoptose é um tipo de
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morte celular ndo imunogénico relacionado também a processos de fisiolégicos de
renovagao tecidual, e € um evento frequente no microambiente tumoral, tanto devido
a hipdxia ou privagdo de nutrientes quanto como resultado dos tratamentos
citotoxicos.

Assim, no microambiente tumoral, a eferocitose é considerada um processo
prevalente devido a quantidade de células apoptéticas, e o fato de ser um processo
imunologicamente silencioso pode favorecer a imunoevasao e progressdo do tumor
ao proporcionar um ambiente imunotolerante e/ou imunossupressivo. A inibicdo da
eferocitose também é estudada como um adjuvante das imunoterapias uma vez que
as células apoptéticas nao eferocitadas entram em processo de necrose secundaria,
com perda de integridade da membrana plasmatica e extravasamento dos
componentes citoplasmaticos (citocinas, DAMPs), os quais desencadeiam uma
resposta imune/inflamatdria. A elevada atividade de eferocitose pode ter efeitos “pro-
tumorais” ao levar a um aumento compensatério da proliferagcdo celular, da
angiogénese e da producado de mediadores tolerogénicos e/ou imunossupressores.

As informagdes sobre a ocorréncia e possivel influéncia da eferocitose em
cancer de cabeca e pescogo sao praticamente inexistentes na literatura. Compreender
a influéncia da eferocitose em HNSCC ¢é importante, considerando que existe suporte
racional-cientifico para um papel relevante da eferocitose no microambiente tumoral
(TME) influenciando a progressao do tumor; além do potencial da inibicdo da
eferocitose como estratégia de modulacao da resposta imune no TME como adjuvante
terapéutico. Desta forma, uma melhor compreensdao da possivel influéncia da
atividade de eferocitose no TME de HNSCC pode informar sobre mecanismos
bioldgicos relevantes para a progresséao deste tipo de neoplasia, gerando informacgdes
sobre a utilidade deste processo como marcador de agressividade e sobre o potencial
terapéutico da modulagao deste processo em HNSCC.

Neste sentido, considerando que os macrofagos sao as principais células
envolvidas no processo de eferocitose e sua relevancia e abundancia no TME de
HNSCC, o presente estudo avaliou a atividade de eferocitose de macrofagos e a
relevancia da eferocitose para a evolugao e prognostico de HNSCC. Para isso, foi
utilizado um modelo in vivo de xenoenxerto ortotdpico de carcinoma oral de células
escamosas (OSCC) em camundongos atimicos/nude. Bavituximab e NSC23766
(inibidor bioquimico de Rac1) foram administrados via intratumoral com o objetivo de
inibir a atividade de eferocitose. Em uma coorte de pacientes de HNSCC tratados no



hospital Santa Casa de Araraquara, verificamos a associagao entre a atividade de

eferocitose e dados clinicos, histopatolégicos, e o perfil transcriptémico.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, embora a eferocitose seja
um processo biologicamente relevante no microambiente tumoral do HNSCC, de
forma isolada n&o esta associada a agressividade tumoral ou tem relevancia como
fator prognostico. Entretanto, no modelo experimental empregado, a utilizagado de
inibidores de fosfatidilserina, como o Bavituximab, evidenciou efeitos biologicos
relevantes sobre o microambiente tumoral, com impacto sobre a diferenciagcéo
tumoral, a vascularizagao e, principalmente na modulagao do infiltrado e do fenétipo
de macréfagos associados ao tumor, refletindo efeitos biolégicos relevantes mesmo
na auséncia de redug¢ao do crescimento tumoral. De forma complementar, a analise
da coorte clinica corroborou que a eferocitose ndao apresenta associagao direta com
parametros clinico-patoldgicos classicos ou sobrevida, embora esteja relacionada a
perfis transcriptdmicos especificos e a modificagdes na composi¢cdo do infiltrado
imune, indicando seu papel como modulador do ecossistema tumoral. Esses achados
reforcam que a eferocitose deve ser compreendida como um processo contextual e
integrado ao microambiente tumoral, destacando o potencial dos inibidores de
fosfatidilserina como estratégias adjuvantes no tratamento do HNSCC, e, portanto,
estudos adicionais sdo necessarios para elucidar seus mecanismos de acido e
validagdo em estudos translacionais futuros.

Especificamente em relagao a proposta do trabalho:

I. A hipdtese central de que a eferocitose no microambiente tumoral do
carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (HNSCC) tem
influéncia na progressdo / agressividade foi rejeitada pelo estudo de
associagcao com coorte de pacientes, e nao foi conclusivamente confirmada
ou rejeitada no estudo in vivo;

II. A hipétese secundaria de que a influéncia da eferocitose na progressao de
HNSCC ocorre por meio da modulacdo da resposta imune no
microambiente tumoral também foi parcialmente rejeitada, uma vez que nao
observamos influéncia da eferocitose na progressao ou agressividade de
HNSCC ; porém a administragao de compostos moduladores de eferocitose
no estudo experimental e a atividade de eferocitose no microambiente
tumoral nos pacientes incluidos na coorte foram associados a efeitos

imunomodulatérios no microambiente tumoral de HNSCC.
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