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RESUMO

Marchi P. Eficacia dos inibidores de checkpoints imunoldgicos no tratamento do cancer de
pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP) e o papel da expressdo génica e outros
biomarcadores como preditores de resposta. TESE (Doutorado). Barretos: Hospital de

Céancer de Barretos; 2021.

RACIONAL: Os inibidores de checkpoint imunoldgicos tém revolucionado o tratamento do
CPCNP. No entanto, apenas uma parcela de pacientes se beneficia desse tipo de tratamento
e o0 Unico biomarcador utilizado na pratica clinica (expressao de PD-L1) é falho na sele¢do de
pacientes. O desenvolvimento de novos biomarcadores ou a combinacdo de biomarcadores
pode ser Gtil na potencializagdo dos resultados e reducao dos custos. Ademais pouco se tem
em relagao a dados de mundo real de pacientes brasileiros com CPCNP tratados com
imunoterapia. OBJETIVOS: Avaliar os desfechos clinicos de pacientes com CPCNP tratados
com ICIs no Brasil e associd-los com expressdo de PD-L1, instabilidade de microssatélite
(MSI), infiltrado inflamatério tumoral, diferentes perfis de expressdo génica, e com a
combinac¢do desses biomarcadores. MATERIAIS E METODOS: Trata-se de um estudo de
coorte retrospectivo que incluiu pacientes com CPCNP avancado que iniciaram tratamento
paliativo com ICls no Hospital de Cancer de Barretos (HCB) ou no A.C. Camargo Cancer
Center (ACCCC) até 31/05/2020 e que apresentavam pelo menos uma avaliacdo radioldgica
de resposta. Amostras de parafina armazenadas foram utilizadas para as andlises dos
biomarcadores. Expressdo de PD-L1 foi avaliada através de imunoistoquimica (anticorpo
22C3, utilizando TPS — tumor proportion score e CPS — combined positive score) por dois
patologistas experientes e através de expressdao de CD274; instabilidade de microssatélite
através de PCR (polymerase chain reaction); infiltrado tumoral inflamatério através de
imunoistoquimica (CD8+, CD25+ e CD68+); e perfis de expressdo génica através do painel
PanCancer 10 360 da plataforma NanoString que é composto por 770 genes relacionados a
resposta imune. RESULTADOS: Foram incluidos 135 pacientes, sendo 100 do HCB e 35 do
ACCCC. A idade mediana ao diagnostico foi de 61 anos. A maioria dos pacientes era do sexo
masculino (57,8%), ECOG-PS 0-1 (88,7%) e tinha histérico de tabagismo (83,6%). A maioria
dos tumores eram estadio clinico 1V (91,9%) e adenocarcinomas (65,1%). Como tratamento,
40,7% receberam imunoterapia paliativa em primeira linha, sendo nivolumabe o

imunoterapico mais utilizado. A taxa de resposta foi de 33,3%, sendo maior dentre aqueles



tratados com combinacdo de imunoterapia e quimioterapia (64,8%). A mediana de
sobrevida pds-inicio da imunoterapia (sobrevida pds-imunoterapia — SPI) foi de 17,8 meses
sendo maior entre os respondedores (p<0,001) e aqueles com PD-L1 positivos (p<0,001). A
mediana de sobrevida livre de progressao foi de 5,5 meses. 56 pacientes foram incluidos na
analise de expressdo de PD-L1 por imunoistoquimica. O coeficiente Kappa referente a
adequacgdo da amostra para a leitura de expressao de PD-L1 foi de 0,82 (95%Cl;0.67-0.97).
Houve alta concordancia entre TPS e CPS (Kappa=0,85) e entre os dois métodos em si
(Kappa=0,94 para TPS e Kappa=0,93 para CPS) quando avaliado por dois patologistas. A
avaliacdo de MSI foi realizada em 79 pacientes e nenhum apresentou alteragdo. Esta analise
foi estendida a uma coorte adicional de casos do HCB totalizando 526 pacientes, sendo
apenas um tumor (0,19%) classificado como tendo alta frequéncia de instabilidade de
microssatélite (MSI-H), o que limitou as analises de associacdo com desfechos clinicos. O
infiltrado tumoral inflamatério foi avaliado em 51 pacientes. As medianas do nimero de
células por mm? foram 37 (CD8+), 15 (CD25+) e 51 (CD68+). N3o houve associacdo entre
concentracdo de nenhuma das trés populagdes celulares e SPI. Também ndo houve
associacdo com o somatério de células CD8+ e CD68+ ou com o escore [(CD8+ +
CD68+)/CD25+]. Apods varios filtros de qualidade, 66 pacientes foram incluidos na andlise de
expressao génica. 14 diferentes assinaturas ja conhecidas foram associadas a maior
sobrevida (/IDO1, PD-L2, Citotoxicity, Cytotoxic Cells, IFN Downstream, CTLA4, PD-L1, TIGIT,
Lymphoid, Immunoproteasome, Exhausted CD8, IFN Gamma, TIS e APM) e uma nova
assinatura genética foi identificada. Essa assinatura é composta por 6 genes representativos
dos componentes imune, tumoral e do microambiente (Lung-tumor signature — LungTSs).
Pacientes com baixo escore de LungTS apresentaram maior sobrevida pds-imunoterapia,
(medianas de 36,0 versus 15,5 meses, p<0,001), maior sobrevida livre de progressao
(medianas de 10,12 versus 4,17 meses, p<0,001) e maior taxa de resposta (57,5% versus
27,2%, p=0,013). Esta assinatura foi validada em uma populagdo independente composta
por 39 pacientes espanhdis portadores de CPCNP tratados com inibidores de checkpoint
imunoldgicos, validando o seu papel preditivo. A analise combinada de expressao de PD-L1 e
o escore LungTs foi capaz de discriminar duas populagdes distintas em relagdo a sobrevida
pés-imunoterapia dentre pacientes PD-L1 positivos. CONCLUSOES: Os resultados clinicos
apresentados por essa coorte sdao semelhantes ao observado na literatura, com sobrevida

prolongada em relacdo aos dados histéricos de tratamento com quimioterapia. MSI-H se



mostrou raro na populacdo com CPCNP ndo sendo util para sele¢cdo de pacientes. Infiltrado
tumoral inflamatério ndao foi capaz de discriminar melhores candidatos a imunoterapia.
Quatorze assinaturas genéticas ja conhecidas foram relacionadas a sobrevida e uma nova
assinatura foi identificada (LungTS). Pacientes com baixo LungTS apresentaram melhores
desfecho clinicos e, em combinacdo com expressao de PD-L1, foi possivel discriminar duas
populac¢des distintas em relagdo a SPI dentre os pacientes PD-L1 positivos. Novos estudos

com essa assinatura sdo desejados.

PALAVRAS-CHAVES: cancer de pulmao de células ndo-pequenas; CPCNP; imunoterapia; anti-
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ABSTRACT

De Marchi P. Efficacy of immune checkpoint inhibitors in advanced non-small cell lung cancer
(NSCLC) treatment and the role of gene expression profiles and other predictive biomarkers

of response. Thesis (Doctor’s degree). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2021.

BRACKGROUND: Immune checkpoint inhibitors (ICls) have improved the treatment outomes
for advanced NSCLC. However, only a small fraction of these patients benefits from this type
of treatment and the only biomarker used in clinical practice (PD-L1 expression) is imperfect,
with both negative and positive patients responding to treatment. The development of new
biomarkers or the combination of biomarkers can be useful in enhance results and reduce
costs. Furthermore, real-world evidence of immunotherapy efficacy in the treatment of
Brazilian’s NSCLC patients is scarce. OBJECTIVES: To evaluate the clinical outcomes of
patients with NSCLC treated with ICls in Brazil and associate them with PD-L1 expression,
microsatellite instability (MSI), tumor infiltrating inflammatory cells, different gene
expression profiles, and the combination of these biomarkers. METHODS: This is a
retrospective cohort study that included advanced NSCLC patients who started palliative
treatment with ICls at Barretos Cancer Hospital (BCH) or AC Camargo Cancer Center (ACCC)
up to 31-May-2020 and who had at least one radiological response assessment. Biomarker
analyses were performed on archival FFPE samples. PD-L1 expression was evaluated by
immunohistochemistry (22C3 antibody, using TPS — tumor proportion score and CPS —
combined positive score) by two experienced pathologists; microsatellite instability by PCR
(polymerase chain reaction); tumor infiltrating inflammatory cells by immunohistochemistry
(CD8+, CD25+ and CD68+); and gene expression profiles by the PanCancer 10 360 panel of
the NanoString platform, which is composed of 770 genes related to the immune response.
RESULTS: The median age at diagnosis was 61 years old. Most patients were male (57.8%),
smokers/former-smokers (83.6%) and had ECOG-PS 0-1 (88.7%). Most tumors were clinical
stage IV (91.9%) and adenocarcinomas (65.1%). As treatment, 40.7% received first-line
palliative immunotherapy, with nivolumab being the most used anti-PD-(L)1. The objective
response rate was 33.3%, being higher among those treated combined immunotherapy and
chemotherapy (64.8%). Median overall survival after immunotherapy start (post-

immunotherapy survival — PIS) was 17.8 months, being higher among responders (p<0.001)



and those with positive PD-L1 tumors (p<0.001). Median progression-free survival (PFS) was
5.5 months. 56 patients were included in the analysis of PD-L1 expression by
immunohistochemistry. Kappa coefficient for adequacy was 0.82 (95%Cl;0.67-0.97). There
was a high agreement between TPS and CPS (K=0.85 for both pathologists) and a high
agreement between pathologists concerning the two methods ((TPS, Kappa=0.94; and CPS,
Kappa=0.93). MSI evaluation was performed in 79 patients and none was considered
positive (MSI-H). This cohort was added to an aditional cohort of patients from BCH, which
evaluated 526 patients in total, with only one case (0.19%) being classified as MSI-H. This
low frequency hampered the association with clinical outcomes. Tumor infiltrating
inflammatory cells was evaluated in 51 patients. The median number of cells per mm? was
37 (CD8+), 15 (CD25+) and 51 (CD68+). There was no association between any of these cell
populations and PIS. There was also no association between the PIS and the sum of CD8+
and CD68+ cells neither with the score [(CD8+ + CD68+)/CD25+]. After several filters 66
patients were included in the gene expression profile analysis. 14 different previously
described signatures were associated with PIS (IDO1, PD-L2, Cytotoxicity, Cytotoxic Cells, IFN
Downstream, CTLA4, PD-L1, TIGIT, Lymphoid, Immunoproteasome, Exhausted CD8, IFN
Gamma, TIS and APM) and we identified a new signature not previously reported composed
of 6 representative of components of immune response, tumor and microenvironment
(lung-tumor signature — LungTS). Patients with low LungTS scores had longer PIS (median
36.0 versus 15.5 months, p<0.001), longer PFS (median 10.12 versus 4.17 months, p<0.001)
and higher objective response rate (57.5% versus 27.2%, p=0.013). This new signature has
been validated in an independent population composed by 39 Spanish NSCLC patients
treated with ICls, which validates its predictive value. The combined analysis of PD-L1
expression and the LungTS score was able to discriminate two distinct populations regarding
PIS among PD-L1 positive patients. CONCLUSION: The clinical outcomes observed in this
cohort are similar to those reported in the literature, with prolonged survival compared to
historical data. MSI-H has been shown to be rare in the NSCLC population and is not useful
for patient selection for immunotherapy. Tumor infiltrating inflammatory cell was not able
to discriminate good candidates for immunotherapy. Fourteen known gene expression
signatures were related to survival and a new signature was identified (LungTS). Patients

with low LungTS score had better clinical outcomes and, in combination with PD-L1



expression, it was possible to discriminate two distinct populations in relation to PIS among

PD-L1 positive patients. New studies with this signature are desired.

KEYWORDS: non-small cell lung cancer; NSCLC; immunotherapy; anti-PD-(L)1; anti-CTLA-4;
microssatellite instability; MSI; PD-L1; TPS; CPS; tumor infiltrating inflammatory cells; gene

expression profile; GEP; TIS; Gama interferon; lung-tumor signature; LungTS



1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de pulmao

No mundo, sdo diagnosticados cerca de 18,1 milhGes de novos casos de cancer
anualmente, excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Destes, 2,2 milhdes sdo
cancer de pulm3o, sendo o segundo cadncer mais incidente no mundol. A variacdo
internacional nas taxas e tendéncias do cancer de pulmdo reflete em grande parte a
realidade da epidemia do tabaco em cada regido, e devido a sua alta letalidade (a proporgdo
global mortalidade/incidéncia é de 0,87), os padrdes de mortalidade sdo semelhantes aos de
incidéncia?. O cancer de pulm3o é a causa mais comum de morte por cancer, sendo
responsavel por quase uma em cada cinco mortes (1,8 milhdo de mortes, 18% do total)?.

Para o Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima, para cada ano do triénio
2020-2022, 17.760 casos novos de cancer de pulmdo em homens (terceiro mais incidente) e
12.440 em mulheres (quarto mais incidente). Esses valores correspondem a um risco
estimado de 16,99 casos novos a cada 100 mil homens e 11,56 para cada 100 mil mulheres3.
Entre os anos de 1974 e 2004 a mortalidade por cdncer de pulmdo no pais aumentou de
10,6 para 31,1 mortes por 100.000 homens, e de 3,0 para 5,4 mortes por 100.000 mulheres?.

Historicamente, de acordo com padrdes histolégicos, o cancer de pulmdo é
classificado em dois grandes grupos: o cancer de pulmao de células ndo-pequenas (CPCNP),
que corresponde a 85% dos casos; e o cancer de pulmao de células pequenas (CPCP), que
corresponde a 15% do total> 6. O CPCNP é subdividido em adenocarcinoma, carcinoma
escamoso e o carcinoma de grandes células, além de variantes menos comuns (carcinoma
adenoescamoso, adenoide cistico, etc.)’.

O subtipo mais comum de cancer de pulmado é o adenocarcinoma, compreendendo
cerca de 40% de todos os casos’. Tem origem a partir das células alveolares tipo Il, que
secretam surfactante e outras substancias> ®. Ele tende a ocorrer na periferia dos pulmdes, o
gue pode se dever a presenca dos filtros nos cigarros de papel, que previne a inalacdo de
particulas grandes e leva a uma inalagdo mais profunda da fumaca do cigarro® & °.
Comparado a outros tipos de cancer de pulmao, o adenocarcinoma tende a crescer mais
devagar e é o tipo histolégico mais frequente entre os tumores diagnosticados em estadios

iniciais®. O carcinoma de células escamosas compreende 25-30% de todos os casos de cancer



de pulm3o’. Tem origem a partir das células basais do epitélio das vias aéreas e estd
fortemente relacionado com o tabagismo?°. Ja o carcinoma de grandes células corresponde
a 5-10% dos casos, sendo um diagndstico de exclusdo (auséncia de morfologia ou
imunofendtipo caracteristico de carcinoma epidermdide, adenocarcinoma ou carcinoma
neuroenddcrino)’. Mais frequentemente se localiza em regides centrais dos pulmdes e estd
fortemente relacionado a altas cargas tabagicas® 1.

Quanto ao estadiamento a maioria dos casos de cancer de pulmdo apresenta-se em
estadios avangados ao diagndstico, sendo que 55% ja sdao metastaticos. Neste contexto, os
pacientes sdo tratados em carater paliativo, sendo a expectativa de sobrevida em 5 anos em
torno de apenas 5%*2.

O tratamento da doenc¢a metastatica vem evoluindo significativamente ao longo dos
ultimos anos. Apenas na década de 1990 houve comprovacdo do beneficio da quimioterapia
em relacdo a sobrevida global. Duas meta-andlises demonstraram aumento relativo de cerca
de 10% em 1 ano para aqueles pacientes tratado com quimioterapia®® 4. A partir de ent3o
varios estudos compararam diferentes esquemas de quimioterapia com intencado de definir
o padrdo de tratamento em primeira linha. Em 2002, foram publicados os resultados de um
ensaio clinico de fase Ill do grupo ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), que
estabeleceu os esquemas de quimioterapia de terceira geracao baseados em platina (platina
com taxano ou platina com gencitabina) como terapias padrdes, ndo havendo diferenca
entre eles em relacdo a sobrevida global.*®

Em 2006, pela primeira vez, foi observada sobrevida mediana maior que 1 ano, com a
adicdo de bevacizumabe (anti-VEGFA), primeiro anticorpo monoclonal aprovado para o
tratamento de cancer de pulmdo a quimioterapia em pacientes com histologia nao
escamosa.® Pemetrexede, um agente anti-folato, foi o Ultimo agente citotdxico aprovado no
Brasil, em combinacdo com platina, apds um estudo de fase Ill de ndo inferioridade
demonstrar similar eficdcia e menor toxicidade quando comparado ao esquema com
cisplatina e gencitabina. Dentre os pacientes com histologia ndo-escamosa houve ainda
ganho de sobrevida a favor do esquema de pemetrexede combinado a um sal platina,
tornando-se um padrdo de tratamento para essa histologia'’.

Atualmente, a classificacdo histolégica ndo é mais suficiente para se tracar um plano
terapéutico, principalmente para aqueles pacientes com doenga avangada (tratamento

sistémico paliativo). Com o advento da medicina personalizada faz-se necessario também



uma classificacdo molecular que tem por inten¢do identificar mutacdes relacionadas a
oncogénese para as quais hd terapias-alvo disponiveis. O perfil molecular é variavel
conforme a histologia (Figura 1), havendo terapias-alvo ja estabelecidas e aprovadas em
diferentes agéncias regulatérias para pacientes com mutagdes em genes como EGFR
(gefitinibe, erlotinibe, afatinibe, dacomitinibe e osimertinibe), ALK (crizotinibe, ceritinibe,
alectinibe, brigatinibe, ensartinibe e lorlatinibe), ROS1 (crizotinibe e entrectinibe), NTRK
(larotrectinibe e entrectinibe), BRAF (dabrafenibe combinado a trametinibe), MET

(capmatinibe e tepotinibe) e RET (selpercatinibe e pralsetinibe)!® 1°,

Histological subtyping of Molecular subtyping of AdC

NSCLC: 5qCC versus AdC

[l KRAS mutation 25%

M EGFR mutation 10%

W ALK fusion 4%

M ROS1 fusion 1.9%

M RET fusion 0.9%

BINTRK1 fusion 1%

W HER2 mutation 3%

M BRAF mutation 3%
PI3KCA mutation 2%

W HRAS mutation 1%

B NRAS mutation 1%
AKT mutation 1.1%

SqCC 34% MET exon 14 mutation 3%

MAP3K1 mutation 1%

Unknown 42%

Others 11%

Molecular subtyping of SqCC

M FGFR1 amplification 22%
M DDRZ? mutation 4%

M PI3KCA amplification 33%
B MET amplification 5%

B MET mutation 1%

W BRAF mutation 2%

M Dthers or unknown 33%

Figura 1 - Subtipos histoldgicos e moleculares do cancer de pulmao de células ndo pequenas

(CPCNP). SqCC: carcinoma de células escamosas; AdC: adenocarcinoma.?°

O estudo IPASS foi um estudo asiatico de fase lll, de ndo inferioridade que comparou
gefitinibe (inibidor de tirosina quinase anti-EGFR — epidermal growth factor receptor) a
carboplatina + paclitaxel em primeira linha de tratamento em populacdo selecionada de

acordo com caracteristicas clinicas (ndo tabagistas ou tabagistas leves — até 100 cigarros ao



longo da vida). Foram randomizados 1.217 pacientes, sendo um estudo positivo - gefitinibe
se mostrou nao inferior a quimioterapia em relagdo a sobrevida livre de progressao (hazard
ratio 0,74; 95% Cl, 0,65 - 0.85; P<0,001), desfecho primario do estudo. Esse estudo marca o
inicio da era da terapia-alvo no tratamento do cancer de pulmao, ndo pelo resultado de seu
desfecho primario, mas sim pela analise pré-planejada de pacientes portadores de mutacoes
no gene EGFR (dele¢Ges no éxon 19 ou a mutagdo pontual L858R no éxon 21). Do total, 437
pacientes foram testados, sendo que 261 (59,7%) eram portadores de tumores com
mutac¢bes ativadoras no gene EGFR. Neste subgrupo a sobrevida livre de progressao (SLP) foi
significativamente maior nos pacientes que receberam gefitinibe (hazard ratio 0,48; 95% Cl,
0,36 —0,64; P<0,001), enquanto no subgrupo de 176 pacientes com tumores sem mutacao, a
SLP foi significativamente maior para aqueles que receberam quimioterapia com
carboplatina + paclitaxel (hazard ratio 2,85; 95% Cl, 2,05 to 3,98; P<0,001). Nos anos a
seguir, outros agentes anti-EGFR de primeira?! e segunda??2* gera¢do também se mostraram
mais eficazes do que quimioterapia no tratamento da doenca.

Apesar da terapia com inibidores de tirosina-quinase (TKI — tirosine kinase inhibitor)
anti-EGFR de primeira e segunda geracdo ter demonstrado altas taxas de resposta e
aumento de SLP em compara¢ao com quimioterapia baseada em platina, o desenvolvimento
de resisténcia é inevitdvel, limitando a mediana de SLP a cerca de 10-13 meses?>. Existem
varios mecanismos de resisténcia ja identificados sendo o principal o desenvolvimento da
mutacdo p.T790M no éxon 20 do gene EGFR - responsavel por 50-60% dos casos?®. Em
fevereiro de 2017 foram publicados os resultados do estudo AURA 3%’ que comparou
osimertinibe (TKI anti-EGFR de terceira geracdo) a quimioterapia baseada em platina, em
segunda linha de tratamento naqueles pacientes EGFR p.T790M positivos. A SLP foi
significativamente maior com osimertinibe (mediana 10,1 versus 4,4 meses; HR 0,3; 95% Cl,
0,23 -0,41; P<0,001) além de ter demonstrado maior taxa de resposta (71% versus 31%; OR
5,39; 95% Cl, 3,47 — 8,48; P<0,001). Tais resultados estabeleceram osimertinibe como o novo
padrdo de tratamento em pacientes com tumores EGFR p.T790M positivos. Para a maioria
dos casos EGFR p.T790M negativos a Unica opcdo é a quimioterapia. Mais recentemente, o
osimertinibe se tornou o padrdo de tratamento em primeira linha apds o ensaio clinico de
fase lll FLAURA demonstrar ganho de sobrevida quando comparado a inibidores de primeira
geracao (sobrevida global mediana 38,6 meses versus 31,8 meses; HR 0,80; 95,05% Cl, 0,64
to 1,00; P=0,046)%.



Outro avanco de suma importancia foi o desenvolvimento dos TKlIs anti-ALK
(anaplastic lymphoma kinase). O primeiro deles foi o crizotinibe que foi comparado em
primeira linha com quimioterapia a base de platina em um ensaio clinico de fase Ill chamado
PROFILE 1014. Nesse estudo, 313 pacientes com CPCNP com rearranjo do gene ALK foram
randomizados para receber crizotinibe ou platina + pemetrexede. A SLP foi
significativamente maior no brago tratado com crizotinibe (mediana 10,9 meses versus 7,0
meses; HR 0,45; 95% IC 0,35-0,60; P<0,001), assim como a taxa de resposta (74% versus
45%; P<0,001)?°. Inibidores ALK de nova geracdo, nos anos a seguir, mostraram-se eficazes
apos falha ao crizotinibe (ceritinibe30, alectinibe3?!, brigatinibe3? e ensartinibe33), sendo a
maioria inclusive melhores que crizotinibe em primeira linha de tratamento (alectinibe343¢,
brigatinibe®’, ensartinibe3® e lorlatinibe3®). Embora ainda ndo esteja claro qual a melhor
sequéncia de tratamento para os tumores com rearranjo de ALK, pacientes que recebem
pelo menos 2 linhas de terapia anti-ALK apresentam as maiores sobrevidas ja vistas em
cancer de pulm3o metastético, superando 49 meses (mediana ainda n3o alcancada)*® 4%,

Os demais alvos (ROS1, BRAF, MET, RET, NTRK) para os quais ja ha aprovacgdes
terapéuticas por alguma agéncia regulatéria sdo pouco frequentes, o que limita a realizacao
de ensaios clinicos randomizados de fase Ill. Assim, essas aprova¢des foram baseadas em
estudos menores que envolveram ou ndo outros tumores sdélidos com alteragdes
moleculares em comum**>°, O advento dessas drogas-alvo é o principal responsével pelo
aumento de sobrevida observado em CPCNP nos Estados Unidos da América (EUA). A
sobrevida cancer-especifica em 2 anos do CPCNP aumentou de 26% entre os homens
diagnosticados em 2001 para 35% entre aqueles diagnosticados em 2014. Padrdes
semelhantes foram encontrados entre mulheres®?.

O ano de 2015 marca o inicio de uma nova era terapéutica para o CPCNP que veio
juntar-se a terapia-alvo. A imunoterapia, representada pelos inibidores de checkpoints
imunolégicos, vem alcangando importantes resultados e revolucionando o tratamento tanto
de pacientes com doenga avangada quanto, mais recentemente, de pacientes com

estadiamento mais precoce (estadio Il irressecdvel) com sera discutido a seguir.



1.2 Uma breve histdria da imunoterapia no tratamento do cancer

1.2.1 O comeco

Em 1891, um jovem cirurgidao chamado William Bradley Coley, hoje conhecido
como “pai da imunoterapia”, assombrado pela morte de uma de suas primeiras pacientes
por um sarcoma metastdtico, iniciou sua pesquisa em busca de potenciais curas para o
cancer. Coley encontrou 47 relatos de casos de pacientes com cancer que pareciam ter
alcancado remissdo espontaneas apods seus portadores desenvolverem uma doencga
infecciosa. O que chamou mais a atencao de Coley foi a relagdo entre erisipela, uma infeccao
de pele causada por estreptococos, e remissdes de sarcomas de tecidos moles. Sua pesquisa
também encontrou relatos anedéticos de cirurgides do século XVIII que descreveram taxas
de cura oncoldgica superiores a 80% entre pacientes que foram amputados, desenvolveram
algum tipo de infec¢do e sobreviveram a ela.>?

Quando Coley comecou a injetar Streptococcus pyogenes (causador da erisipela)
em seus pacientes com cancer, ele encontrou algumas dificuldades. Inexplicavelmente era
muito dificil induzir erisipela na maioria dos pacientes, e quando a infec¢do se instalava era
muito dificil curar os pacientes da doenca estreptocdcica invasiva.>?

Em 1893, apdés a morte de dois pacientes por septicemia, Coley iniciou uma
segunda etapa em sua pesquisa com uma mistura de S. pyogenes e Serratia marcescens
inativadas através de calor. Essa fortuita combinacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas possuia uma ampla gama de propriedades imunoestimuladoras, o que permitiu
que Coley obtivesse respostas como remissdes completas durdveis em varios tipos de
neoplasias malignas como sarcomas, linfomas e carcinomas testiculares. Apesar de algum
sucesso, a falta de um mecanismo de acdo conhecido para as "toxinas de Coley" e os riscos
de se infectar deliberadamente pacientes com cancer, fizeram com que os oncologistas

adotassem a cirurgia e a radioterapia como tratamentos padrdes no inicio do século XX>2.

1.2.2 A hipétese da imunovigilancia do cancer

Paul Ehrlich (1854 - 1915) foi um dos primeiros a conceber a ideia de que o sistema

imunoldgico poderia impedir o desenvolvimento de carcinomas. No entanto, a ideia de



controle imune de doenca neoplasica ndo foi valorizada até que houvesse maturacao do
campo em desenvolvimento da imunologia, em meados do século XX.>3 Na década de 1950,
o trabalho de Peter B. Medawar esclareceu o papel critico dos componentes celulares da
imunidade na mediacdo da rejeicdo do aloenxerto®*. Este trabalho levantava duvidas em
relacao a existéncia de antigenos tumorais. Especificamente, embora houvesse aceitagdo de
gue a resposta imune era capaz de reconhecer e destruir tumores transplantados em
camundongos, logo ficou claro que o mecanismo subjacente era uma rejeicdao de aloenxerto
em vez de rejei¢do especifica do tumor.

Posteriormente, utilizando-se ratos endogamicos pbéde-se demonstrar que os
tumores eram imunologicamente distintos das células normais. A demonstracdo de que
camundongos poderiam ser imunizados contra transplantes de tumores singénicos
estabeleceu a existéncia de "antigenos especificos de tumores">% 3> %6, pedra angular na
hipétese da imunovigilancia do cancer. Claramente ndo poderia haver imunovigilancia
tumoral se ndo houvesse estruturas distintas nas células tumorais que pudessem ser
reconhecidas pelo sistema imunoldgico. Essas descobertas emergentes foram incorporadas
a hipétese formal de "imunovigilancia do cancer" proposta por Sir Frank Macfarlane Burnet
e Lewis Thomas. Em 1957, Burnet declarou: “Ndo é inconcebivel que pequenos acumulos de
células tumorais possam se desenvolver e que devido a posse de novas potencialidades
antigénicas, provoquem uma rea¢do imunoldgica efetiva com resultante regresséo do tumor
e nenhuma dica clinica de sua existéncia.”>3 >’

Aproximadamente na mesma época, Thomas sugeriu que a funcdo primaria da
imunidade celular ndo era de fato promover a rejeicao do aloenxerto, mas sim proteger das
doencas neopldsicas, mantendo assim a homeostase dos tecidos em organismos
multicelulares complexos. Essas especulacdes formaram a estrutura evolutiva que resultou
em um desenvolvimento do conceito de imunovigilancia, que foi assim definido por Burnet:
“Em animais grandes e longevos, como a maioria dos vertebrados de sangue quente, as
mudancas genéticas hereditdrias devem ser comuns em células somdticas e uma proporg¢éo
dessas mudangas representard um passo em direcdo @ malignidade. E uma necessidade
evolutiva que deva haver algum mecanismo para eliminar ou inativar essas células mutantes
potencialmente perigosas e postula-se que esse mecanismo é de cardter imunoldgico.”
Tanto Burnet quanto Thomas especularam que os linfécitos atuavam como

sentinelas no reconhecimento e eliminacdo de células imunologicamente estranhas ao



individuo®® >, A hipdtese da imunovigilancia, no entanto, foi abandonada pouco depois
devido a auséncia de evidéncias experimentais que sustentassem o conceito e sO

recentemente foi retomada frente a novas evidéncias.

1.2.3 BCG (Bacille Calmette-Guérin) intravesical

A estratégia de usar bactérias atenuadas para tratar neoplasias malignas ressurgiu
em 1976 quando um ensaio clinico foi conduzido para testar o uso da vacina contra a
tuberculose Bacille Calmette-Guérin (BCG), como meio de prevenir a recorréncia de cancer
de bexiga sem invasdo muscular.®® O tratamento e a profilaxia do cancer superficial de
bexiga vinha sendo tratado durante muitos anos com a instilacdo intravesical de agentes
oncoliticos como tiotepa (trietilenefosforamida)®, epody! (éter-trietilenoglicol-dimetil)®* e
Yttrium-90°2. A localizac3o, a histdria natural dessas neoplasias e a facil acessibilidade da
bexiga tornavam praticas essas estratégias.>?
A antigenicidade dos tumores de bexiga jd havia sido demonstrada na década de
7083 64 sugerindo que a imunoterapia poderia ser Gtil na erradicacdo dos tumores n3o
invasivos de bexiga. O sucesso do tratamento com BCG dependia de varios fatores:
habilidade de se desenvolver resposta imune aos antigenos micobacterianos, contato
préximo entre o bacilo e o tumor, baixo volume tumoral e auséncia de eventos adversos
sistémicos. Tumores ndo invasivos de bexiga pareceram ideais para se testar essa
estratégia®®. Em 1976 foi publicado o primeiro estudo clinico avaliando BCG intravesical em
portadores de cancer de bexiga totalmente ou parcialmente ressecado®. Desde ent3o vérios
outros estudos foram realizados, sendo a BCG intravesical utilizada até os dias atuais. Sua

eficadcia é comprovada por quatro metanalises®>68

, 0 que suporta sua indicacdo como
profilaxia de recorréncia tumoral nos principais guidelines de tratamento do cancer de
bexiga®. Esse sucesso deixou claro o potencial efeito terapéutico de agente imunoterdapicos

e a necessidade de se aprofundar os conhecimentos na area.

1.2.4 Citocinas

Citocina é uma designacdo genérica de certas substancias produzidas por células do
sistema imune e que apresentam funcdo imunorregulatdria. A definicdo de uma citocina

como um fator soluvel produzido por uma célula e com atuacdo em outra célula, para



provocar uma mudanca na funcdo da célula-alvo, foi baseada no sistema enddcrino. De certa
forma, pode-se considerar as citocinas como os "hormonios" das respostas imunes e
inflamatdrias. No entanto, existem algumas propriedades das citocinas que escapam a esta
definicdo. Por exemplo, os horménios sdo o principal produto de um tecido ou célula
especifica, enquanto as citocinas sdao produtos da maioria das células. Mais importante
ainda, em uma base molar, as citocinas sdo muito mais potentes que os horménios’®.

Hoje, o termo "citocina" abrange os interferons, as interleucinas, as quimiocinas, os
fatores de crescimento mesenquimais, a familia dos fatores de necrose tumoral e as
adipocinas. Dentre esses, o interferon (IFN) e a interleucina-2 (IL-2) sdo utilizados como

imunoterapia contra o cancer’®.

1.2.5 Interferon (IFN)

Na década de 1950, Isaacs e Lindenmann estudavam a “interferéncia viral”, que se
refere a inibicdo do crescimento do virus causada pela exposicdo prévia das células a um
virus ativo ou a um virus inativado pelo calor. Seus experimentos revelaram que essa
interferéncia era mediada por uma proteina liberada pelas células previamente expostas ao
virus. Seus resultados foram publicados em 1957, nomeando como “interferon” o fator
antiviral que tinham descoberto’’.

Na década de 1970, e pela primeira vez, o interferon pode ser isolado a partir do
buffy coat de sangue centrifugado, e permitiu a realizacdo dos primeiros ensaios clinicos
como terapia adjuvante para osteossarcoma.’? S3o varios 0s mecanismos de acdo
responsaveis pela atividade anticancerigena do interferon: indug¢ao de enzimas que resultam
em efeito citostatico, estimulacdo de células natural killer (NK), estimulo a expressdo do
receptor Fc e de antigeno tumoral, estimulo a diferenciacdo e atividade das células imunes
do hospedeiro, e imunomodulacdo de células T e células dendriticas.”? 73

Embora o uso dos interferons em oncologia tenha diminuido bastante nos udltimos
anos, podem ainda ser utilizados no tratamento de alguns tumores como melanoma
maligno, cancer de rim, sarcoma de Kaposi, além de algumas desordens

mieloproliferativas.’
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1.2.6 Interlecina-2 (IL-2)

Em 1976, Morgan e colaboradores descreveram, pela primeira vez, um sistema que
permitia que as células T fossem cultivadas in vitro em que células normais da medula éssea
humana foram cultivadas em meio condicionado obtido a partir de linfécitos estimulados
com fito-hemaglutinina.”> No entanto, o fator de crescimento das células T, interleucina-2
(IL-2), s6 foi isolado em 1979, a partir de células de ratos, e, em 1980, a partir de células
humanas.’®

A utilizacdo de IL-2 como agente imunoterapico mostrou-se eficaz quando
administrada a doentes com neoplasias metastaticas, através do aumento da producdo de
células T. O FDA aprovou o uso deste agente imunoterdpico em pacientes com cancer de rim
em 1991 e para melanoma em 1998.77 No entanto, nos Ultimos anos vem caindo em desuso
devido ao advento dos inibidores de checkpoints imunolégicos - imunoterdpicos mais

modernos, mais eficazes e com menos efeitos adversos.

1.2.7 Anticorpos monoclonais

“E possivel hibridizar células produtoras de anticorpos de origens diversas. Esses
hibridos podem ser cultivados in vitro, em grandes quantidades e fornecer anticorpos
especificos, o que poderia ter importéncia na medicina e na industria” (Kéhler & Milstein,
1975).787°

No ano de 1975, os médicos imunologistas Georges Jean Franz Kéhler (alemao) e
César Miilstein (argentino) desenvolveram uma técnica de fusdo entre linfécitos B
imunizados e células de mieloma. O produto dessa fusdo foi nomeado “hibridoma” e
permitiu a producdo especifica de um anticorpo especifico (anticorpo monoclonal) desejado
em grandes quantidades. Tal desenvolvimento valeu a eles o prémio Nobel de Medicina de
19847°, A preparacdo de hibridomas constitui um marco na imunoquimica pois permitiu a
substituicdo dos anticorpos policlonais por monoclonais e contribuiu para uma melhor
compreensao de diversos processos imunes, o que viabilizou a manipulacdo in vitro de
anticorpos’®.

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais com especificidade definida e
disponibilidade ilimitada, reviveu o interesse da comunidade cientifica na sua aplicacdo

como forma de terapia contra o cancer. Pesquisas sobre terapias baseadas em anticorpos
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levaram ao desenvolvimento do rituximabe, que se liga ao CD20 na superficie das células B,
permitindo sua eliminag¢dao por células NK. Em 1997, o FDA aprovou o rituximabe como
primeiro anticorpo monoclonal para o tratamento de um cancer, o linfoma nao-Hodgkin de
células B.””-7®

Hoje em dia, existem dezenas de anticorpos monoclonais aprovados para
tratamento contra do cancer, nas mais diferentes agéncias regulatérias e para inUmeras

indicacdOes. Entre eles, os inibidores de checkpoints imunoldgicos.

1.2.8 Vacinas terapéuticas

Diferente das vacinas tradicionais, que sdo administradas a individuos saudaveis, as
vacinas terapéuticas para o cancer sdao administradas com inten¢do de erradicar as células
cancerosas através da ativacdo do sistema imune do paciente®. Os vdrios mecanismos
imunes ativados pela vacinagdo terapéutica, em teoria, atacam e destroem especificamente
as células cancerosas poupando as células normais. Assim, as vacinas terapéuticas contra o
cancer, em principio, podem ser utilizadas para inibir o crescimento adicional de tumores
avancados ou recidivados refratarios a terapias convencionais, como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia.®!

Com base no seu formato e conteldo, as vacinas terapéuticas podem ser
classificadas em diferentes categorias: vacinas celulares (células tumorais ou imunes),
vacinas proteicas e vacinas genéticas (DNA, RNA e virus). As vacinas tumorais autdlogas
(preparadas usando células tumorais derivadas do paciente) foram as primeiras a serem
testadas®?. Nessa técnica, células tumorais do individuo s3o irradiadas, combinadas a um
adjuvante imunoestimulador (por exemplo, BCG) e administradas ao préprio paciente.83-86

Foram testadas em vdrios tipos de cancer, incluindo cancer de pulm3o2438 cancer

92-94 95-97

colorretal®* 8991 melanoma®*°*, cancer de rim e cancer de prdstata.®3 Uma vantagem
importante de vacinas de células tumorais é o seu potencial para apresentar todo o espectro
de antigenos do tumor ao sistema imunoldgico do paciente. No entanto, a preparacao de
vacinas de células tumorais autdlogas requer grande quantidade de amostra tumoral, o que
limita sua utilizacdo.8!

Apesar dos considerdveis esforgos para se desenvolver essas vacinas, os resultados

tém sido desencorajadores ha décadas. Apenas recentemente, com o0s avan¢os na
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imunologia, péde-se comprovar clinicamente o conceito da vacina terapéutica contra o
cancer. Sipuleucel-T, uma vacina baseada em células dendriticas, foi a primeira vacina
terapéutica a demonstrar aumento de sobrevida em pacientes com cancer de prdstata

horménio refratario, sendo a Unica vacina aprovada pelo FDA3% 9899,

1.2.9 Inibidores de checkpoints imunoldgicos (ICls)

Os inibidores de checkpoint imunoldgicos tém como alvo proteinas de superficie
encontradas em vdrios tipos de células, incluindo células imunes e tumorais. Essas proteinas
estdo relacionadas a uma infinidade de vias de sinaliza¢do inibitérias do sistema imune que
sdo fundamentais para manter a auto-tolerancia, ou seja, prevenir autoimunidade. Para isso,
modulam a dura¢do e a amplitude das respostas fisiolégicas imunes nos tecidos imunes
centrais e periféricos, a fim de minimizar danos colaterais. Estad claro hoje em dia que os
tumores sdao capazes de utilizar essas vias como mecanismo de escape ao sistema imune.
Considerando-se que muitos dos checkpoints imunes sdo ativados a partir da interacdo entre
um ligante e um receptor, eles podem ser facilmente bloqueados por anticorpos ou
modulados por formas recombinantes de ligantes ou receptores.'®

Dentre os imunoterdpicos antineoplasicos, os inibidores de checkpoints
imunoldgicos (ICls) sdo, no momento, os mais eficazes e vém revolucionando o tratamento
do cancer desde a primeira aprovacdo em 2011 do ipilimumabe, um anticorpo anti- (CTLA-4,
gue promoveu aumento de sobrevida de pacientes com melanoma metastatico previamente
tratados'?®. O tratamento com essas drogas envolve, atualmente, a utilizacdo de anticorpos
contra o antigeno 4 de linfécitos T citotdxicos (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 - CTLA-4),
contra a proteina de morte celular programada 1 (Programmed Death 1 - PD-1) ou seu
ligante (Programmed Death Ligand 1 - PD-L1). Embora ambas as vias de sinalizacdo, a partir
da ativacdo CTLA-4 e PD-(L)1, levem a inibicdo do linfécito, ha uma série de diferencas entre

elas - Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais diferengas entre as vias de sinalizagao a partir da ativagao CTLA4 e PD-

(L)1

CTLA4

PD-(L1)

Modula expansdo a ativagdo de células
T durante fase precoce de ativag¢do das
células T?00

Ativagcdo ocorre na fase inicial de
resposta das células T através da
associagdo com ligantes das células
apresentadoras de antigeno dentro dos
linfonodos192

Inibe ativacdo AKT mas ndo interfere
na atividade de PI3K3103

Expresso nas células T10°

Dois ligantes (B7-1; B7-2)%°

Ligantes encontrados nas células
apresentadoras de antigenos, incluindo
células dendriticas, macréfagos, e
células B ativadas'®

Modula fungdes das células T no tecido
periférico para suprimir resposta auto-
imunel%

Ativacdo ocorre na fase efetora de
resposta das células T através da
associagdo com ligantes das células
tumorais ou do microambiente tumoral
no tecido periférico!%0 102

Inibe atividade PI3K e
atividade de Akt'03

diminui
Exprresso em varias células, do sistema

imune ou ndo, incluindo células T1°2

Dois ligantes (PD-L1; PD-L2)0°

Ligantes encontrados no tumor, nas
células imunes, e tecido normal em
menor propor¢iol??

Com a inibicdo de vias inibitdrias esses farmacos modulam a interagdo entre células

apresentadoras de antigenos e linfécitos T (nos drgdos linfoides secundarios e estruturas

linfoides terciarias), e células tumorais ou células do microambiente tumoral com linfécitos T

(no microambiente tumoral), restaurando a funcdo dos linfécitos T que se encontram em

estado de exaust3o (Figura 2)9°.
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Linfonodos Micro-ambiente tumoral

Atlva;ao
(citocinas, lise, proliferagdo,
migragdo para o tumor)

dendritica

CTLA-4 pathway PD-1 pathway
(Blogueio com anti-CTLA-4) (Bloqueio com anti-PD-1/PD-L1)

Figura 2 — Mecanismo de acdo das drogas anti-CTLA4 e anti-PD-(L)1. A esquerda da figura
nota-se o bloqueio com anti-CTLA4 inibindo a intera¢do entre a célula dendritica e a célula T,
dentro do linfonodo. A direita da figura nota-se o bloqueio com anti-PD-(L)1 inibindo a
interacdo entre a célula T e a célula tumoral, no microambiente tumoral. CTLA-4 = cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4; MHC = major histocompatibility complex; PD-1 =
programmed death-1; PD-L1 = programmed death ligand 1; TCR = T-cell receptor. Figura
adaptada.%®

13 Inibidores de checkpoints imunolégicos (ICl) no tratamento do cancer de pulmao

avangado

1.3.1 ICl como segunda linha de tratamento

O ano de 2015 marca o inicio da era da imunoterapia no tratamento do cancer de
pulmdo com a publicacdo dos resultados de dois ensaios clinicos de fase Ill demonstrando
superioridade do nivolumabe (anticorpo monoclonal anti-PD-1) em relacdo a quimioterapia
como segunda linha de tratamento. O primeiro estudo, CheckMate 0177, comparou
nivolumabe versus docetaxel em portadores de carcinoma de células escamosas de pulmao,
demonstrando aumento de sobrevida global, mediana de 9,2 versus 6,0 meses (HR 0,59;
IC95%, 0,44-0,79; p<0,001), e melhor taxa de resposta, 20% versus 9% (p=0,008) a favor do
grupo tratado com nivolumabe. Nesse estudo avaliou-se a porcentagem de células tumorais
com expressdo de PD-L1 (TPS — tumor proportion score), ndo havendo clara associacdo com

resposta. Mesmo no subgrupo de pacientes com PD-L1 <1% houve maior sobrevida no brago
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tratado com nivolumabe (HR 0,58; IC95%; 0,37-0,92).

O segundo estudo, CheckMate 057'%, teve o mesmo desenho que o primeiro, no
entanto incluiu portadores de CPCNP ndao-escamoso. A sobrevida global mediana foi de 12,2
meses no brago de nivolumabe e 9,4 meses no brago de docetaxel (HR 0,73; 1C95%, 0,59-
0,89; p=0,002). A taxa de resposta também foi melhor com nivolumabe 19% versus 8%.
Quanto a expressdao de PD-L1, apesar de nao ter havido diferenca em relagdo a sobrevida
global no grupo de pacientes com PD-L1 <1%, observou-se maior beneficio quanto maior sua
expressao (PD-L1 21%, HR 0,59; PD-L1 25%, HR 0,43; PD-L1 >10%, HR 0,40). A taxa de
sobrevida em 5 anos combinada desses dois estudos foi recentemente apresentada e
continua demonstrando beneficio a favor do tratamento com nivolumabe: 13,4% versus
2,6%1,

Pembrolizumabe foi o segundo anticorpo monoclonal anti-PD-1 a demonstrar
aumento de sobrevida em segunda linha de tratamento em portadores de cancer de pulmao
de células ndo-pequenas metastaticos. O estudo de fase 1I/11l Keynote-010 randomizou 1.034
pacientes: 345 deles foram alocados para receber pembrolizumabe 2mg/kg, 346 para
receber pembrolizumabe 10mg/kg e 343 para receber docetaxel. Foram incluidos apenas
pacientes com tumores apresentando expressdo de PD-L1>1% (diferente dos estudos
CheckMate que incluiram pacientes independentemente de qualquer biomarcador).
Observou-se maior sobrevida mediana entre pacientes tratados com pembrolizumabe - 10,4
meses (2mg/kg) e 12,7 meses (10mg/kg) - versus 8,5 meses para aqueles tratados com
docetaxel. Para o subgrupo de pacientes com hiperexpressao de PD-L1 (250%) o aumento de
sobrevida foi ainda mais expressivo em relagdo a quimioterapia: pembrolizumabe 2mg/kg
(mediana 14,9 versus 8,2 meses; HR 0,54; 1C95%; 0,38—0,77; p=0,0002) e pembrolizumabe
10mg/kg (17,3 versus 8,2 meses; HR 0,50; 1C95%; 0,36-0,70; p<0,0001)!°. A taxa de
sobrevida em 5 anos foi de 15,6% versus 6,5% a favor de pembrolizumabe. Entre aqueles
com expressdo de PD-L1 >50% essa taxa foi de 25%*1.

Atezolizumabe foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-PD-L1 a demonstrar
aumento de sobrevida quando comparado a quimioterapia em segunda linha de tratamento
em pacientes portadores de cancer de pulmao de células ndo-pequenas. O estudo de fase |l
OAK randomizou 425 pacientes para receberem atezolizumabe na dose fixa de 1.200mg a
cada 3 semanas e 425 pacientes para receberem docetaxel. A sobrevida global foi

significativamente maior no grupo de pacientes tratado com imunoterapia, mediana de 13,8
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versus 9,6 meses (HR 0,73; 1C95%, 0,62-0,87; p=0,0003). Embora para a andlise de expressdo
de PD-L1 tenha sido utilizada metodologia distinta dos estudos anteriores (nesse estudo foi
considerado o numero tanto células tumorais quanto células inflamatdrias por drea de
tumor) todos os subgrupos apresentaram maior sobrevida com atezolizumabe, inclusive o
subgrupo com menor expressdo de PD-L1'12, A taxa de sobrevida em 4 anos foi de 15,5%
com atezolizumabe e 8,5% com docetaxel!3.

Tislelizumabe e sintilimabe (apenas carcinoma escamoso) sdo outros dois agentes
anti-PD-1 que foram comparados a docetaxel em estudos de fase Ill e que também

demonstraram ganho em sobrevida global. Ambos incluiram apenas pacientes asiaticos'%

115

1.3.2 ICl como primeira linha de tratamento

1.3.2.1Tumores com alta expressdo de PD-L1

Considerando as melhores taxas de respostas entre pacientes com alta expressao
de PD-L1 nos estudos de segunda linha, pelo menos trés estudos de fase Ill compararam ICl
e quimioterapia em primeira linha de tratamento, especificamente nessa populagdo e
demonstraram ganho de sobrevida.

O estudo Keynote-024, selecionou pacientes com CPCNP, virgens de tratamento,
sem mutagdes em EGFR ou rearranjo de ALK, com PD-L1 (TPS) >50% e randomizou 305
pacientes para receberem pembrolizumabe na dose fixa de 200mg (154 pacientes) ou
quimioterapia baseada em platina (151 pacientes). A sobrevida global mediana foi de 26,3
meses versus 13,4 meses a favor do pembrolizumabe (HR 0,62; IC95%; 0,48—0,81). A taxa de
sobrevida em 5 anos foi de 31,9% versus 16,3%. As taxas de resposta observadas foram
44,8% com pembrolizumabe versus 27,8% com quimioterapia®t® 117,

Atezolizumabe foi comparado a quimioterapia em primeira linha no estudo
IMPOWER 110 que selecionou pacientes com CPCNP PD-L1 positivos (21% em células
tumorais ou células inflamatérias). Foram randomizados 572 pacientes. Para o desfecho
primario de sobrevida global foi considerada apenas a popula¢cdo sem alteracdo genémica
em EGFR ou ALK, sendo realizada uma analise hierarquica de acordo com a expressdo de PD-

L1. Dentre os pacientes com alta expressao (PD-L1 250% em células tumorais [TC3] ou 210%
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em células inflamatdrias [IC3]), empregando o clone de anticorpo SP142), 205 no total,
houve maior sobrevida com atezolizumabe (20,2 versus 13,1 meses - HR 0,59; p=0,01).
Quando se avaliou a expressdao de PD-L1 com o clone 22C3 (semelhante ao utilizado nos
estudos com pembrolizumabe), a populagdo com TPS >50% também apresentou ganho de
sobrevida a favor do atezolizumabe — 20,2 meses versus 11,0 meses (HR 0,60; IC95%; 0,42-
0,86)'8, Recentemente foram apresentados os resultados da populacdo com expressdo de
PD-L1 intermedidria ou alta (25% em células tumorais ou inflamatdrias), ndo havendo
diferenca estatistica entre os bragos (19,9 meses com atezolizumabe versus 16,1 meses com
quimioterapia; HR, 0,87; 1C95%; 0,66-1,14; p=0,3091)*%.

Cemiplimabe é o terceiro anti-PD-1 em monoterapia a demonstrar ganho de
sobrevida quando comparado a quimioterapia em primeira linha de tratamento. O estudo
EMPOWER-Lung 1 recrutou pacientes tabagistas com CPCNP, e tinha como um dos objetivos
co-primarios a anadlise de sobrevida global nos pacientes com PD-L1 TPS >50%. O estudo
demonstrou maior sobrevida com uso de cemiplimabe, mediana nao alcancada versus 14,2

meses com quimioterapia (HR 0,57; 1C95%; 0,42-0,77; p=0,0002).12°

1.3.2.2Tumores com expressao PD-L1 positiva

Dois estudos de fase Ill demonstraram ganho de sobrevida com imunoterapia em
relagdo a quimioterapia para pacientes com CPCNP positivos para PD-L1 (TPS21%). O
primeiro, Keynote-042, utilizou pembrolizumabe como braco experimental. Para o seu
desfecho primdrio de sobrevida global foi observada mediada de 16,7 versus 12,1 meses (HR
0,81; 1C95%; 0,71-0,93; p=0,0018). Dentre os pacientes incluidos, 47% apresentavam PD-L1
>50%. Quando analisado o subgrupo de pacientes com PD-L1 entre 1-49% (expressao
intermediaria) ndo houve diferenca estatistica entre os bracos do estudo, demonstrando
que a diferenca observada em toda a populac3o foi puxada pelos alto expressores*?!. Apesar
de haver, inclusive no Brasil, aprovacdo para o uso de pembrolizumabe nesses pacientes
com expressdo intermediaria, na pratica, tem sido considerada uma indicacdo de excecao.

O estudo CheckMate 227 usou como braco experimental a combinacdo de
nivolumabe e ipilimumabe (anti-CTLA-4), sendo um dos desfechos co-primarios a avaliacdo

de sobrevida global em pacientes com tumores PD-L1 positivos. Houve ganho de sobrevida
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global estatisticamente significativo a favor da combinacdo de imunoterapia, medianas de
17,1 versus 14,9 meses (HR 0,79; IC 97,72%; 0,65-0,96; p=0,007)*?2. Esse foi o primeiro
esquema combinado de dois imunoterdpicos a demonstrar beneficio de tratamento em

primeira linha CPCNP. Recentemente aprovado pelo FDA ainda nao esta aprovado no Brasil.

1.3.2.3Tumores com expressao PD-L1 positiva ou negativa

Os estudos Keynote-189'23 e Keynote-407%* utilizaram a estratégia de combinar
guimioterapia a pembrolizumabe em pacientes com CPCNP e histologias ndao-escamosa e
escamosa, respectivamente. Ambos os estudos utilizaram quimioterapia como tratamento
no braco controle e demonstraram ganho de sobrevida independente da expressdo de PD-L1
a favor do braco experimental. Em analise de subgrupos, inclusive os pacientes com PD-L1
<1% se beneficiaram da adicdo de pembrolizumabe ao esquema quimioterdpico. Assim,
quimioterapia combinada a pembrolizumabe encontra-se aprovada em diferentes paises,

em ambas as histologias e independente da expressao de PD-L1, inclusive no Brasil.

1.3.3 Tumores com alta instabilidade de microssatélite (MSI-H) ou deficiéncia de

mismatch repair (dMMR)

Pembrolizumabe também recebeu aprovacao pela agéncia regulatéria americana
(FDA) para tratamento de qualquer tumor soélido irressecavel ou metastatico com alta
instabilidade de microssatélite (MSI-H) ou deficiéncia mismatch repair (IMMR) que tenham
falhado a pelo menos uma terapia prévia. A aprovacdo foi baseada em dados de 149
pacientes com MSI-H ou dMMR incluidos em 5 ensaios clinicos de brago Unico. A taxa de
resposta com pembrolizumabe foi de 39,6%, incluindo 11 (7,4%) respostas completas.
Dentre esses pacientes que apresentaram resposta 78% a mantiveram por mais de 6
meses'?>, Esta indicacdo de pembrolizumabe ndo é aprovado no Brasil.

Novos estudos tém avaliado combinac¢des de ICls com quimioterapia, radioterapia,
terapias-alvo e outros agentes imunoterdpicos. Ainda ha muita controvérsia em relacdo ao
uso de ICls em pacientes mutados (com alvos terapéuticos acionaveis), permanecendo até o
momento as recomendagdes de tratamento inicial com inibidores especificos quando
existentes. Ha esforcos continuos para encontrar biomarcadores preditivos que permitam

uma melhor selecdo de pacientes para serem ou ndo tratados com imunoterapia. A
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expressdo de PD-L1 por imunoistoquimica (IHQ) e a carga mutacional do tumor (TMB —
tumor mutation burden) sdo os biomarcadores mais estudados em ensaios clinicos. No
entanto, ainda ha necessidade de se melhorar a sele¢cdo dos pacientes e de se estabelecer as
terapias, sequenciais ou concomitantes, de combinacdo mais eficazes em diferentes

cendrios do CPCNP126,

1.4 Biomarcadores preditivos de resposta aos ICI

Embora a imunoterapia moderna tenha revolucionado o tratamento do cancer de
pulmdo avancado, nem os pacientes se beneficiam do tratamento e alguns sofrem de
imunotoxicidades significativas. Em teoria, qualquer 6rgdo do corpo pode ser afetado por
um evento adverso imunomediado apds a terapia com ICl, embora dermatite, pneumonite,
colite e endocrinopatias tendam a ser mais comuns. Diante disso, biomarcadores preditivos
de resposta a terapia sdo essenciais. Expressdo de PD-L1 demonstrou correlagdo com
resposta aos ICls sendo utilizado na pratica clinica, principalmente para a selecdo de
candidatos a imunoterapia isolada em primeira linha de tratamento (PD-L1>50%). No
entanto existem limitacdes com este marcador!?’.

Mais recentemente, a carga mutacional do tumor (TMB — Tumor Mutation Burden)
surgiu como um biomarcador alternativo, sendo independente do PD-L1. Além disso,
assinaturas de expressdo génica, bem como infiltrado linfocitario (TILs — Tumor Infiltrating
Lymphocytes) no microambiente tumoral também parecem afetar a resposta a imunoterapia

e estdo sendo extensamente estudados?’.

1.4.1 Expressao de PD-L1

Apesar de diversos ensaios clinicos randomizados terem demonstrado correlacdo
entre os niveis de expressdo de PD-L1 com resposta e eficacia clinica aos ICls, PD-L1
permanece como um biomarcador controverso e varios problemas limitam sua utilidade:
diferencas nas plataformas de teste, diferencas na definicao das células a serem avaliadas,
diferencas nos pontos de corte utilizados!'? 116, 3glém da heterogeneidade de expressdo que
pode ser encontrada no mesmo tumort?® 129,

Quanto as diferentes plataformas de teste, cada um dos atuais ICls disponiveis na

pratica clinica utilizou um clone especifico de PD-L1 nos estudos que levaram as suas
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aprovacdes. Por exemplo, pembrolizumabe usou o clone 22C3, nivolumabe o clone 28-8,
atezolizumabe o clone SP142 e durvalumabe o clone SP263. Apesar de trés deles (22C3, 28-8
e SP263) terem se mostrado intercambidveis nos estudos Blueprint13° e Blueprint2'3!, o
clone SP142 se mostrou menos sensivel, destoando dos demais. Além disso, nos estudos
com atezolizumabe, onde esse clone foi utilizado, a expressao de PD-L1 foi considerada nao
apenas nas células tumorais como também em células inflamatdriast!?.

A guestdo dos diferentes cortes de PD-L1 esta refletida na pratica clinica onde tem-
se aprovado pembrolizumabe em primeira linha para pacientes com tumores com expressao
de PD-L1>50%, e em segunda linha para aqueles com PD-L1>1%. J& nivolumabe e
atezolizumabe estdo aprovados em segunda linha independente da expressdo de PD-L1, e
atezolizumabe em primeira para tumores com alta expressdao em células tumorais (TC3, PD-
L1>50%) ou células imunes (IC3, PD-L1>10%)%?’. Ademais, nem todos os pacientes com alta
expressao de PD-L1 respondem a terapia, enquanto alguns pacientes com baixa ou nenhuma
expressdo de PD-L1 apresentam respostas duradouras. No estudo Keynote-024'16, que
incluiu apenas pacientes com tumores com PD-L1> 50%, a taxa de resposta com
pembrolizumabe foi de 45%, o que significa que mesmo em uma populacdo definida por
seus altos niveis de expressao de PD-L1, uma proporc¢ao significativa de os pacientes nao
apresentam resposta a terapia.

Além disso, a expressdo de PD-L1 é heterogénea, como demonstrado em estudo
comparando expressao de PD-L1 no tumor primario e em amostras de lesdes cerebrais
metastaticas'?®. O valor preditivo de PD-L1 também pode ser dependente do subtipo
histolégico. Correlagao entre expressao de PD-L1 e resposta aos ICls pode ser mais relevante
para adenocarcinoma do que para carcinoma de células escamosas. O estudo CheckMate
057'% (adenocarcinomas; nivolumabe versus docetaxel em segunda linha) demonstrou
melhores resultados em pacientes com tumores com alta expressdao de PD-L1. Ja no estudo
CheckMate 017%%7 (carcinomas escamosos; nivolumabe versus docetaxel em segunda linha)

a expressado tumoral de PD-L1 ndo foi nem prognéstica, nem preditiva de resposta.

1.4.2 Carga mutacional (TMB - Tumor Mutation Burden)

A carga mutacional do tumor ou Tumor Mutation Burden (TMB), como é mais

utilizado na pratica, é definido como o nimero total de mutacdes (incluindo substituicdes de
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bases, insercbes e delecdes) numa extensdo sequenciada do genoma tumoral. O teste
considerado padrdo ouro para andlise de TMB é o exoma®32. No entanto, o custo e o tempo
de execucdo limitam a sua incorporacdo na pratica clinica. Assim, mais recentemente,
técnicas de NGS foram avaliadas como possiveis alternativas para o teste, sendo, algumas
delas, como o ensaio FoundationOne CDx, validadas para inferéncia do TMB®33,

O CPCNP esta entre os tumores com as maiores cargas mutacionais. Um numero
alto de mutacdes somadticas tem um potencial de gerar uma maior quantidade de
neoantigenos. Esses neoantigenos, quando apresentados ligados ao complexo de
histocompatibilidade maior na superficie tumoral, refletem a imunogenicidade do tumor e
teoricamente est3o associados a um maior potencial efeito dos ICIs'34. Esse conceito foi
comprovado em estudo que correlacionou as taxas de resposta de diferentes tipos de cancer
a terapia anti-PD(L)1, com o TMB desses tumores'3*. Ademais, estudos retrospectivos
utilizando tanto exoma®*® quanto NGS'3¢ também demonstraram relacdo direta entre alta
carga mutacional e melhores desfechos clinicos. No entanto, no que tange a definicdo de
tumor com alto TMB, que poderia ser utilizado para selegdo de pacientes candidato aos ICls,
ainda ha muitas incertezas com variacdes importantes entre os diferentes tumores*3®.

Ensaios clinicos randomizados recentes, mais notavelmente o estudo CheckMate
227, investigou a utilidade do TMB na predi¢do de resposta a combinagdo de ipilimumabe
com nivolumabe®’. Embora o estudo tenha demonstrado ganho de sobrevida livre de
progressdio em pacientes com mais de 10 mutagbes por megabase (conforme
FoundationOne CDx), independentemente da expressao de PD-L1 ou histologia, ndo houve
diferenca em termos de sobrevida global. Assim, o papel do TMB como biomarcador para
imunoterapia em CPCNP permanece incerto e ndo tem sido utilizado na pratica clinica para
selecdo de pacientes candidatos a imunoterapia3®. TMB como um biomarcador tem ainda
outras limitacbes como necessidade de tecido tumoral em maior quantidade e com
qualidade pré-analitica, influéncia de varidaveis experimentais bem como pipelines de
bioinformatica para quantificacdo do TMB, falta de harmonizacdo entre as diferentes
plataformas para quantificacdo de TMB a partir de painéis, falta de métodos para se
converter as estimativas de TMB dentre os diferentes painéis, além da ja citada provavel

falta de um cutoff universal®32,
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1.4.3 Infiltrado linfocitario (TIL — Tumor-Infiltrating Lymphocyte)

A extensao do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral parece ter valor
progndstico. Estudos correlacionam altos niveis de infiltrado linfocitdrio com sobrevida em
varios tipos de cancer, incluindo CPCNP*39,

Alta densidade de TILs é considerada um reflexo de um melhor reconhecimento do
tumor pelo sistema imune do individuo, sendo um dos critérios que caracterizam o fenétipo
de tumor inflamado. Este fenétipo pode ser mais sensivel aos ICls e, portanto, tem sido
estudado como um biomarcador preditivo?’.

Estudo com 53 pacientes com CPCNP demonstrou associagao entre resposta ao
tratamento com atezolizumabe e a extensao da expressdao de PDL1 em TILs (p=0,015), sem
haver, no entanto, correlacgdo com expressdo de PD-L1 em células tumorais'®, Novos
estudos sdo necessarios para se determinar a utilidade do TIL como um biomarcador

preditivo de resposta aos ICls.

1.4.4 Assinaturas de expressao génica (GEP — Gene Expression Profile)

O perfil de expressdao génica (GEP) é uma area ativa de pesquisa com estudos
sugerindo potencial utilidade como um biomarcador preditivo de resposta aos ICls'?’.
Assinaturas de genes imunoldgicos, em particular aqueles associados a sinalizacao de IFN-y e
células-T ativadas podem ter valor preditivo e foram associados a resposta a imunoterapia
em vdrios tipos de cancer!4-143,

No estudo POPLAR, estudo de fase Il de atezolizumabe no tratamento de segunda
linha de CPCNP avancado, pacientes com tumores com alta expressao de células T efetoras e
de IFN-y, apresentaram maior sobrevida (HR 0,43, 1C95% 0,24-0,77)'*. No entanto, no
estudo IMpowerl50, estudo de fase lll de atezolizumabe combinado a quimioterapia e
bevacizumabe no tratamento de primeira linha de CPCNP avancado, mesmo pacientes com
tumores apresentando baixa expressdao, apresentaram beneficio em sobrevida livre de
progressdo no braco de imunoterapia (HR 0,76, 1C95%, 0,60-0,96).14°

A assinatura genética TIS (Tumor Inflamation Signature) é composta pela expressao
diferencial de 18 genes. Seu valor preditivo de resposta aos ICls foi avaliado em uma coorte
prospectiva de 58 pacientes com diferentes tumores primarios (38 canceres de pulmao, 5

melanomas, 10 carcinomas renais, 4 carcinomas uroteliais e 1 cancer de célon). O escore TIS
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foi significativamente associado a resposta a terapia anti-PD-1 em toda a coorte (OR 2,64;
IC95%; 1,4-6,0; p=0,008), bem como na populagao de pacientes com CPCNP (OR 3,27; IC95%;
1,2-11,6; p=0,03). Pacientes cujo tumor apresentava um escore alto de TIS (tercil superior)
apresentaram maior sobrevida global tanto em toda a coorte (HR 0,37; 1C95%; 0,18-0,76;
p=0,005) quanto na populacdo com CPCNP (HR 0,36; 1C95%; 0,14-0,90; p=0,02)%46.

As assinaturas de expressdao génicas sao uma promessa para a identificacdo de
tumores imunogénicos mais propensos a se beneficiar de agentes imunoterdpicos. Assim,
mais estudo sdo necessdrios, bem como uma valida¢do prospectiva dos achados.

Em suma, varios biomarcadores tém sido estudados com intencdo de se selecionar
pacientes com CPCNP melhores candidatos a imunoterapia. Apesar dos esforcos apenas a
expressao de PD-L1 avaliada exclusivamente em células tumorais tem sido utilizada na
pratica clinica. TMB apresenta limitacdes quanto a padronizacdes, custo e quantidade de
material necessdrio para realizar o teste. Infiltrado linfocitdrio e GEP sdo potenciais
biomarcadores promissores, mas carecem de estudos mais robustos e principalmente
ensaios clinicos randomizados que comprovem seu papel preditivo de resposta a
imunoterapia. Como alternativa ao uso isolado desses biomarcadores, a combinagao deles

poderia viabilizar uma sele¢do mais adequada dos pacientes.
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2. JUSTIFICATIVA

Os ICls tém revolucionado o tratamento do cancer de pulmao. No entanto, apesar
de terem aumentado a sobrevida de portadores dessa doenca, muitos pacientes ndo se
beneficiam do tratamento. Varios biomarcadores vém sendo estudos, mas nenhum deles
possui valor preditivo negativo adequado, o que limita sua utilizacdo para adequada selecao
de pacientes. Com excec¢do de pacientes mutados para os quais ha terapias-alvo disponiveis,
teoricamente todos os demais tém indicacdo de ICl na primeira linha de tratamento, em
monoterapia ou combinados a quimioterapia.

Na prdtica clinica, apenas a expressdo de PD-L1 tem sido utilizada como
biomarcador preditivo de resposta. No entanto apenas 50% dos pacientes com alta
expressdo de PD-L1 (250%) respondem ao tratamento e mesmo os pacientes com PD-L1 <1%
podem se beneficiar da imunoterapia.

Considerando-se que o cancer de pulmdo é uma neoplasia agressiva e que esse
tipo de tratamento é oneroso, faz-se necessario o desenvolvimento de um biomarcador, ou
um conjunto de biomarcadores, que permita uma melhor selecao dos pacientes candidatos
a essa terapia. O desenvolvimento de biomarcadores com valor preditivo negativo adequado
resultaria numa diminuicdo dos custos com ICls para os pacientes que nao se beneficiarao
deste tipo de tratamento. Ademais, pouco se tem em rela¢cdo a dados de mundo real de

pacientes brasileiros com CPCNP em tratamento com imunoterapia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Identificar um perfil de expressdo génica preditivo de resposta aos ICls em

portadores de CPCNP.

3.2 Objetivos secundarios

1. Avaliar desfechos de sobrevida [global, livre de progressao (SLP) e pds-imunoterapia (SPI)]
de pacientes tratado com anti-PD-(L)1 isolado ou em combinacgao;

2. Avaliar a resposta ao tratamento de acordo com RECIST 1.1%%;

3. Avaliar desfechos de clinicos daqueles tratados com combinacdo de nivolumabe,
ipilimumabe e quimioterapia;

4. Avaliar desfechos de sobrevida e taxa de resposta daqueles tratados com
pembrolizumabe no contexto de sistema publico de salude a partir de convénio estabelecido
entre Hospital de Cancer de Barretos, MSD e governo do estado de S3o Paulo;

5. Avaliar a expressdao génica de 770 genes associados a resposta imune nas amostras
tumorais utilizando-se o painel PanCancer 10 360 da plataforma NanoString;

6. Avaliar a expressao tumoral de PD-L1 por técnica de imunoistoquimica (IHQ) tanto por
TPS (Tumor Proportion Score) quanto CPS (Combined Positive Score);

7. Correlacionar a expressao de PD-L1 por IHQ com expressdao do gene CD274 (PD-L1)
encontrada no painel PanCancer 10 360;

8. Avaliar infiltrado linfocitario tumoral por técnica de IHQ;

9. Avaliar a presenca de instabilidade de microssatélites (Microsatellite Instability — MSI) nos
tumores;

10. Correlacionar os diferentes perfis de expressdo génica identificados, com sobrevida livre
de progressao, sobrevida global e resposta ao tratamento;

11. Desenvolver um escore de resposta imunoldgica aos inibidores de checkpoints anti-PD-

(L)a.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo coorte retrospectivo, com coleta de dados em prontudrio (ver
item 4.4). Os testes moleculares foram realizados no Centro Pesquisa em Oncologia
Molecular (CPOM) do Hospital de Cancer de Barretos (HCB), a partir de amostras tumorais

parafinadas previamente coletadas e armazenadas.

4.2 Populagao do estudo

Portadores de CPCNP com doenca avancada que iniciaram tratamento com terapia
anti-PD-(L)1 até 31/05/2020 no Hospital de Cancer de Barretos (n=100) ou no A.C. Camargo
Cancer Center (n=35). A terapia anti-PD(L)-1 podia ter sido feita em monoterapia ou

combinada a quimioterapia, anti-angiogénico ou anticorpo anti-CTLA-4.

4.3  Critérios de elegibilidade

Ser portador de CPCNP avancado, com comprovacao histolégica; ter iniciado terapia
anti-PD-(L)1, em monoterapia ou em combinacdo com quimioterapia, anti-angiogénico ou
anticorpo anti-CTLA-4, no Hospital de Cancer de Barretos ou A.C. Camargo Cancer Center até
31/05/2020; e ter pelo menos uma avaliagdo de resposta radiolégica apds inicio da

imunoterapia.

4.4 Coleta de dados

Foram coletados, a partir do prontuario médico, dados clinicos, patoldgicos e
demograficos - a saber: iniciais do nome, RH, data de nascimento, comorbidades, status
tabdgico, data do diagndstico de cancer de pulmdo, estadiamento T, estadiamento N,
estadiamento M, estadiamento agrupado, sitios de doenca metastatica, histologia tumoral,
perfil molecular (exemplo: presenca de alteracdes moleculares envolvendo os genes EGFR,
ALK, KRAS...), linha de tratamento na qual a imunoterapia foi utilizada, melhor resposta ao

tratamento com imunoterapia (de acordo com Response Evaluation Criteria in Solid Tumors -
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RECIST 1.1)'*’, nome do imunoterdpico utilizado, data de inicio do primeiro tratamento
paliativo, data de inicio do tratamento imunoterdpico, data da progressao da doenga apds

inicio da imunoterapia e data de débito.

4.5 Extracdao de RNA, andlise da expressao génica por NanoString

Baseado em coloragdo com hematoxilina e eosina (HE), as laminas provenientes do
bloco de parafina de cada tumor tiveram a area tumoral delimitada por um patologista
experiente para isolamento do tecido tumoral. A partir de 5 cortes de 10 micra de cada
bloco, as amostras foram submetidas a extracdo de RNA por kit comercial (RNeasy FFPE Mini
Kit, Qiagen). O RNA obtido foi quantificado (Qubit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) e diluido para 50ng de RNA total.

A definicdo do perfil imunolégico dos tumores foi realizada por meio do painel
nCounter® PanCancer 10360 (NanoString Technologies). Este painel conta com a avalia¢do de
770 genes envolvidos na resposta imune do cancer, tanto inata quanto adaptativa (Anexo A).
A partir de 50ng de RNA, a hibridizacdo das amostras com as sondas de captura e reporter
aconteceu em termocliclador a 65°C por 24h, seguido de purificacdo e imobilizacdo dos
complexos formados (etapa automatizada — equipamento PrepStation, NanoString
Technologies). A leitura dos cartuchos foi realizada no Digital Analyzer (NanoString
Technologies) considerando 555 FOVs (campos de leitura, do inglés fields of view).

O NanoString (NanoString Technologies) é um dispositivo automatizado que requer
pouco tempo dispensado as atividades de bancada e pode processar até 12 amostras
distintas simultaneamente. De acordo com o painel escolhido, pode-se avaliar a expressao
génica de dezenas e até centenas de genes e miRNAs de interesse bem como
rearranjos/translocacdes e CNVs pela tecnologia nCounter® (NanoString Technologies). Este
sistema captura e conta um cddigo baseado em combinacbes de 4 cores (color-code),
correspondendo cada combinacdo a um gene distinto!#. Esta técnica é extremamente
sensivel, sendo comparavel a PCR em tempo real e mais sensivel que o método de
microarranjos, sem necessitar de reacbes enzimaticas e amplificacdo. Além disso, esta
técnica é capaz de detectar fragmentos pequenos provenientes de amostras com alto grau
de degradacdo (amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo) e ndo necessita

validacdo por outro método. Os resultados foram captados pelo programa nSolverAnalysis
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Software v4.0® (NanoString Technologies) e analisados pelo Data Analysis Service da
NanoString Technologies em ambiente R (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Austria)
com pipeline especifico para definicdo de assinaturas moleculares (patente NanoString
Technologies).

Em paralelo, dados normalizados do nSolver foram aplicados para definir uma
assinatura de progndstico com base no nCounter® PanCancer Pathways Panel usando

ambiente estatistico R (versdo 3.6.3).

4.6  Imunoistoquimica (IHQ) para expressao de PD-L1

O ensaio utilizou o kit Dako EnVision FLEX + HRP-Polymer e o clone 22C3. Em resumo,
as laminas foram aquecidas a 60°C e em seguida um procedimento 3 em 1 foi realizado:
desparafinizacdo, reidratacdo e recuperacao de antigeno. Esta etapa utilizou a solu¢dao Dako
EnVision FLEX Target Retrieval, low pH (fornecida como solu¢do tamponada baseada em
citrato a pH 6,1), no Dako PT Link (cédigo Dako PT100).

As laminas foram coradas usando a plataforma de coloracdao Dako Automated Link
48. A diluicdo do clone 22C3 utilizou diluente préprio (Dako Primary Antibody Diluent)
contendo uma proteina estabilizadora. Os reagentes EnVision FLEX + Polymer foram
utilizados para a detec¢do primadria do anticorpo. O EnVision FLEX+ Wash Buffer foi usado
durante os passos incubacdo. No final do processo as laminas foram contra-coradas com
hematoxilina, enxaguadas em agua destilada, desidratadas em etanol e diafanizadas em
xileno.

A coloracdo foi feita com DAB (3,3’-diaminobenzidina), que confere coloracdo
marrom para a marcacdo positiva. A intensidade de coloracdo membranosa das células foi
graduada em 1+ (intensidade baixa), 2+ (intensidade moderada) ou 3+ (intensidade forte).
Utilizando-se microscopio em baixa magnificacdo foi certificado que existam pelo menos 100
células tumorais vidveis na amostra. Em magnifica¢cdes de 10x, 20x, e 40x, foram observadas
todas as areas tumorais com e sem coloracdo da membrana celular. Nesta etapa do
processo, de magnificacdo multipla, a analise primaria envolve: (a) distinguir as células
tumorais das células imunes; (b) determinar as areas tumorais positivas e negativas; (c)
determinar a coloracdo parcial e completa da membrana >1+. Foi entdo calculada o TPS

(Tumor Proportion Score) definido como a proporc¢do de células tumorais positivas para PD-
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L1 em relacdo ao total de células tumorais e também o CPS (Combined Positive Score)
definido como a proporg¢do células tumorais + células inflamatdrias (linfocitos e macréfagos)
positivas para PD-L1 em relacdo ao total de células tumorais. O tumor foi entdo classificado
em uma dentre trés categorias de acordo com a expressao de PD-L1, tanto por TPS quanto

por CPS (Tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo do nivel de expressdo e padrdes de coloracdo PD-L1 avaliados por
imunoistoquimica.

Classificagao do % células
nivel de expressando Padrdo de coloracgdo
expressao PD-L1

Coloragao parcial ou
<1% completa (21+) em <1%
das células tumorais

N3o expressor
de PD-L1

Coloragao parcial ou

Expressor de PD- completa (21+) em 21-

1-499
L1 9% 49% das células
tumorais
Coloragao parcial ou
Alto expressor >50% completa (21+) em
de PD-L1 =050 250% das células

tumorais

A avaliacao foi realizada por dois patologistas experientes em neoplasia de pulmao
de forma independente. Discrepancias entre os resultados foram esclarecidas pela revisao

simultanea do material pelos dois patologistas para uma definicdo consensual.

4.7 Instabilidade de microssatélite (MSI - Microsatellite Instability)

A avaliacdo de MSI foi realizada usando PCR multiplex para avaliacdo de 6
marcadores de regies de repeticdo de mononucleotideos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e
NR-27 e HSP110)*°. Cada iniciador reverso é marcado na extremidade com um corante
fluorescente: 6-carboxifluoresceina para BAT-26 e NR-21; 2'-cloro-7'-fenil-1,4-dicloro-6-

carboxifluoresceina para BAT-25 e NR-27; e 2,7,8-benzo-5-fluoro-2,4,7-tricloro-5-
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carboxifluoresceina para NR-24 e PET® (ThermoFisher) para HSP110. A PCR foi realizada
usando o kit Qiagen Multiplex PCR (Qiagen, Inc.), com 1 ul de DNA a 50 ng/ml e as seguintes
condi¢cBes de termociclagem: 15 min a 95°C; 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos; 55°C
por 90 segundos e 72°C durante 30 segundos; e uma extensao final a 72°C durante 40 min.
Os produtos de PCR foram entdo submetidos a eletroforese capilar em um sequenciador ABI
3500XL (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.) de acordo com o protocolo do
fabricante, e os resultados foram analisados usando-se o software GeneMapper v4.1
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.). Para as andlises, foi utilizado o DNA da
linhagem celular HCT-15 (ATCC® CCL-225™, American Type Culture Collection, Manassas, VA,
EUA) (MSI-high) como um controle positivo para MSI.

As amostras sao consideradas altas em MSI quando dois ou mais marcadores forem
alterados, MSl-baixo quando um marcador foi alterado e microsatélites estaveis (MSS) na

auséncia de instabilidade.°

4.8 Infiltrado tumoral inflamatério

A avaliagao do infiltrado tumoral inflamatdrio foi realizada através da observagao de
laminas coradas por hematoxilina e eosina em magnificagdo de 400X, com uso de reticulo
para selecdo de campos para aquisicao de imagens e sele¢do aleatorizada dos campos, de

acordo com Gundersen!®l 152,

Para isso utilizou-se microscépio optico convencional
trinocular Olympus BX41 (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan), com Optica planacromatica com
quatro campos de 400X perfazendo 1mm?. As células mononucleares da reac3o inflamatéria
na area intratumoral foram caracterizadas em linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos T
regulatorios (CD25+) e macrofagos (CD68+). Células polimorfonucleares e areas de necrose
extensa foram excluidas. Para esta avaliacdo foi utilizada reacdo imunoistoquimica em
plataforma automatizada Dako Autostainer 48 (Dako, Carpinteria, EUA), com anticorpos e
protocolos validados para uso diagnéstico pelo FDA e ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria). A contagem da positividade para CD8, CD25 e CD68 foi realizada nos
campos aleatoriamente selecionados previamente e expressa em positividade total de

células em pelo menos 4 campos intratumorais. A leitura e a andlise ndo foram realizadas

em materiais com menos de 4 campos apropriados para contagem. As imagens foram
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capturadas no mesmo sistema e analisadas com o software Image J (NIH, Bethesda, MD,

EUA) para avalicao de areas de coloragao.

4.9 Consideragoes estatisticas

4.9.1 Tamanho da amostra

Trata-se de uma amostragem nao aleatéria de conveniéncia. A estimativa era de se
incluir cerca de 100 pacientes, sendo que ao menos 40% tivessem sido tratados com anti-
PD-(L)1 em monoterapia. Foram incluidos portadores de CPCNP tratados com anti-PD-(L)1
no HCB e no A. C. Camargo Cancer Center que iniciaram imunoterapia até 31/05/2020.

Para a comparacdo entre TPS e CPS (expressdao de PD-L1): considerando-se uma
diferenca de 45,1%'>3 entre percentuais de TPS>1% e CPS>1, uma significAncia de 5% e

poder de 90%, determinou-se que seria necessario um tamanho amostral de 50 amostras.

4.9.2 Analises estatisticas

Inicialmente, os dados foram tabulados considerando as estatisticas descritivas para
os dados quantitativos e as tabelas de frequéncia para as varidveis qualitativas. Quanto aos
parametros clinicos foram analisados:

e Sobrevida livre de progressado: calculado como o periodo entre o inicio do tratamento
anti-PD-(L)1 e a data da ocorréncia da progressao tumoral ou ébito, ou a data do
ultimo seguimento (para os casos que ndo apresentaram progressao);

e Sobrevida global: periodo de tempo entre o primeiro tratamento paliativo e a data
da ocorréncia do débito decorrente de qualquer motivo ou a data do ultimo
seguimento (para os pacientes vivos nesta data);

e Sobrevida pds-imunoterapia: periodo de tempo entre o inicio da imunoterapia e a
data da ocorréncia do 6bito decorrente de qualquer motivo ou a data do ultimo
seguimento (para os pacientes vivos nesta data);

e Resposta tumoral: avaliada de acordo com critérios RECIST 1.1. Para calculo da taxa

de resposta utilizou-se a propor¢do de pacientes que apresentaram resposta parcial
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ou resposta completa. Foram incluidos para esta analise apenas os pacientes que

realizaram pelo menos uma tomografia de controle apds inicio da imunoterapia.

A sobrevida foi estimada utilizando-se o método de Kaplan-Meier e a comparacao
das curvas foi realizada através do teste de log-rank. O modelo de regressdao de Cox foi
utilizado para o calculo das razdes de risco para ébito. Pacientes que ndo compareceram ao
hospital em um periodo maior do que 2 vezes o periodo estipulado pelo médico para seu
retomo foram considerados como perda de seguimento na data da ultima informacao
disponivel no prontudrio. Estes pacientes contribuiram para curva de sobrevida até esta
data, sendo ent3o classificados como censura.

A associacdo entre resultados moleculares com sobrevida global, sobrevida pds-
imunoterapia, sobrevida livre de progressao e taxa de resposta foi realizada utilizando-se o
programa estatistico IBM SPSS 19.0 for Windows. As anadlises univariadas foram realizadas
através dos testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher. As andlises multivariadas foram feitas
através de regressdo logistica multipla, sendo incluidas no modelo as varidveis que
apresentarem p<0,2 nas analises univariadas.

Para as analises de associacdo dos perfis de expressdo génica e sobrevida, foram
utilizados os pontos de cortes de 6 meses para sobrevida livre de progressao e 18 meses
para sobrevida pds-imunoterapia.

Para andlises de concordancia e reprodutibilidade foram empregadas analises de
concordancia Kappa.

A significancia estatistica foi considerada para os valores de p<0,05 em todas as
andlises. A data de 31/12/2020 foi considerada a data de cut-off para analise dos dados.

Para andlise de LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator), analises
univariadas foram realizadas para selecionar genes com associacdo significativa com a
sobrevida pdés-imunoterapia no pacote survival (versdo 3.2-7) do programa R. Os genes
selecionados foram aplicados em uma regressdao LASSO com modelo de riscos proporcionais
de Cox usando o pacote glmnet (versdo 4.1)%* 1> A validac¢do cruzada leave-one-out foi
realizada para selecionar o valor de A com erro médio de valida¢do cruzada minimo (Amin).
O escore de risco baseado nos coeficientes da regressdo foi calculado e utilizado para
classificar os pacientes em baixo e alto risco por meio do valor mediano dos escores de risco.

As curvas de Kaplan-Meier foram construidas com o pacote survminer (versdao 0.4.8) e as
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curvas ROC dependentes do tempo foram construidas com o pacote timeROC (versdo 0.4). O

C-index foi calculado com o pacote suvcomp (versao 1.34.0).

4.10 Analise de validagao da assinatura imune

A validagao da nova assinatura imune encontrada foi realizada em uma coorte
independente de pacientes portadores de CPCNP tratados com anti-PD-(L)1 no Hospital
Universitario Quiron Dexeus (Barcelona, Espanha). Para essa analise, o mesmo painel
PanCancer 10-360 da NanoString foi utilizado. Essa coorte foi composta por 39 pacientes

(coorte de validagado).

4.11 Consideragoes éticas

O estudo foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacgdo Pio Xl e s6 foi iniciado apds todo o processo de tramitacao ter sido completado e
o projeto ter sido aprovado (CAAE 87212918.5.0000.5437). Embora um perfil genético
também estivesse sendo pesquisado, os testes se limitaram a alteracdes somaticas, nao
havendo risco de identificacdo de alteracdes germinativas. A conducdo do estudo seguiu os
principios da Resolucdo CNS 466/2012 bem como das regulamentagdes para uso de
amostras bioldgicas.

Foi solicitado ao CEP a dispensa do TCLE considerando-se que se trata de estudo de
risco minimo, retrospectivo, no qual participariam portadores de cancer de pulmao com
doenca avancada tratados com intuito paliativo que, muito provavelmente, ja teriam

falecido.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas

Foram incluidos 135 portadores de CPCNP tratados com terapia anti-PD-(L)1 no
estudo, sendo 100 provenientes do Hospital de Cancer de Barretos e 35 do A. C. Camargo
Cancer Center. A idade mediana foi 61 anos, variando de 33 a 81 anos. Houve
predominancia do sexo masculino (57,8%), estadio clinico IV (91,9%) e ECOG-PS<1 (88,7%). A
maioria dos pacientes tinha histdria de tabagismo (83,6%), sendo 47% tabagistas ativos no
momento do diagndstico. A histologia predominante foi adenocarcinoma (65,1%), seguida
de carcinoma escamoso (30,3%). Alguns poucos pacientes apresentavam alteragdes
genéticas somaticas em EGFR, ALK, ROS1, BRAF ou KRAS. Quanto ao tratamento a maioria
recebeu imunoterapia paliativa em primeira linha (40,7%), sendo nivolumabe o anti-PD-(L)1
mais utilizado (52,6%). A Tabela 3 resume as caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes

incluidos no estudo.

Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 135 portadores de CPCNP

tratados com terapia anti-PD-(L)1

Caracteristica clinico-patoldgicas e de tratamento n (%)
Idade mediana = 61 anos (33-81)
Local
Hospital de Cancer de Barretos 100 74,1
A. C. Camargo 35 25,9
Sexo
Masculino 78 57,8
Feminino 57 42,2
Estadio clinico
[l 11 8,1
v 124 91,9
ECOG-PS
0-1 128 88,7
2 12 9,0
3-4 3 2,2
Ignorado 2 }

Continua na préxima pagina...
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Tabela 3 (continuacdo) — Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 135

portadores de CPCNP tratados com terapia anti-PD-(L)1

Caracteristica clinico-patoldgicas e de tratamento n (%)
Histologia
Adenocarcinoma 88 65,1
Carcinoma escamoso 41 30,3
Adenoescamoso 3 2,2
CPCNP 3 2,2
Perfil molecular
EGFR positivo (del19 ou L858R) 5 5,7
ALK positivo (imunoistoquimica) 3 3,4
ROS1 1 4,1
BRAF 1 3,5
KRAS 3 10,7
Tabagismo
Nunca fumou 22 16,4
Passado 49 36,6
Ativo 63 47,0
Ignorado 1 -
ICls utilizado(s)
Nivolumabe 71 52,6
Pembrolizumabe 33 24,4
Atezolizumabe 14 10,4
Cemiplimabe 2 1,5
Avelumabe 1 0,7
Durvalumabe 1 0,7
Nivolumabe + ipilimumabe 9 6,7
Pembrolizumabe + ipilimumabe 1 0,7
Durvalumabe + tremelimumabe 3 2,2
Linha tratamento
Primeira 55 40,7
Segunda 38 28,1
A partir da terceira 42 31,1
Esquema tratamento utilizado
Anti-PD-(L)1 isolado 95 70,4
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 3 2,2
Anti-PD-(L)1 + QT 27 20,0
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 + QT 10 7,4
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5.2  Taxa de resposta, sobrevida global, sobrevida pds-imunoterapia e sobrevida livre

de progressao

Na data de corte estipulada para andlise dos dados (31/12/2020) o seguimento
mediano para sobrevida global e sobrevida pds-imunoterapia foi de 27,7 meses, para

ambos, e para sobrevida livre de progressao, de 28,2 meses.

5.2.1 Taxa de resposta

A taxa de resposta objetiva dentre os 135 pacientes incluidos no estudo foi 33,3%,
sendo 39 respostas parciais (28,9%) e 6 respostas completas (4,4%). 48 pacientes (35,5%)
apresentaram progressdao de doenca como melhor resposta ao tratamento. A taxa de
resposta entre os pacientes tratados em primeira linha (n=55) e entre aqueles tratados a
partir da segunda linha (n=80) foi de 54,5% e 18,7%, respectivamente (p<0,001). Ja a taxa de
resposta observada entre pacientes tratados com anti-PD(L)1 em monoterapia (n=95), anti-
PD(L)1 combinado a anti-CTLA4 (n=3) e anti-PD(L)1 combinado a quimioterapia com ou sem
anti-CTLA4 ou anti-angiogénico (n=37) foi de 20,1%, 33,3% e 64,8%, respectivamente
(p<0,001).

5.2.2 Sobrevida global

Dentre os 135 pacientes incluidos no estudo, 91 pacientes haviam falecido (67,4%)
até a data de fechamento do banco de dados. A sobrevida global mediana foi de 27,5 meses

- Figura 3.
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Figura 3 — Curva de sobrevida global (em meses) avaliada pelo método de Kaplan-Meier, dos

135 portadores de CPCNP incluidos no estudo. A mediana de seguimento foi de 27,7 meses e

a mediana de sobrevida global foi de 27,5 meses.

A sobrevida global foi estatisticamente superior entre os pacientes que apresentaram

resposta ao tratamento (resposta completa, parcial ou doenca estavel) em relacdo aqueles

com progressdo de doenca (mediana 36,7 meses versus 19,12 meses; p<0,001). A mediana

de sobrevida global para aqueles com resposta completa, resposta parcial, doenca estavel e

progressdo de doenca foi respectivamente NA (ndo atingida), 38,8 meses, 29,1 meses, 19,1

meses (p<0,001). Ndo houve 6bito entre aqueles que atingiram resposta completa com

imunoterapia (Figura 4).
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Figura 4 — Curvas de sobrevida global (em meses) pelo método de Kaplan-Meier de acordo
com resposta ao tratamento imunoterapico: (A) resposta completa ou parcial ou doenca
estavel versus progressdao de doenca; (B) resposta completa versus resposta parcial versus
doenca estavel versus progressao de doenca. mSG: mediana de sobrevida global
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A mediana de SPI entre os 135 pacientes incluidos no estudo foi de 17,74 meses

(Figura 5). Foi maior entre aqueles que apresentaram resposta ao tratamento (resposta

completa, parcial ou doenga estavel) em relacdo aos que apresentaram progressao de

doenca como melhor resposta (17,7 versus 3,6 meses; p<0,001), e também maior entre os

pacientes com tumores PD-L1 positivos versus negativos (NA versus 14,85 meses; p<0,001)

(Figura 6).
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Figura 5 — Curva de sobrevida pds-imunoterapia (em meses), avaliada pelo método de
Kaplan-Meier dos 135 portadores de CPCNP incluidos no estudo.
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Figura 6 — Curvas de sobrevida pds-imunoterapia (em meses), avaliada pelo método de
Kaplan-Meier de acordo com (A) resposta ao tratamento imunoterdpico e (B) expressdao de
PD-L1. mSPI: mediana de sobrevida pds-imunoterapia; RC: resposta completa; RP: resposta
parcial; DE: doenca estdvel; PD: progressdo de doenca.
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Quanto ao esquema de tratamento utilizado, apesar de haver uma tendéncia de
beneficio a favor do tratamento combinado de imunoterapia com quimioterapia, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (23,9 meses versus 16,6 meses; p=0,08). Aqueles
tratados em primeira linha apresentaram SPI maior que os tratados em segunda linha ou

além (23,8 versus 15,0 meses; p=0,016) (Figura 7).
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Figura 7 — Curvas de SPI (em meses), avaliada pelo método de Kaplan-Meier de acordo com
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5.2.4

Sobrevida livre de progressao (SLP)
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A SLP mediana foi de 5,5 meses, sendo maior entre os pacientes com PD-L1 positivos

(10,2 versus 5,1 meses; p=0,025), entre os respondedores ao tratamento (9,8 versus 1,7

meses; p<0,001) e entre aqueles tratados em primeira linha (9,6 versus 4,0 meses; p=0,04)

(Figura 8).
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5.3  Quimioterapia combinada a terapia anti-PD-1 e anti-CTLA4 (doublet de platina +

nivolumabe + ipilimumabe)

Dentre os pacientes incluidos, sete deles foram tratados no braco experimental do
ensaio clinico de fase 3 Checkmate9LA. Esses pacientes receberam dois ciclos de
quimioterapia baseada em platina combinada a nivolumabe e ipilimumabe, seguido de
nivolumabe e ipilimumabe até progressdo de doenga, intolerancia ao tratamento ou até que
se completassem dois anos de tratamento. Apenas dois desses pacientes tinham falecido e
trés tinham progredido até a data de corte analisada (tempo de seguimento mediano para
SPI de 27,14 meses e de SLP de 25,76 meses). Assim, as medianas de SPI e SLP ndo foram
atingidas. A taxa de resposta objetiva foi de 85,7%, sendo uma resposta completa (14,3%),
cinco respostas parciais (71,4%) e uma doenca estavel (14,3%).

Os dados desses pacientes foram publicados em conjunto com os resultados do
estudo. Houve ganho de sobrevida a favor do braco combinado de quimioterapia com
imunoterapia, com medianas 14,1 versus 10,7 meses (HR 0,69; 96,71% Cl; 0,55-0,87;
p=0-00065)*>. O CheckMate-9LA foi o primeiro estudo de fase lll a demonstrar beneficio da
combinacdo de quimioterapia com dois agentes imunoterdpicos (nivolumabe e
ipilimumabe). Esse estudo levou a um novo padrdo em primeira linha de tratamento

estando ja aprovado pelo FDA e tendo sido recentemente aprovado no Brasil - Artigo 1.

Artigo 1 - First-line nivolumab plus ipilimumab combined with two cycles of chemotherapy in
patients with non-small-cell lung cancer (CheckMate 9LA): an international, randomised,

open-label, phase 3 trial. Lancet Oncology, 2021.
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First-line nivolumab plus ipilimumab combined with

two cycles of chemotherapy in patients with non-small-cell
lung cancer (CheckMate 9LA): an international, randomised,
open-label, phase 3 trial

Lusis Par-Ares, Todr-Sinde Cideene, Mare o Cobo, Michae! Schenker, Bogdan Zurmwki, fuficna Menezes, Eduardo Richerdet, | oafir Bennoung
Erviguetn Feli. Oscar joon-Vida, Aurdio Alexandr, Hiroshi Sokai A gjo Lingus, Pamela Sd man, Pieree-fean Sauquet, Pedro DeM ardhi
adin Martin, Mourice Péral, Armo  Scheperesl, Shun L, Thomes john, Dewid P Carbone Shephanie M endows- Shropshive, St i Agrowal
Abeer ohim Duskessoe, Jlinchu Yan, Mrtin Reck

Summary

Background First-ine nvolumahb plus ipillimumab has shown improved overall survival in patlents with advanced
nan-small-cell lung cancer (NSCLC). We aimed w investigate whather the additdon of a limived course o ordes) of
chemotherapy wo this combinaion would further enhance the dinla] benefe.

Methods This mmdomised, open-label, phase 3 wial was done at 103 hospleals in 19 countries. Eligihle paglents were
aged 18 years or older with trearmentnalve, hiswlogi@ally confirmed siage IV or recwment NSCLC, and an Easwemn
Coaperathee Oncology Group performance siams of 0-1. Padens were randomly assigmed (1:1) by an imeractve web
response system via permuted blocks (block stee of four) w nholumab (360 mg inravenously every 3 weeks) plus
tpibtmumaly {1 mg/kg imravenoushy every 6 wesks) combined with hissology-besed, platnum doublet chemotherapy
{imtravenoushy every 3 weeks For two Cycles; experimental group), or chemotherapy abone (every 3 weeks For four cycles;
comtrod group). Randomisasion was siatified by mmour hiswlogy, sex, and PD-L1 expresston. The primary endpolnt
wis ovierdl]l survival in all randomly assigned pavlents. Safety was analysed in all wreaved patients. Resuls repored here
are from a pre-planned inwerim analysis fwhen the study met fs primary endpoint) and an explorawny longer-term
follow-up anahsis. This smdy s aohe bue no longer recuting petents, and 15 registersd with ClindcalTrials gov,
numiser RCTO3Z15706.

Findings Berween Aug 24, 2017, and Jan 30, 2019, 1150 padens were enrolled and 719 (62-5%) endomby assimed w
nivilumab plus fpilimumab with two crdes of chemotherapy [n=361 [30%]) or four cydes of chemotherapy alone
{M=35% [F0%6]. Ar the pre-planned intertm anghesis (median follow-up 2-7 months [IQR &-4-12- 8], overall survival in
all randomly assigned patlents was signifbcantdy longer in the experimental group than in the comirol group (median
14-1 months [955 C1 13 -2-16- 2] v 10 - 7 momths [ - 5-12 - 4]; hazard rasio [HR] 0 69 [96- 7156 CI 0- 550 E7]; paid- DH065).
With 3-5 momhs longer median follw-up (median 13-2 months QR 6-4-17-0]), median overall survival was
15-6 momths (953 CI 13-9%-20-0) in the experimental group versus 10-9 months [(9-5-12-6) in the comrol group
{HR 0-66 [95% C1 0-55-0-80f). The most common grade 34 treatmens-Telaed adverse evemits were newropenta {in
14 [73¢] patlenis in the experimemnz] group s 32 [996] in the conrol group), ansemia (21 [636] vs 50 [143<]), diarrhoea
{14 [435] v twen [136]), increased Hpase (22 [635] w5 three [19¢]), and asthenta {tjres [1%] s elghe [235]). Serious wearment
related adverse events of any grade ooourmed in 106 (3036) patbents in the experimental group and 62 {153%) in the conarol
group. Seven (23] deaths tn the experimental group jaone kidney faflure, diarthoea, hepstoosldty, hepais,
peumoniis, sepsis with aoute renal insufloendcy, and thrombecysopenda; one patem sach) and sl (23] deaths in the
controd group {anaemia, febrile newropenia, panoeopenia, pulmonary sepsis, respiraory faflure, and sepsis; one
patlemt each) were reatment relaved.

Interpretation Mivilumab plas ipllimumab with two cydes of chemotherapy provided a significant improvement in
overall survival versus chematherapy alone and had a fvourable dsk—beneht profile. These data support this regimen
a5 @ new firse-line tresmment opdon for palents with advanced MSCLC.

Funding Briswol Myers Squibh.

Copyright & 2021 Elsevier Lid. All righes reserved.

Introduction improved ouwcomes for patems with advanced non-

Frstline treatment with PD-1 or PD-L1 blocksde, smell-cell lung cancer (NSCLC) with no targesable driver
a5 monotherapy or combined with chemosherapy, has  zleravons.~ Alhough 2 subset of pagems might have
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Reszarchin comtext

Evidence before this study

We searched for artickes in PubMed and abstracts from major
ancology congreses for studies relevant to non- small-cell lung
cancer [N5C1C) and cancer immunothempy regimens with a
fous primarily on phase 3 trials. Search terms were “non-small
cell lung cancer’, “anti-PO-L17 “anti-PO-T7, “anti-CTLA-47,
“chemnotherapy”, “pembrolzumab’, “ateralizumab’, and
“nivolumab” (full names and abbreviations), and relerant
artides published from database inception to july 23, 2020
were identified. At the time of the design of Checidd ate 9LA
{2017), chesdkpoint inhibition had shown efficacy in patienits
with N5(LC expreszing high levels of PD-L1; however
chemotherapy was the first-line standard of cire for many
patients with advanoed or metastatic M50LC and na actionable
mistations, and was assodated with poor surival outcomes.
Since then, several dinical tiaks in patierts with NSCLE have
a=xesped firgt-line immunctherapy regimens versus
chemotherapy; regimens induded chedaqpoint inhibitors as
monotherapies, in combinationwith chemnothempy, or
alongside other immunotherapy. During the conduwct of
ChaeckMate QLA, checkpoint inhibition in other studies was
shown to improve the outcomes in patientswith NSCLC
regardless of PD- L1 ecpression, when administersd in

thie cinical berefit of niv clumab plus ipilimumab in patients
with M5(LC emerged in Checld ate 127 Improved disezse
comtrol is needed during the initial phase of immunotherapy
treatment ta enhance dinical benefit. Becawse chermnothemapy
designed to imeestigate the eficagy and safety of niv olumab
phusipilimumabwith a imited course (o cydes) of
chemotheragy wersus a full covrce (four opdes) of

tmproved survival with zvatlable and-PD-[L)1 therzples,
such as pembrolizumab with or withont chemotherapy,
nivolumab plus tpiltmumab, and atercllzumab, long-
BEM CAComes for Most patients rematn poor”
Mivohimah, 2 fully hurman and-P0-1 amtbody, and 1pil-
rmunah, a fully neman ami-CT1A 4 andbody, are immumne
checkpotn: inhiblsors with disnce bue complementary
mechantsms of action. Ipdimumsh nduces T-cell prolifer-
ation and de-nowo ant-mumeour T-call responses, induding
in memoty T cells, whereas nholumsh resores the
function of existng ang-umor T cells ™™ In part 1 of the
CheckMate 237 trial [NCT02477836), firstline nhvohimah
plus tpilrmumak versus chemotherapy showed dursble
responses and overall survival benefit, which were main-
tztned with lomger follow-up, in pattems with advanced
MSCLC and PD-L1 expression on 2t lease 1% of tumour
cells. Stmilar benefit was dlso observed In petens with
FO-L1 expression on less than 1% of wmour cells in the
samme sdy, based on a descripeive anakysts == & third of
petenss whowere treated wish mvohumab phas tpiltrmamab
wiere gtill alhve at 3 years in both the group of patlents with

chemotherapy alone. A single-am phase 2 study amsessing
nivolumab plus ipiimumab with a limited course (bwo opdes)
af chematherapy showed that this regimen was tolerable and
had encouraging dinical activity.

Addedvalue of this study

We provide nesults from the andomised Checkate DLA study
which toowr know ledige is the first phase 3 study to show a
significant owerall sursival benefit, regardless of PO-L1
expressicn ar histalogy, with dual PD-1 and {TLA-4 inhibition
combined with taeo opdes of dhemotherpy versus a standard
oourse (four gydes) of chemotherapy as firs-line treatmant in
patientswith advanced M5(LC Results presented hene build
upon those previcusly reported in the single-arm, phase 2 study
and confirm the dinical activity and tolerability of this regimen.
Benefit improy ed with longer follow-up and was consistent:
across all efficary endpaints. Natably, 2 mureival benefitwas
abserved across vanious patient subgroups, indhuding
populations with a high unmaet medical need, such 2= those
with (NS metastases. Furthermaore, the safety profile of this
combination therapy was consistent with the profiles of the
compaonents of the regimen in first-line treatment for patients
with N5CLC and no new safety sigraks were neporied.

Implications of all the available evidence

Owveral, efficacy and sfety data from (heckbate GLA support a
combined with tao oycles of chemaotherapy as first-ine treatment
for patientswith adeanced NSCLC Nivaburmabphes iplimumah
with two grdes of chemotherapy s now approved and indicated
iin the USA, Singapore, A ustralia, Canada, and other countries for
first-line treatment of patientswith metastatic or recument:
WSOLCwith no EGFR'or ALK genomic tumour abematiors.

PD-L1 expression of ax least 1% and in these with PD-11
expression less than 19¢, compared with 72% and 15%,
respectlvely, of those reated with chemotherapy.®
Mivatumab phos tpilirmamab 1s indicated 1n the USA and
other countries for the Arseline weasmens of aduls with
metastat NSCLE with PD-L1 expression of at keast 1%
and no FGFR or ALK genomic tumour abberrations.™
However, a5 repared in ceher NSCLC wals that assessed
first-Hine single-agent or dusl tmmunotherapy, "2* there
remains a need, in a subset of patents, for disezse conrol
during the first fw weeks of tmrminotherapy o enhance
chindcal bemefie. Previous smadles have shown that
chemotherapy elicks ant-mmor effecs throwgh the
fmrmune system, which might resuh o incressed
tmrmunotheTapy acthiy > althmigh whether this effect 1s
additve or synergissc with immunotherapy, or poentally
doe to imserpasent varlsbility, 15 not known ™™ We
hypothesised thet dual immumotherapy combined with
two oycles of chemotherapy would provide early disease
control while butlding on the durable survival benefit
provided by mvohimab and 1pitmumab, and mintmese the
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sideeffocs that are associated with @ full course of
chemotherapy. A feasibility study showed thar this regimen
wx tolerable® We therefore aimed w0 imvesigase
nhoolumalb phis ipllimumab with two opdes of chemno-
therapy versus chemotherapy alome four cpcles, with
optional permemeced matntenance for petents with non-

squamous hiswlogy) as first-line wearmens for pasgents
with atvanced NSCLC

Methods

Study deskgn and partidpants

CheckMate 9LA was an tntemational, randomised, open-
label phase 3 tris] that was done in 103 hosplials n
19 coumrles {appendie pp 2-4, 33). Eligihle pasdents wete
aged at least 18 years with hiseclogically

SQUAINOUS Of TENFSQUAMOUS Stage IV Of TecurTen:
NSCLC [per the 7th Imtermadonal Assoclaton for the
Smdy of Lumg Cancer classtfcadon™), an Easiern
Cooperathve  Onoology  Group  (ECOG)  performance
stznE of 0-1, and no previous Systemic ant-cancer
therapy as the primary wesment for advanced or
metastztic disease. Palents had o have a 13fe expectancy
of atleast 3 months and were required oo have measurable
dizease per Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
persion 11} Pattemts who had previous adpuwamt or
necadfuvan: chemoiherapy for eary-sape disease and
those with locally advanced NSCLC with recurrence after
chemaoradiotherapy must have completed treatmemt ax
leagt & months before enrolment. Padems with CNS
metastases were eligible i they were adequasely treased
and #f meurdloglcal findings had reumned w© baseline
{except for residual signs or symptoms related o the CNS
reatmem) at least 2 weeks before saming smdy
treziment, and s were constdered sxable. Addisonzlly,
patiems had to be off comscoseerolds, or on 2 sehble or
decreasing dose of 10 mg or less dally prednisone jor
equibvalent] for at leass 2 weeks before frst ereatment.
All patlents had to have mmour dssue available o
assess PD-L1 expression levels at study enery, and resubis
had to be avallable for randomisagon. To assess eigibiliy,
the following laboratory tests were done within 14 days
before randomisason: comples blood coume with
ditfferensial; chemmistry panel inchuding concemrations of
aspamate aminoiransferase, alanine aminoransferase,
alkaline phosphatase, total bilinubin, blood ures msrogen
or serum ured level, aeatnine, phosphawe, albumin,
calcum, magneshum, sodhum, potasstum, chlords,
lactate dehydrogenase, ghucose, amylase, and Npase; and
thyrold panel induding concemrarions of thyroid-stimm-
lzting hormone, free thyroxdne, and free eritododhyronine.
Megztive hepatttls B and hepattils C teses were mequired
within 28 day= before randomission.

Exduston aerta induded known FGFR mueaons and
ALK rranslocasions that were sensithve o targeted therapr,
unknown or undesermined FCFR stams in patiems with
non-sguamous  hissology, and susdmmune  disesse,
Parlentz were also ewcheded f they had crdnomatous

meningtls, sympsomatc inersial lung disease, HIV,
AIDS, or previous malignancy (except non-melinoma
skin cancers and in siw cancers) within 2 years of first
study dose. Patients with conditions requiring syssemic
cortoosteroids (10 mg datly prednisone or equivalent) or
Immunosuppressive medicasion within 14 days of the frst
dose of stady drug were also oo eligible. Previous
wreatment with agen:s targeting T-cell co-sttmmulston or
checkpaint pathways was not permisted. Addivonal desatls
on eligihility criterta are in the appendix (p 5) and in the
protocal (ppends p 43).

This study was done according o the Dedaration of
Helsink! and the Imemational standards of Good Chnical
Practice. The independent eshics commisee or insd-
tomal review boarnd of each paricipating swdy centre
approved the protocol and zll amendmenes. All padents
provided written tnformed comsent.

Randomisation and masking

Patlents weTe randomly asstgned (1:1) to nvolomsb plus
ipiltmumab combined with chemotherapy or chemo-
therapy zlone through an interacte web response
system. Randomisadon was done vla permued blocks
whthin each swamm, with a Bock ske of four and
siatified by tumour hissology (squamous ¥ non-
squamous], sex (male vs female), and tumour PO-L1
enpression level (1% vs=135). Per protocal, padems with
tumour PO-1] expression daa that could not be assessed
(meximum of 106 of 2ll randomly assigned patenss)
were strattfied with the pasdemt population with PD-11
expression less than 1%, Allocadon and tmplementasdton
were manzged via the Interactive web Tesponse syseem.
The trizl was open label.

Procedures

Patlents Tecetved nivolumah (360 mg inravenously every
3 weeks) pven first, followed by NSCLCopitmized
ipilimumab {1 mg'kg ingavenously evely & weeks)
combined with histology-based platinum doubles chemo-
therapy (Imravenously evely 3 wooks foT oo Opcles) o
chemotherapy alone [intfzvenously every 3 weeks for
four oycles). The Imravenous chemotherapy regimens
[which were standard of care when the trisl was desimed)
for both wreanment groups conststed of carboplatn [area
under the concemsration-#ime curve [AUC]) &) plus
padiae] (200 mgim?) for patens with squamous
hissology or carboplagn (AUC 5 or &) phis pemetrexad
(500 mg/m?) or dsplasn 75 mg/m?) plus pemetrexad
[500 mgfm?) for padents with non-squamous hiswology.
In the experimental group, treatment with nholomab
plus pitmumsb conttmeed unsl disesse progresston
[unless prespecified riterla were met for reamment
beyond progression; appendts p 5), unaccepeable wocley,
of complesion per proencol (2 pears).  Opional
mzintenance thetapy with pemetreced (500 mgfm?) was
permitted for patents with NON-SQUATKNE LMoL
Titzzol gy ereated with chemotherapy alone [nos permited
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in the experimemal group), unsdl disease progression or
unacceptable toxidty. Dose reductions were penmised
for chemotherapy, e not for nivolumab or iplimumat.
Addigonal desafls abowt dose recuctons, delays, and
criveria for pasent discominuadon from the smdy @n be
foumd n the appendie (pp 5-7). Crossover between the
HTEAtMENt Groups was not permirted; however, patlents
conld recelve subsequent tmmunceherapy uwpon the
discontinuarion of study treatment in elsher group at the
phvsician's discretion.

Tumours were assessed using CT or MRI scans at
haseline, approwimately every 6 weeks afier the frse dose
for the first 12 months, and every 12 weeks thereafier
untl disease progression confirmed by  binded

cenitral review or treatmens discomimaagon.
MRI or CT of the brain was required =t baseline and
patlents with 2 hiswry of brain mezaseasls weTe assessed
per standard of care using Response Fraluation Criterla
in Solld Tumors [versiom 11). Adverse evemsE were
assessed 3t baseline, consimuously while on weamment,
and within 100 days of discontimuzdon of dosing, and
weTe graded per the Masonal Cancer Insdruse Commimon
Terminology Crieeria for Adverse Evems persion 4.0).
Lzbomsory tems included HIV teming done within
14 days before randomisasion, as per local regulasons;
hepatiis B and hepatds C westng done within 28 days
before randomiszvon; chermswy and hasmatology eses
done within 14 days before randomisston and within
72 h before dosing on day 1 of cycle one and on day 1 of
each subsequem cycle; and dyrold functon wesing
done within 14 days before randomisston and within
72 h hefore dosing every oiher cycle. Squamous and
non-squamous wmour hsdlogles were assessed by
irrvestlgators. Archival or fresh formalin-fced, paraffin-
embedded tumour ssswe samples were collecsed within
3 months before entolment. PD-L1 expression on viable
tumour cells was assessed ar 3 cenwal labomzmony
{92 Solutlons, Marlena, GA, USA] using the anaky-
cally and climically validared approved imrmunobiseo-
chemical 28-8 pharmDx assay (Agllent Dako, Santa
Clara, CA, USA]J.

Cutcomes

The primary endpoing was overall survival was defined as
the vime from randomisaton w the dase of dexh due o
any cause. Hierarchicl seoondary endpoims (eseed
starlszically 1 the primery endpoint was met] were
progression-free survbval and objectve response rae
jrrdiographlc tumour assessmemss  per  Response
Evaluztion Criterta 1n Soltd Tumors pwersion 1.1], acconding
o blinded ndependent cemral review). Progression-fres
survival was defimed as the dme from andomisagon wo
the dzte of the first dooumented numour progression, or
death from any cause, whichever oooorred firss. Objectve
respomse rate was defined as the propordon of pedenss
with a2 best overall response of pandal respomse or bester.
Confirmasion of response was required at least 4 weeks

after the indvlal respomse. Other secondary endpolms were
overzll survival, progression-ree survieal, and objective
response rate by PO-L1 expression level. Data on efficoy
by wmour mmeonal borden (secondary  endpoinag,

nm[&phmq-aﬂpﬂm]mnmfu]]yaﬂhhl&
at the ume of the analyses n this repore and will be

published separately. Addional detsils shout swdy
outcomes are provided n the appenidhe {pp 7-8).

Statistical analysis
Far the primary endpoint of overzll survival, we hypo-
thesised that 2 s=mple of approximezely 700 rndomby
assigned padems and 402 deaths would provide more
than 80% power 0 dewect an sverage hazard raso
{HE) of 0-75 for nholumaby and 1piimuomab combined
with chemotherapy versus chemotherapy alone with a
twi-sided type 1 error of 0-05, by means of 2 log-rank
tese. At the tme of the prespecified imerim analysis
{Oct 3, 2019, 351 padents had died. The planmed mumber
of deaths was 322 for the Interim anzlysis, which was
approsdmasely 802 of planned woal deashs. The boondary
for declaring superiority for overall survival at the Inserim
anadlysls was a p value of less than 0-033, which was
based on the Lan-DeMets alpha spending funcdon witdh
O Brien-Fleming boundaries. If superioney with respact
o overall survival was shown, formal siatisical sesting
was done hierarchically on progression-free survival and
objective response rate ar the significance level adjusted
fior the primary endpone and meertm anzhysis 0 preserve
the overzll pe 1 ermor rae [0-0352 for progression-free
survival and 0-025 for objectve response rate). Efficacy
analyzes were dome In all padents who were randormhy
assigned through the meractve web TESPONSE SySamL
As part of the assessment of abjecthee response rase. time
to first docurmented complete or partlal response amnd
duragon of response [dme besween date of frst
confirmed documemed respomse and dare of frse
domumented wumour progression, deash, or las: tumour
assessment that ocoured before subsequen: therapy [data
censoring dase]) were assessed 1n all pevienss who had a
confirmed complete or paral response. Survival curves
and raes were esgumeted using the Kaplan-Meler
method. HEs and Cls were estmared with 2 seradfied
Cix proportional-hezards mode] wish erearmens group as
a single covariase. For overzll survial, petlents who had
noe died were cemsored at last known date ale
For overall survlval, a Cox maodel with a time-dependent
treatmen: Imteraction did not result In sastswcal
significance {p=0-9197), Indicagng tha the proponsonal
hazards assumpelon was met. The primary definivon of
progression-free survival used in the anaksis acooumts
for subssquent thetapy by censoring a: the last evaloahble
Hmor asessment on or before the dare of subsequent
thetapy. Analses of overall survival, progression-free
survlval, and objective Tesponse Tases were strasfed by
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PD-L1 expression, sex, and hiswlogy. Fadents who could
niot be zssezzed for PO-11 expression were swratified with
patents with PD-L1 expression bess than 156 patlends
who could not be assessed for PD-L) expression were
mchuded tn anzlyses of 2l randomly assigmed patients
bur were excluded from analyses of the subgroup of
patents with PO-L1 expression less than 196 Objecthe
TespONse [2tes were compared using a suztified svo-sided
Cochran-Mantel-Haemszel  tesx.  Prespecified  key
subgroup anzlyses were done for overzll suretval,
progression-free survival, and cbjective TESpOTSe Tate o
assess the consisvency of treammem effecs In padent
subgroups [baseline age; sex; ECOG stams; smoking
stztus; mmour hissology; lwer, bone, and CNS
metaseases; and PD-LI expression). Subgroup anslyses
were descriptive and summartsed ustng 95% Cls. Safety
anzlyses, Induding a prespecified assessmemt of the
mcidence of westmenstelsted adverse evems per

100 patlemt-years, assessed all randomly assigned patients
whio recetved at least one dose of smdy drug

Sensitlviyy analyses of the primary endpotnt of overall
survival Induded an unswatfied analysis and a
multtvariate analysis of overall survival (adjusted for
bazeline ECOG performance stamus, hissalogy, sex, and
PD-11 expressiom) amd were done tn all randomly
assiymed patems. Senslivlty analyses of progression-
free survival, tncluding an anshysts of progressson-free
survival per hinded mdependent centrzl review using
the secondary definilon of progression-free survieal
{patlents were nat censored t the Intdlation of subsequent
therapy), and progression-fee survival per investdgasor
assessment using the primary and secondary definitons
of progression-free survival were also done. These
anzlyses were done using the methods descaibed for
progression-free  survhval per blinded independen:
cemtral Teview using the primary definiton. COther
senshtivity analyses were prespectfied; however, bocause
conditions were no: met (more than 10% of pardcipants
had relevant protocol deviadons) thess analyses were noc
done. Datz with lomger followup for primary and
secondary endpoimts from an exploratory datsbase Jock
{March 9, 2020, along with addisonz] ouscomes, ane also
reported. All analyses reponed from dhis updased
dasabase lock were prespectfied, with the exception of the
following post hoc analyses: the number of plafmum-
based chematherapy cycles recebved; the propordon of
pademss on pemetrexed malmeenance therapy; the
propordon of petlems receking plaimum doubles
chemotherapy as subsequent therapy; and subsequent
systemic therapy by PD-L1 and hseology, and among
padlenss with disease progression during the smdy.
Additonzl desalls on sedsdcal methods are in the
appendtx [pp 2-8).

Starietical analyses were done using SAS (version 9.2).
An mdependent data monkoring commites Teviewed
efficacy and safety datz on a periodic bests and ax the

time of the pre-planmed intertm anakysis.
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Figare 1. Trial peoile

This trizl 15 regizzered with ClinkczlTrials gov number,

MCTO3215706.

Role of the funding sowrce

The study was designed by the steering commisee and
the funder. The funder comribwed o dasa collection
with the Investigators, to data analysls and interpresaton
in collaboration with the authors, and o the writng of
the repont by funding professtonal medical wridng
assistance. All authors had fiull access to all the da in
the smudy The comesponding author had final
responsibiliey for the dectsion eo submis for publiczion.

Results
Between Aug 24, 2017, and Jan 30, 2019, 1150 patlents
were enrolled. 431 [37-5%) patems were excluded

before randomisation, maost commaondy due o filure to
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Fegion
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Fest o wordd™ 85 [24%) g%
Eastem Conperative Oncology Group periormance stabust
o 113 {31%) T2 {31%)
1 14 [5E%} 451(6E%)
Smaoking b
Newer umaied 5138 S2{14%}
Curment.or former smcker N5 EE) 305 (BE%]
Tlmons histological type
SIS 113368 111.31%)
Hon-sgamaous g2 [EI%) 14 (BIe)
LINEr metatads B2 [19%) BE{I4%E)
Bone metastads F R} TIo{%)
NS metasiank B4 [12%) LE{1EN)
PO L1 stahet
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<I% 135 (40 129(39%)
al% 303 [E00E) 4 (BTR)
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a50% 16 [IT%) SE(I9%)
n-.-n-h (K38 i ~Inchudien egartira, Suntraky, Ereil, ard Chile, §Emaen Cooperative Dreckgy Gmag
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r:th—ih-m-ui—n-nlmdhmhl =riy s gad pos chedwithihe
+ ith P L1 expremicn lesa than 1%
Tiakde 1 Bxselire characterictis

meet smudy criterla (figure 1), the main reasons for
which were patients having unsreased CNS mesasiases
79 [22%5] of 368 patlents), known ECFR mutations of
non-squamous histology with unknown EGFE stams
(59 [16%€]), ECOG perfurmance swams grester than 1
{46 [12%], and no wmour tiEsue sample available
for PD-L1 testng before randomisason (45 [12%]).
713 eliglible patlents were mndomly assigned two
nbvolumaky plus ipliimumab with two cycles of chemo-
therapy [experimemal group; m=361 [50%] oT w0
chemaotherapy alone [comrol group; n=358 [S0°]). OfF
these patlents, 358 [993%] In the nwolumab plus
tpilirmumak group and 349 (973 In the chemaotherapy
alome group recelved trearment (figure 1). Baseline
characteristics were well balanced between reasment
groups jtahle 1). 338 [94%) of 361 pagents mm ihe

experimental group and 333 (933 of 358 In the comral
group had quangfiable PD-11 expression.

We report the primary endpolnt of overall survival
{minfrmum fllow-up -1 momths), and hierarchical
secondary efficacy endpoins  (mimimum  follow-up
6-3 months) from the Oo 3, 2009 dasbese Jock
{prespecified inteTim anakysts), with 8 medtan follow-up
of 9-7 months {IQR 6-4-12-B). Because the minimum
follorw-up was relatheely shore at the inserim analysls, the
chindeal benefit of nivolumeb plus 1pilimumsb combined
with chemotherapy was further characterised with an
updated, exploratory datshase lock (March 9, 2020 w
enable the repont of more mature data for overall survival
{mintrmum follow-up 12-7 months), and the secondary
endpoines [mindmmum followwp 12-2 momths). Wih
longer fillow-up (median 13- months [IQR 6-4-17-0,
the study had reached 6098 masuriey.

Ar the prespecified ineerim analysts the independent
data and safery monteoring commisee confirmed that
CheckMate 914 met the primary endpone of prolonged
overall survival, and this report 15 therefore considered
the final analysis. 156 [43%) of 361 patems o the
experimental group and 195 {543 of 358 patlemts in the
conerol group had died. Median overzll survival was
14-1 momths {95% CI 13-216-3) In the experimemsal
group wersus 10-7 months (9-5-12-4) In the comral
group (stradfied HE 0-69 [96-713% C1 0-55-0-57),
p=0-00065; figure 24). The secondary endpoins of
progression-free survival and objective Tespomse rates
were tested hierarchically, and both were significandy
tmproved in the experiments]l versus conerol group.
232 [645¢) of 361 parlems In the expertmental group and
249 [70%) of 358 pattents tn the control group had disease
progression or died by the dme of data cuof [Oct 3, 2019).
Medlan progressiondTee survival was 6-8 months
{955 CI 3-6-7-7] In the expertmemizl group wersus
5-0 months (4-3-5-6) in the control group (HE 0-70
[97-48% CI 0-57—0-B6]; p=0-00012; appendix p 34). An
ohlective Tespomse was Teparted 1n 136 (37-79% [95% CI
32-7-42-9]) of 361 patents In the experimental group
versus 90 [25-15 [30-7-30-07) of 358 patems in the
conerol groug (p=0-00030; appendte p 13). Resubs from
the senslthvisy analyses of overall survival at the Inserim
analysis wete conslssent with the primary anslysts (daa
noe shown). Addionally, resulis from the analsts of
progression-free survival using the secondary definttion
were consisent with those cbeamed using the primary
defintion (daza not shown). We found no noshble
difference berween blinded independent cemral review-
assessed  and  mwesdimEsoT-assessed  progression-fes
survival [data not shown).

With an additional 4-6 months of mintmum follow-
up (3-5 months longer median follow-up) for overall
survival [mintmum 12-7 months; median 13-2 months
[IQR 6-4-17-0F March 9, 2020 dambase lock),
190 {53%] padem= In the experimental group and
242 [68%] patents In the comtrol group had died.
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Medlan overall survival was 15-6 months [95% CI
13-5-20-0) in the experimental group and 10-9 months
{9-5-12-6) 1n the conwol group (sradfied HR 0-66;
95% Cl 0-55-0-B0; fgure 2B). 12-month ovesall
survheal TateE weTe 63% [95% CI 57-7~67-6) In the
experimental group versus 473 [41-6-51-9) In the
conerol group jappendie p 1)

Overall survival In most prespectfied  subgroups
favoured the experimental group (HE less than 1), with
the excepelon (figure 3). Improved overall survival 1n the
experimental group wersus the comtrol group was

longer foliow-Up (). The heamand raitios for overall surdival presentedion the grapte

observed across all PD-L1 expresston levels [figure 44, B;
appendix pp 35-36). Similar benefit was seem in dhe
expertmentz] group in patents with non-squamous and
squamous hiswology (figure 4C, D).

With longer follow-up, 249 (6995) pagents In the
experimentzl group and 265 (745 patlens In the
comtral group had progresskve disease or died by
the tme of data cutoff. Median progression-free
survival was 6-7 months [95% CI 5-67-8) In the
experimental group versus 5-0 months (4-3-5-6) in
the comrol group (HR 0-68 [95% CI 0-57-0-82)
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appendlx p 38). Lomger progresslon-free survival in

the experimental group wersus the control group was

observed In mose patlens subgroups, (appendk p 37).
Progression-free survival was longer in the expert-

mentzl group than in the control group regardless of
PL-L1 expression level or mmour hiswology (appendi
oD ¥9-43).

Chjective response rases did not dhange noesbly with
longer follow-up since the interim analysts (able 2] More
patients in the experimensal group had a 309 reducrion or
more from baseling in tumour burden than i the comrol
group jappendi p 44). Median durasion of Tesponse was
longer in the experimental group thean in the comtrol
group, with heavy cemsoring from % months in the
experimental group [mble 2; appendtc p 45). At 1 year,
more padents In the experimemntal group than In the

comtrol group had an ongolng responss.  Differences
between the expertmentz] and control groups In objectve
responses and median durasions of Tesponse were
comsistent across PO-11 and hisslogy subgroups jappendk
PR 14-15). Resules from the sensithiyy analyses of overzll
survhval and progression-free survial were consiseent with

the primary anaksts for the longer follow-up, and with the
senshivity anabyses ar the imeertm anabysts (das oot
shown).

Medlan dursdon of weammemt was 61 momhs
{IQR 2-7-13-5) tn the experimental group and 2 -4 mombhs
{2-0-5- 3} in the congrol group. In the experimental group,
the median number of doses of mvohimab recetved was
9-0 [IQR 4-0-19-0) and the medlan mumber of doses of
ipiltrmumab recetved was 4@ (2-0-10-0). Further indfor-
matan shout trearment evposure and dose reducsons 15
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reched.

available in the appends: {pp 17-19). 333 [93%) patlems In
the experimental group recetved swo oydes of chemo-
therapy. The most commen reason for reasmens discon-
tmuztion was disease progression [I75 [495¢] patlents in
the experimental group vs 160 [4635] in the comirol group;
figure 1). At the March 9, 2000, datbase lock, 74 [219€) of
358 patlems In the experimemal group and 28 (8% of
349 m the comrol group remained on restment.

In all randomly assigned padents, subsequent systemmic
therapy was recetved by 111 (313 of 361 patients in the

experimentz] group, of whom 59 {53%) recebved pladmum
doublet chemotherapy. Subsequent syseermic therzpy was
recehved by 144 [40%) of 358 patients In the conarol group
jappendt pp 9-10). Subsequent immunocherapy was
recetved by 19 [5%) of 361 patlents in the experimensal
group and 108 {309} of 358 patlents n the conerdl groap,
and subsequens chemotherapy by 105 (205 of 361 patenzs
in the expertmensal group and 80 (22%) of 358 patients
In the comml group. Among petems with disesse
Prosmression on study, subsequent syssemic therapy was

wearn_Ehelanoet comjoncology  Published ooline january 18, 2071 https/ fdoLorg/ 80,1 FE/51470- 2045201306430
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M ciumah phes Ipimumat Chemotsesapy
walth: twi gycies of growp (r= 158}
chesmotheragy grous in=361)

Oibjectiee response % [35% (0 138 38-1%; 29 (24-9%;
Bran 20:5-2041
Best overall respome
Compiete respome 83%} 401%)
Fartial respome keele 25 20%)
Stable dhease 154 (45%} 125 (53%)
Proqressve dieose %) 45 (1T%)
Could ot be determinsd or not reported I ER 19 (1%}
Median Hime to response, months J0R) 15 [1-4-3-1) 15(14-3-E)
M pdian duration of response, months (95% O 11-3 & 5-nof neached) TEE4TE)
Patients with a response who hadongoing responses
Rate (5% O] at 6 months TI% (5520 45% (455
Raie{ 5% C) at 12 months 40% (40-58) 4% (L4-3)
Cx %] uremn i
Tabie 2: Dbjectine responee, time to response, and dunticn of neporss inall emdomly assigned patients

recebved by 111 (405) of 278 patiens in the experimenal
group and 139 (443%) of 315 patlems in the comrnol groups:
subsexquent ImmunoiheTapy was Tecehved by 19 [73%) of
278 patients 1n the experimemtz] group and 106 [34%) of
315 padems in the conwol group, and subsequent
chemotherapy by 105 (38%] of I78 padem= in the
experimental group and 76 [2435) of 315 patlems In the
comrol group. Subsequent therapy by FD-L1 expression
level and hstology are shown in the appendte (pp 11-12).
Safety 1s summarised in table 3, and all reporeed grade 3
and 4 wearmem-relased adverse evenss are Hewed In the
appendk [pp 22-25). Grade 34 trearmens-related adverse
evemes ooormed In 168 (4736 of 358 patems In the
expertmental group znd 132 (3835) of 349 In the comtrol
group, the mos: common being newsropenta {in 24 73]
patienzs in the experimemal group s 32 [9%] In the
comrol group), anaemia (21 [535] vs 50 [145%]), diarrhoes
{14 435] ¥s two [135]), Increased 13pasa (22 65 wsthree [133]),
and asthenla {three [19¢] v elght [236]). Treatmem-relased
serious adverse evetns of any grade were reponed in
106 | 305¢) patiems tn the expertimeneal growp and 62 (185%)
patienss n the comrol group. Grade 34 wearment-relased
seris adveTse evenes were Teported 1n 91 (25%) patienss
in the experimental group and 51 {15%) patens in the
comrol group. The mos: commomn wreatment-relased
serious adverse evems of any grade in the experimenal
group wene diarrhoea (11 [3%] of 358 pagems), febrile
newsraperia (11 [3%)), and anaemia [eight [235]), whereas
in the omml group they were anapmia {12 [35%] of
39 padems), febrile newmopenia (nine [3%)), and
thrombocytopenia sk [296]. All reporeed trestmen-
related serious adverse events are Hsted in the appendsx
(PP 24-27). Treatment-related adverse evems of any grade
leading eo resmemt discontimustion were reponed in
69 (193] patlents In the experimental group [due o any of
the componemts of the regimen; ipilimumab alone,

nholumab phos ipilimumahb, or the chemotherapy regl-
men) versus 26 (73] patems in the comtrol group.
Treatment-Telated adverse evemts of grade 34 leading
t0 trezmem disconinueton were repared In 38 (16%)
patlems tn the experimental group and 16 [535) patients in
the comrol group (zppendie p 28). In the expertmental
group, I7 {5%) padtems disconsmed tpilirmmab because
of treasment-Telzed adverse evems bur comtnued with
nivolumab. The most frequent weatment-relased adverse
evemis of any grade that are wpally assocaed with
chematherapy were ansemia (B3 [235%] of 358 patients s
132 [383¢] of 349 pariems), nenwopenia (35 [10%] v 59
[173]), and thrombooropenia [IF [538] s 34 [L0%&)
appendix p 2.

Treatment exposure was 258-7 personyears In the
expertmental growp and 161- 2 person-wears in the contral
group. In the prespectfied analysis of treatmen-related
adverse evenss adjusied by treatmen: exposure, the
overall incidence of wreatmene-relaved adverse evemts per
100 parlentyears was 785-1 in the experimen:al group
versus 951-8 in the comtral group (appendt p 300,

The mos: commonly reporeed weziment-related
adverse everes (those with a potenstal tmrmanalogcal
cause] of grade 34 in the experimentzl group were
gastrodneestinal (20 j65] patlenss), skin (16 [435) pasdents),
and hepatic (16 [43%] patents) evemts, most of which
resobved (appendix p 31). Time 0 onset and resoludon of
selert treatment-relased adverse everns, and the propondon
of patemns requinng tmrrune-modulasng medicason
jmchuding corticoeserolds and mmour necrosis &oor
amagonises] In the ecpertmensal group are shown in the
appendix {p 32). Seven (2%) treatmentTelzed desths
occurred in the experimental group due w0 aoue kidney
fallure swribwted to chemotherapy, diarmhoea, hepeto-
wondcity, hepatlds, pneumonits, sepsis with aome renal
tnsufficency, and thrombooysopenia {in one pedens each).
She {255) wearment-relared deashs ocourred in the chemo-
therapy group due o anzermnilz, febrle newopenta,
sepsls [in one paslent each). The primary reason for death

5 of assodlation with treasmens was disease
progression in both groups (187 5294 dezths n the
experimental group, inchading 153 [43%] due o disease
progression; and 237 [58%] in the contral group, Inchuding
206 [395%] due to disesse progression).

Discussion

To our knowledge, CheckMae 9LA 15 the first phase 3
smdy to show a signtficamt overall survlval benefit by
combining a Hmied course [ orcles) of chemotherapy
with nhvolomzb plus 1pilimumab versus 2 full course of
chemotherapy (four cycles, with oponal pemetrexed
malmenance wreatment permited for patients with non-
squamous hiswology) as firstline meamment In padems
with advanced NSCLC, regardless of PD-11 expression
level or hissology. Eenefie Improved with longer follow-
up znd was observed In most subgroups, ewcept for
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Mivolumab phes plmesatwits teogcesofl | Chemotherapy group (i=149)

chemayte gy gropin=32)

G 1-7 G 3§ Grade Grade 1-3 Grade T Grarke
Ay 150 (44%} 134 O5%) 441w I 4T%] 111 %) 21 (%]
W Ol 5% 5% o 122 5%} 101%]) o
Asthenia 721300%) 1i0% o S [16%) B{T%] o
Prsriius 7220 1'% 1] &[TH] o o
Anaemia &2 (1%} HI(E%) 1%} 32 (2% SO14%) o
Diarmhoem B0 (L%} 1304%) 1%} ETRRb ] {1%] o
Rash Bl (1%} EI%} o 11 [8) o o
Hypotiyroldsm 5h [15%) 1i<1%) a 1ET%p a i
Fatigue S1015%) B %) L] 35 (10r%} 2% o
Derreaned appetite 55 (15%) 4 (1% o 05w 4[1%]) o
Womiting 4202%) e ] o o A% 501%) o
Constimbion 29D o L] &0 [17%) a o
ncrezaed fpase 4(1%) 5% 51%) 1%} I01%) o
hastropena L1 (3%} 1404%) L0 (%] I (a%) el &%
Incressd anmy e pile: 7] 103%) 1%} & [TH) o ¢}
Fetriie neutropenia. o 9%} 51%) 1%} Fir ] Ji{I%}
Derreaned neutnophil count 5 (1%]) EI%} & (1) A [1%) S01%]) 4 1%}
Thrombacgopenia 7%} 5% 51%) L0 6] J{%}
Mactibe: papkar reh 14(4%) 5% o %) 1T%) o
Colts s 1] Sl a 1ET%p a i
IncreEEd aknine aminglRns e 19 5%} 5%l 1] 12 3% 2% o
Defpdration B (%} 5% o 5%y %] o
Hemboboaidty 5 (1%]) 5% o T1%) o o
Decreased while biocd ol oo TR} 5%l o &8l 2% o
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Toble 3 all breated patiemts

patlents who had never smoked, consistens with findings
from other immunotherapy trials,* and older petems
jaged =75 years). Petlenis with stable CNS metastases at
baseline dertved henefit with nholumab phes 1pilimuamak
with twd cycles of chemotherapy, 28 has previously been
observed with nivolumab ples 1plirmmab in patents
with NSCLC and melanoma®® However, these
subgroups were small and not defined by strafficadon
facrors; thus, Imbalances In prognossdc facoors beswesn
the two tTeasment groups might heve affocted the resilis
in these patlemt subgroups, which prevems us from
drawing definlttve conchusions. As such, data fiom the
subgroup anzlyses should be inserpreted with cawion. In
addmson e owerall survival, progression-ree survival and
objectlve response were significandy improved in the
experimenzal group versus the congrol group.

safiety 1n the experimemnal group was as expectad from
combining dnsrs with disgnee mechanisms of action,
supportng the feasibilly of combining dual tmmmeo-
therapy with chemotherapy as frseline westmemt In

patiemes with MSCLC. Mo new safety sigmals were
idendfied for nvoluomeb plus fpilimumeb or chemo-
therapy In the evpertmental group™= znd safeey was
manageahle with existng treatment guidelines. The
frequency of treazment-related adverse evems, those of
grade 3 or 4, and those leading w disconsnuasion were
mumerically higher in the experimental group than in the
contrel group. This fnding could be expecsed for a2 four-
drug versus two-drug regimen, as well as the longer
treagment exposure in the experimental group than in the
control group. MoteoveT, when wreasmens-Telsted adverse
events wete adfusted for exposure, the overall incldence
rase was mumerically lower In the experimental group
tham In the control group. Similar w0 previous repores™=
of nivolumab plis iplimumab in smdles of frse-lne
wreamment N patlems with NSCLC, mOst treagmen:-
relzted select adverse evems [those with a potenal
immuncogical cause] chserved In the expertmental
group In CheckMae 91LA were of low grade and mosthy
resobved. Addissomally, sowddey that Is t pically assoctared
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with chemotherapy (most noably nausea, anaemia, and
mewropenia) oocurned less frequently in the expertmental
group than in the control group. This fmding might be
attribused 10 the shomer course of chemotherapy in the
experimental group and poendally could have 2 postdwe
clinical effecs on pagems. As the smdy &= sl maturing

(605 mawrity In this repory), longer follow-up will
provide furmther characteri=zgion of the risk—benefit
profile of nkolumszb plus fplimumsb combined with
chemotherapy in this sexing.

CheckMate 91LA was destgned on the bests of the long-
term survlval benefies and dursble responses seen with
mivoinmeh phus ipiimmat in pagtems with melanoma, =
renal cell carcinoma,™ and MSCLC ™™ and the potenital 1o
achieve tapld tmiglal disease control by adfing two orcles of
chemoeherapy to0 this regimen. As hypothesised, the
addtion of 2 Imited course [ewo oycles) of chemothetapy
o Tibwoburmh phes spiitrmamak prowided an efficacy benefit
over chemnotherapy with early disease congrol relathe 1o
immmumatherapy-only Tegimens in other trals'™ This
fincing 1= supporeed by reduced rases of primary disease
progresslon versus chemotherapy o this smudy, and
Telzthve t0 mivohumab phos iptimmomah i Checkdate 237
pare 1 (both in patlents with momour PO-L1 expression
=1% those with <1380 Addislonally, in ChedcMate SLA,
the overzll and progression-free survhal curves of the
expertmental group showed eardy separagon from the
chemoeherapy ouves with no cossing As a result, 2
greater difference I owerall survhal besween  the
experimental group and conerdl group was observed In
CheckMate 9LA [HE of 066 ar a8 mimmuom follow-up of
12-7 months) than in CheckMae 227 (HR of 0-73 at &
mmintrmam flloe-upof 29- 3 months).” 1n CheckMate 914,
the proporion of peterns who recebved subsequemnt
Immmumnatherapy in the congral group [ 3094) was stroilar o
that repormed in other trials of firstdine treazment In
[etiemss with NSCLC (31-7-40-B%)° and nowably
higher than in the experimensal group (5%). Akboagh
subseqquens imrmuncthetapy might have dispropordonately
improved overall survival tn the control group, the cverall
survival curve for the expertmemtal group contmued o
separate from the comtrol group with longer follow-up.
Analyses are ongolng o0 find dindcal and bomarker
characeeristes that could 1denstfy patient subgroups thae
pardoularly benefit from the addition of a limised course of
chemotherapy 0 nheohumab phus 1plimuomakb. Nonethe-
less, longer follow-up 15 needed to Inveszgate the effec: of
adding two ovdes of chemotherapy on the previously
chserved durabilisy of the dual Immmunotherapy regimen,
and also o provide 2 more acourate perspectve on the
Tisk—benefit profile of the regimen.

In the past 5 years, substanial progress has been made
in the Arseline wezmmen: of patents with advanced
NSCLC with immunotherapy-based regimens. Trestment
selection in cdindcal praciice {5 usually based on PD-L1
expression of hiswologe®” Dual tmmunotherapy with
nivolumaly plus iplimumsl  subsequently  showed

durable benefit across PD-L1 expression levels and
mmour  hissologies. When CheckMate 91A was
miazed, chemotherapy was the standard of care and no
other studles had assessed Immunctherapy combined
with a imied course of chemotherapy In petlents with
NSCLC who were unselected for hiswlogy or PD-11
expresslon seams. On the basts of tiis smdy, nivolumab
plus tpitmumab with two cpcles of chemotherapy was
approved In several counsrles, Including the USA in May,
2020, thus inoeasing the number of weamment opdons
for first-line wreasment in pagems with advanced NSCLC
withous targetable driver mnztions.* In cinical practce
at PTESENt, PEHETHS withl tUITOUTS expressing PD-L1 on at
least 50% of turmnour cells are weated with and-PD-{LJ
monotherapy!* zlthough those with a high disease
burden also recetve immunacherapy with chemotherapy.
Imrmumnaherapy plus chemotherapy has been approved
regardless of PD-L1 expression levels in both patlens
with squamons and non-squarmious hissology, o clinical
acthity 15 highet in patlems with PD-LI expression on 2t
least 50% of mumour cells.** Results from CheckMate 914
have shown thar PD-L1 expresslon was not predicie
of improved survival because the magntede of benefit
with mhvolumab plus fpliimumsb with 2 limied course
of chemotherapy wversus chemotherapy alone was
constent across all PD-L1 expresston levels assessed
Encouragingly, this regimen showed a cimically
mezaningfil improvement In owerzll survheal in the
preplanned Imeerim  anahsits with 81 months of
minirrum follow-up, which continued to fmprowe with
an addstonal 4-6 months of follow-up. Longer fillow-up
from ChedcMase 9LA and other smudies of ams-PD-{LJ
with chemaotherapy will be essensal w identfy regimens
that offer long-term survival and durable responses for
other patlen: populzdons, incuding pastenss with PD-L1
expresston less than 1% and those with sguamous
histology. However, when making ooss-trial compard-
sons, the Imimdons tmposed by differemt petlem
populations and stedy designs mus: also be taken imo
acomunt. For example, CheckMate 91A was an open-label
trial and enralled patlents who were unseleceed for PD-L1
expresslon stams and histology, whereas the double-
blind KEYNOTE-189 tral® enrolled patgems with onby
non-sgquamous hiswology and KEYNOTE-DT petlems
with only squamous hsecloge. KEYNOTE-024' ennolled
only patlents with PD-L1 expression on ai least 5006 of
mumaour cells and n IMpower150,* paten:s with ECGFRS
ALK alterations were permisted.

In addition to those already noved, odher Hmbatons of
this analysis of CheckMae YLA nclude the short fllow-
up durasson at the tme of database lock, which dad not
allow assessmemt of the dursbiley of the dusl
immunotherapy whth chemotherapy regimen. Another
lmitadon 1= the use of chemotherapy as the comiral
group, in view of the face thas chemotheTapy 15 no longer
standard of care 1n this sewmg because of treasment
advances made during the course of the trial.
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In summery, nhvolomeb phlos iplimumat combined
with two cycles of chemotherapy provided a significanty
improved survival benefit compared wish chemnosherapy
glome, Grresepectve of tumour hisslogy or PD-LI
expression. Eficacy and safety dasa suppon a favourable
risk-benefie profile for mivolumab phus iptimmomab
combined with chemotherapy as frss-ine resmmen: for
patlenss with advanced KSCLC
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5.4  Anti-PD-1 (pembrolizumabe) no cenario de Saude Publica — primeira experiéncia

brasileira

Também dentro dessa coorte de pacientes encontram-se participantes de uma
iniciativa inovadora envolvendo uma parceria entre o Hospital de Cancer de Barretos, a MSD
(Merck Sharp and Dohme) e o Governo do Estado de S3o Paulo. Essa iniciativa teve por fim
disponibilizar pembrolizumabe (anti-PD-1) para o tratamento de pacientes com CPCNP com
alta expressdo de PD-L1 (TPS=50%). Pembrolizumabe, apesar de estar aprovado pela ANVISA
para essa indicacdo desde 2017, ndo é disponivel para a populacdo do Sistema Unico de
Saude (SUS). Os 12 participantes dessa iniciativa sdo a primeira experiéncia brasileira com
imunoterapia no tratamento do cancer de pulmdo de pacientes do sistema publico de

salde. A Tabela 4 sumariza as caracteristicas clinicas desses pacientes.

Tabela 4 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CPCNP tratados com
pembrolizumabe (anti-PD-1) no sistema publico de saude (n=12).

Caracteristica clinico-patoldgicas e de tratamento n (%)
Idade mediana = 61 anos (36-74)
Sexo
Masculino 7 58,3
Feminino 5 41,7
Histologia
Adenocarcinoma 5 41,7
Carcinoma escamoso 6 50,0
CPCNP 1 8,3
Tabagismo
Nunca fumou 2 16,7
Passado 2 16,7
Ativo 8 66,7
Linha tratamento
Primeira 7 58,3
Segunda 4 33,3
A partir da terceira 1 8,3

Esquema tratamento utilizado
Pembrolizumabe monoterapia 6 50,0
Pembrolizumabe combinado a quimioterapia 6 50,0
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A taxa de resposta objetiva foi de 50% e a taxa de controle de doenca de 83,3%. Com
seguimento mediano de 25,2 meses, a mediana de SPl ndo foi alcancada e a taxa de

sobrevida em 2 anos foi de 58,3% (Figura 9).
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Figura 9 — Curvas de SPI (em meses) avaliada pelo método de Kaplan-Meier de pacientes
tratados com pembrolizumabe no SUS (todos os tumores apresentavam PD-L1 >50%). NA:
ndo atingida

5.5 Expressao de PD-L1 por Tumor Proportion Score (TPS) e Combined Proportion Score

(CPS)

Em CPCNP, o método mais utilizado para se avaliar a expressdo de PD-L1 é o escore
TPS (tumor proportion score). No entanto, para outros tipos de tumor, o escore CPS
(combined positive score) tem sido o método de escolha. Com os objetivos de se avaliar e
comparar o valor preditivo de TPS e CPS como preditores de resposta a imunoterapia em
CPCNP e de se avaliar a concordancia intra-observador entre os dois métodos e inter-
observador entre dois patologistas, 56 pacientes foram incluidos nessas andlises. Os dados

dessa analise estdo sumarizados no artigo anexado abaixo — Artigo 2.



61

Artigo 2. PD-L1 expression by Tumor Proportion Score (TPS) and Combined Positive

Score (CPS) are similar in non-small cell lung cancer (NSCLC). Journal of Clinical Pathology,

2021.

Original research

PD-L1 expression by Tumor Proportion Score (TPS)
and Combined Positive Score (CPS) are similar in non-
small cell lung cancer (NSCLC)
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ABSTRALT

md For non-small cell lung cancer (NSCLO)
the: mast used method for anakysing programmed
el death Bigand 1 (PD-L1) expeession i the Tumor
Proportion Score (TPS). Mewvertheless, for other tumour
types, the Combined Positive Soore (CPS) has been the
method of choice
Aim Evsliszis and compare the predictive value of bath
(S and TPS as predictors of immaunothesapy response
in NSCLC, and fo evalissie the agreement intra-obsemner
betwesn both methods and inter-obsener between two
expert |ung pathalogists.
Methods 56 MACLE patients who wene trested with
anti-progremmed cell death 1 (PD-1WPD-L1 therapy
wese induded. Two pethologists evaluated &l ceses
independently, considering the samgple’s adequacy for
analysis, and the PD-L1 expsession by TPS and CPS.
Resulis The Kappa mefficent for adequacy was 0.82
(5% CI 06T 1o 0.97). There was a high agresment
betwesn TP and CP5 and a high agreement beiween
pathologists conceming the two methods. The Kappa
roefficient betwesn TPS and OPS was L85 fior bath
pathalogists, and betwean pathologists was 0094 and
053 fior TPS and CFS, respectively.
Conclusions Both methods proved to be equally
predictive of response to andi-PD-1/P0-L1 therapy. Thers
wes bath 3 high intra-obsemver agresment betwesn
this tweo methods and a high inter-obserier agreement
betwesn pathologists. This study suggests that (P could
also be wsed in a moutine sstting for immunothersgy
deision in NSOLC

INTRODUCTION
Lung cancer is the most incident and deadliest
cancer worldwide.” In the kast fewr decades, targeted
therapies based mainky on tyrosine kinase inhibitoes
have significantly & the treztment of non-
small cell lung cancer (NSCLC).® Despite the great
improvernent in the clinical management of NSCLC
patients, cnly a subset of patients benefit from these
targeted therapies.®

In the last few pears, anti-programmed oell death
1 [FL-1)programmed cell death ligand 1 (FD-L1)
immune checkpoint inhibitors have  revolution-
ised cancer treatment, incloding NSCLC” In chis
oontext, 2 number of stodies identified several
predictive biomarcoers of mpﬂu4 Among these
biomarkers, the FD-L1 expresion, as determimed

by immanohistochemistoy in twmoar tissoe, proved
to be an important predictive biomacker, amd
several methodologies for FD.L1 immunostzining
scoring have been developed.” ¥ One of the most
used is the Tomor Proportion Scoce (TS, which
considers the percentage of tomouwr cells expressing
PRI 1™ Limiting expresicn analysis to twmoar
cells can have some advantages, soch as making the
analysis easier and even allowing it to be perfoomed
on cyrology cell blocks.™® Both in the fice and
second-line treatment, the higher the expression
of FDLL1 in tumoor cells, the better the resolts
achieved with immuonotherapy, combined or not
with chemotherapy. — “* However, for other
tumour types such as gastric'gastro-cesophageal
janction carcinoma, cervical carcinoma, oesopha-
geal squamous cell carcnoma, head and nedc sqoa-
mous cell carcinoma, bladder and renal cancer the
Combined Fesitive Scoce (CFE) which considers the
expression of FO-L1 in both osmoor and nflamma-
tocy cells, exhibited a better coorelation with imimo-
notherapy response® &

This stusdy aimed to evaluate and to compars the
predictive value of bath CPS and TPS as predictors|
of response to immunotherapy in NSCLC. Addi-
tionally, were compared the comcordance of both
scorng sypstems between two distinct observers.
Clinical endpoints were assessed as secondary
chjectives.

PATIENTS AND METHODS

Study design

This is a retrogpective stody that evaloared 56
NSCLT patients treated a2t Barretos Cancer
Huospital and whio have received at least one cpdle of
anti-FD-LFD-L1 therapy with palliative intent and
had a formalin-fixed paraffin-embedded [FFTE)
tissme available for immonchistochemistty anal-
wsis of FDWL1 expressicn. The tissoe shoald neces-
sarily have been collected before the Gt dose of
immunotherapy and for response analysis, patients
shoald hawe had ar least one radiclogical image
after immunotherapy initiation to assess response
to treatment.

The institwtional review board approved the
study protocol (CAAE 371121918.5.0000.5437)
and 2 waiver for the written informed consent
was obtined, given the cetrospective natore of the
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Table 1 Sooeing memods evaluated

Table 2 Cimkopathological features of NSOLC patients (i=52)

Mathod Scofiag

s [Wo. of FO-L1 stzined fumow s of umour cellsjs 100

F5 W of PO-L1 ﬂmmﬂlmml‘hﬂ
urmour cells]= 100

*lymphocytes and

CFS, Combined Posites Soom; PO-L1, programmed ool death Bgand 1 TPS, Tumor
Propartion Scorg.

Clinical data

Clinical, demegraphic, radiclogical and pathological data wrers
collected from patient’s medical records. Histological diagnosis
and staging of MSCLT were based on the 2015 WHO Classi-
fication of Long Tomors™ and the Bth tumour, node, metas-
tases Staging Systen of Lung Cancer,”” respectively. Tamour
megsrement was assessed at baseline and at least at one other
time point after treatment nitiation. Al assessments were
pecformed by investigators osing Response Evaluation Criteria
in Solid Tomors (RECIST) wersion 1.1, Objective response rate
[DRR) was defined as the propoction of patients wnith partial
or complete radiclogical response to immunctherapy weatment.
Overall swovival (05} and post-immunothempy sorvival (FIS}
were defined as the time intervals from the date of the first cycle
of palliative therapy and from the first cycle of palliative immo-
notherapy, pespectively, wntil death from any caose.

PD-L1 expression analysis

Immuonchistochemistry staining for FOLL1 was pecformed on
FFFE tumoar tissoe with Dako 2203 pharmDix (Agilent Tech-
nologiesDizko, Carpinteria, Califomia, USAY kit, following
manufzchrer's instroctions. FD-L1 expressicn was measured by
TFS and CF5—imble 1. Fucthermore, both TS and CFS were
categorized in low = 1% for TES and - 1 foc CFS), inteomediate
(196439 for TES and 1-4% for CF5) or high (Z50% for TPS
and =350 for TPS) expression.

Necplastic cells had to show partial or complets membrane
staining to be counted as positive, whereas immune czlls were
oounted if any staining level was observed. A minimem noember
of 100 neoplastic cells were coonted to consider a sample valid
for its evaloation. Althoogh, theoretically, CP5 can exceed 100,
the maximom score was set ar 100.°

Taro experienced long pathologists independenty evaluated
all cases, comsidering their adegoacy for analysis and the expres-
sion of FD-L1 by both TES and CF5.

Eazed on the resuls fownd in gastric and cesophago-gastric junc-
tion @ocinoma where the peroentages of patients with PO-L1
expression = 1% by TFS and CF5 were compared [1I.5% and
5765, rupecr'rvelﬂ,‘ the sample size cabmlation was pecfioomed
talbng intc account 2 similar difference in the propoction of
pasitive samiples, a significance |evel of 5% and power of 5004,
what yielded 2 sample size of 50 twmoac samples.

To analyse the agreement betmesn the measurements [TFS vs
CF5) and the reprodocibility betereen different parhologiss, it
was msed the Cohen's lzppa coefficient (i)

The Eaplan-Meier methed and the log-rank test were
employed for sorvival analysis. A stratified Cox regression
maodel was omed to calculate HRs. Patient withoot 2n OF or
FI5 event were censored at the date of the |ast visit they were
lnowm o be alive. The OF was med to evaloate the assodation
betoreen response cate and FT-11 expression by TFS and CP5.
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death peotain 1; FOLLY, programmed coll daath ligand 1; THM, Lemour, nods,
MR =g

Forcomparisons immobwing FD-L1 expression [ITFS and CF5) and
dinical owtoomes, FO.L1 analysis perfoomed by the pathologist
1 wras ozed.

Fiqure 1 Examples of PO-L1 imemunohistochemical staining using
FFCIPREDE KIL. (&) TFS <1 %: (B} TPS 1%-45%: (C) TPS 2509 (x400
magnificaiion). FOHL1, programemed cell death igand 1; TPS, Tumor
Propostion Sonre.
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Table 3 PD-L1 expression analysis by TPS and by CP5 according each

Table 4 Bestradiobogical response (Response Evaluation Crikera In

pathalkaglst in=521 Solld Tumors (REQSTI1 .11 and objectiwe responss rate among cases
- - P 2 with TPS <1% and CPS =1, regarding at kast one pathalagist (n=g)
TFS Mo.[%) Mo (%) CPS Ho (%] Ho. (%) PabantID  TPS1(%) CP51 TPSZ(®%) P52 BRR ORR
PoLLY 1% TS ROl POl 2E04LE 200354) M ol [ir] ol o Pl jmoam
POl PA-4R GAI1E) BOS3 PoLI1-48 111y i3S B ol ] ol 15 PD
PoeLY &5k 19f35  19BE5 Pl es0 198RS 190Es) 75 ol [ «l 5 PR
S, Combined PasHveSoong P1, pathalog bt 1; F2, pribalagls 2; FOLLT, m <l EY =< o PR
programned ol death ligand 1; TPS, umaor Prop ortion 5 oo, (=] ol o 5 10 PD
T <l ol ol 5 PO

RESULTS

The median time between sample collection (biopsy) and FTFE
tissoe cutting for FD-L1 immunohistochemistcy analysis was of
571 days (range from I to 2071 dapsh. FD-L1 immuanchisto-
chemistry was pecfocmed in the same weelk (1-3 days) of FFFE
tissue Cotting.

Initially, the 5§ cases were evaluated in tecnw of the adeguacy
af the marerial (at least 100 neaplastic cells). Both parhologises
analysed the samples and dlassified them as suitable or not soit-
able for FO-L1 expoession anabysis. Maost cases (n=30; §5.3%%)
were damsified a3 soiable by both pathologists. One sample
(1.5%0) was consensoally classified as unsoitable and it was not
comsidered for further evalpation. In five (B.5%) discocdant
cases, they were anabysed simultaneously by both pathologists,
and a final consensus decision was attained. Tawo of thess cases
were considered adequate and three of them were exdloded,
totzlising 52 samples for further analysis. The Kappa coefficient
betoreen the two pathologists for adequacy was 082 (35% CI
0.87 to 0.37).

The dinicopathological featores of the 51 patients are
sammarised in table 2. Most of patients were men (E3.5%) and
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOHF] Pecformance
Status 1 (B4.6%). The predominant histology was adenocarci-
noma (51.5%%), followsd by sguamous cell carcinoma ($4.2%)
{rable Z). The mapority of patients presented at climical stage I'V
and 15% were never smoleers [fable 2). Thicty patients (57.7%)
were treated with anti-FD-LFD-L1 in first-line and most of them
(53.5%) received anti-FD-1/FD-L1 a3 monatherapy {able I).

Rezarding FDL1 =xpression, the pathologist 1 {F1}, wming
TS, classified 27 cases (51.7%) as bow, 6 cases (11.5%) as inter-
mediate and 15 cases (36.5%) az high expeoession (Bigare 1)
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Flgure 2 PD-L1 expresslion varablliy accondng to methodology: low
PO-L1 expression by TPS (<1%) and Intermediste PO-L1 expresson (30)
by CPS. (Amrows) Inflammstary staimed cell; (Tiangle) Tumoural stalned
cell; (Astensks) Tumoural ol group - paplllany amangement. CPS,
Combined Postthve Soore; TS, Tumor Propomion Soore

BRE, bestradolegkcal raponsa; CF5], Combined Feshbea Scona by pathologkt
1;CPS2, Cambinad Pestiva Soora by pathologist 3; OFA, object e reapanscirsh;
PO, Prosyressdve Diseaes; PR, Partlal Respanse; TRS 1, Tumer Proparton Soor s by
pathakigist 1 TFSE, Tumor Fraportkin Scora by pathologlst 2.

Lilewrise, the pathologist Z (F2), wusing TPS, classified 215 cases
(#3.0%0] as low, § cases [15.3%) as intermediate and 15 cases
(3&.5%0) as high expression. Comsidering the CF% approach, P1
classified 22 cases (42.3%0) as lowe, 11 cases (21.1%4) as inteome-
diate and 19 cases [36.5%) as high expression, and P2 dlassi-
fied 20 cases [35.49%) as low, 13 cases (25.0%) as intepmediane
and 1¥ cases [36.5%) as high expression. The Kappa coef-
ficient between TFS and CFS was (L85 for both pathologists,
and between pathologists was 0.94 and 0.93 for TFS and CP5,
respectively (rable 3] Only two cases (3.5%0) where discoodant
among pathologists for TPS and CF%, and the disagreement was
for cases with low and intermediate expression in both TFS
and CF% methodologies. Concerning the agresment betaesn
TPS and LCF%, each pathologist changed the classification of
five samples, all of thern from low expression to inteomediate
expression (Agore ). However, these cases are not exacty the
same. There were foor cases in which both patholagists changed
the category and two cases in which only one of the patholo-
gists changed the category, totalling six cases. The ORR observed
wmang these patients was 33% (table 4]

Faor dinical endpoints all 52 cases were included and FD-L1
eupression, bath by TPS and CF5, was that performed by FL.
Considering the response to treatment, I of the 51 patients were
exr|nded since no radiclogical response evalnation was available.
The ORR was 42.0%. The response cate was nomerically higher
among those who showed FDUL1 expression (imtecmediate or
highi}, both by TS (47.5% vs 37.0%) and CP% (4€.4% vs 36.3%).
Homeever, the odds for response were similar regardless of the
method employed [table 5], The median ©5% was I4.1 months
{#5% CI 18.3 to 30.0 months) and the median FIS was 20.2
months (25% CI 11.5 to 283 maonths). There was no statistically
significant difference in survival analyses in relation to PO-L1
expression regardless of the TPS or CFS methodology employed.
The median ©5 and FI5 for TFS 1% was 21.5 months (#5%
€I 10.2 to 31.5 months) and 14.8 months (35% CI £.3 1o 233

Table 5 ORR by TPS and by CPS according to pathalogist 1 {n=500

Tortal [n=51

Ho. [%) Rasponsa Horasponsa ORR,®  OR
TPS=T™e 238 " 12 478 1.58
TPE 1% 274 L] 7 arn
CFazEl 28 =8 13 15 464 1.51
CF3 1zi84 B 14 363

CF3, Combined PosHve Soone; ORF, aversll neporee raba;  TFS, Tumer Proparton
SameL

D Manchi P,et al.J Cin Fafial 20218 1-6 dai] 0L 1136 idinpaib- 30-108522
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Table 6 Owerall survival [05) and post-Immenotherapy sarvival (PIS)
by TPS and by OPS according to pathalogist 1 {n=52)

Madlzn 05 jmeon@s) Fwalue Madian PIS [meaSs) Fvalue

TS<Ph  T15(M45I85) LE  MEEITY .9
TS 1455 WR KR
PS5 KR KR
Fs<l  T15(M02-32) 05 MEEIRI .9
P18 324 KR
FizS KR KR

CP%, Combined Fogtiee Soom; ME, nof reachest; TPS, Tumor Propartion Sore.

months), respectively (able &; figures 3 and 4. For those with
TFS = 1%, median survival was not reached.

DISCUSSION
The effectiveness of ant-FD-1/FD-L] therapy in MS3CLC was
first demonstrated im 2015 with the presentation of positive
results from teeo phase I andomised controlled mials, Check-
Mare 017 and Checkddare 057, that investigated nivelumakb
(amti-FD-1) 2z the wscomd line of treatment for metastatic
WECLC. Despite the positive resolts, only aboot 109% of the
patients had an objsctive response following immunotherapy:
Simce then, FD-L1 expression has been consolidated as the only
biomarker used in clinical practice, with a consensos that FOWL1
expression on tomour cells predicts resporse to PL-LFD-LL
inhibitors. However, the valoe of FD-L1 as the “definitive” or
agnostic biomarker s controversial and thers are muoltple
onsolved issues such as the lack of walidation for immunohis-
tochemistry labocatory-developed tests,™ the wse of diferent
stining pladforms and antibodies, thresholds valoes osed for
FDi.L1-positivity, the somrce and timing for sample collection
and the type of cells in which FD.L1 iz assesed [tomowsr vs
immune c=lls}. ™ To darify this last point, we carried ot this
smdy that analysed the expression of FD-L1 by two different
estimation methods, one of them incoding inflammatory cells
in addition to mmour cells. Moreover, since FD.L1 expression
is an observer-dependent mezsmrement, WSCLC cases were inde-
pendently analysed by two pathologists to redooe bias.
Among the 52 cases incloded, the clinicopathol ogical feamres
are those expected for patiemts with WSCLC: male predom-
inance, ademocarcinoma  histology, tobacco-related  disease

and stage IV Most patients received anti-FD-1FD-L1 treat-
meent as the ficst line of treatment combined or not with anti-
CTLA4 or chemotherapy, which justifies the high responss
rate observed and 2 median soreival lomger than 2 years. Abowt
215% of the cases received immunothempestic agents not pet
approved foc the treatment of MSCLC soch a3 awvelumab, cemi-
plimab, nivolumab combined with ipilimomab and dorealumakb
combined with tremelimomab, since these patients wene treated
within randomised dinical trials.

For the analysis of FD.L1 expremion, the adeguacy of the
material for anabysis is the first issoe, since at least 104 cemoor
cells are reguoired and this romber may not be at@ined doe to
scarcity of material, particolarty in small biopsies. Begarding
this stage of the process, althoogh thers was 2 high degres
of agreement between the too pathologists, a few cases wers
discordant. Afrer comcurrent analysis of these five cases by the
e pathologists using 2 dovble-headed microscope, thers was
a consensus regarding the adegoacy of two oot of these five
mamples. Althcogh the limited number of discordant cases, it
seems imporant to consider 2 double chede by 2 second pathol-
ogist in cases considered onsuiable for anahysis as it would save
thie patient from 2 neor invasive procedure and avoid delays at
the beginning of treatment.

Lilerwrize, for FD.L1 expresion, a high agreement betaresn
TFS and CFS and 2 high agreement between pathologiss in
relation to the reo methods were reported. The main differ-
ence observed between TES and CFS is the change from low
1o imtermediate expression. There was no case clasified as high
expression only by CFS, which =ould potentially have stronger
dlinical relevance since immuonotherapy alone is 2 robust thera-
peutic option in this scenario. Forthermore, there was a2 100%
agreement between the two pathologists in relation to samples
with high expresion, by both methods. There was also no differ-
ence regarding the probabilicy of response to treatment when
msing TFS or CFS. Thas, externzl and internal reproduocibility
is high for both TFS amd CFS and the ose of CPS does not seem
to demonstrate 2 better comelation with response to therapy
based on ant-FD-1FD-L1 agents. However, it might exist biases
related to other treatments administered concomitanty with
immunotherapy, which is a limitation of this stdy.

The expression of FD-L1 in inflammatory cells might hawe
some role in predicting response to immunotherapy. However,
only six patients were classified a5 TFS « 1% and CFPS =1 inoor
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Fgure 4  Post-immunctherspy Sundval by TPS and by CPS [n=52). OPS, Combined Posiive Score; TPS, Tumor Proportion Score.

cohort, therefore limiting any conclusion. This is 2 point that
deserves further investigation in the futore.

CONCLUSION
The determiination of the adegoacy of temouac samples is an
eszential step in the process to evaluate the expresion of FD-L1
and a double-check see=ma to be highly recommended for cases
comnsidered unswitable for amabysis as it can save the patient from
2 mew invasive poocedure and avoid delays in treatment start.
Althwough the sandard method to analyse FD.L1 expression
im NMSCLC is TFS, this study soggests that CFS can also be used
and is assooiated with similar cotcomes. However, considering
that TFS™s ase is alveady consolidated in clinical practice and has
a high correlation with response to anti-FD-LTFDLL thecapy,
which has been comsistently demonstrated, it is more likely that
TPS will remain the method of choice.

= Samples considersd unsuitabds for programmed cell
death ligand 1 (PO-L1) expression analysis should be
doushle-checked.

» [For PD-L1 expression, a high agreement bebween Tumor
Proportion Soore (TPS) and Combined Positive Soore (CFS)
and 3 high agreement between pathologists in relation to the
two methods were reported.

= The response rate is higher among FO-L1 positive patients,
both by TPS and F% The odds for response wers similar
regandless of the method employed.

Handling editor Dhirenda Goverder
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5.6  Pesquisa de instabilidade de microssatélites (MSlI)

A partir dos casos do Hospital de Cancer de Barretos, 79 foram testados para
presenca de MSI e nenhum apresentou alteracdo. Considerando-se a baixa prevaléncia de
MSI-H encontrada entre os tumores de pacientes tratados com ICls, essa coorte de pacientes
testada para MSI foi adicionada a uma coorte adicional com intencdo de se identificar a
frequéncia de MSI-H entre pacientes brasileiros com CPCNP. No total foram testados 526
portadores de CPCNP diagnosticados no Hospital de Cancer de Barretos. A idade mediana ao
diagnodstico foi de 61 anos, sendo a maioria do sexo masculino (56,8%), com histdria de
tagabismo (72,5%) e portadores de adenocarcinoma (92,8%). Quanto ao perfil molecular,

22,6% dos tumores apresentavam mutacdo no gene EGFR (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CPCNP testados para MSI (N
= 526).

Caracteristica clinico-patoldgicas n (%)

Idade mediana = 61 anos

Sexo
Masculino 299 56,8
Feminino 227 43,2
Histologia
Adenocarcinoma 488 92,8
Carcinoma escamoso 23 4,4
Carcinoma adenoescamoso 5 0,9
CPCNP 10 1,9
Tabagismo
Nunca fumou 142 27,5
Passado 190 36,9
Ativo 183 35,5
Sem informacao 11 -
KRAS
Wild-type 420 89,8
Mutado 48 10,2
Sem informacao 58 -
EGFR
Wild-type 407 77,4

Mutado 119 22,6
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Somente um paciente foi classificado como MSI-H por PCR (Figura 10). Este caso ndo
possuia material tumoral disponivel, impossibilitando a confirmagdao por imunohistoquimica
da expressao das enzimas de mismatch repair MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Era uma
paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente do estado de Minas Gerais.
Tabagista ativa com diagndstico de adenocarcinoma de pulmdo estadio clinico IV
(metastases pleura/pulmao, osso, adrenal e figado) aos 75 anos. Na familia existiam uma
irma com cancer de pancreas e um irmdo com cancer de prostata. Perfil molecular ndo
demonstrou mutac¢des nos genes EGFR, KRAS e BRAF, porém 7 mutagdes foram identificadas
em outros genes, sendo uma mutagao no gene ERBB2, duas mutagcdes no gene KIT e quatro
mutac¢des no gene TP53. Devido ao perfomance status comprometido ao diagndstico, a
paciente recebeu apenas tratamento de suporte (best supportive care) e faleceu menos de
um més apods o diagndstico.

Assim, a frequéncia de MSI-H encontrada nas duas coortes analisadas em conjunto

(n=526) foi de apenas 0,19%.
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Figura 10 - Andlise de fragmento do caso MSI-H exibindo instabilidade dos 6 marcadores.
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5.7 Infiltrado tumoral inflamatoério

No total, 51 casos foram avaliados em relagao ao infiltrado tumoral inflamatério —
CD8+ (linfécito T citotdxico), CD25+ (linfocito T regulatdrio) e CD68+ (macréfagos) (Figura
11). As medianas do nimero de células por mm? foram 37 (CD8+), 15 (CD25+) e 51 (CD68+).
N3do houve associacdo entre o nimero de células no infiltrado e SPI. Também ndo houve

associacao entre o somatodrio de células CD8+ e CD68+ ou com o escore [(CD8+ +

CD68+)/CD25+] — Figura 12.

Figura 11 — Fotomicrografias representativas de rea¢des de imunoistoquimica para avaliagdo
de células do infiltrado inflamatério. (A) CD8+, (B) CD25+ e (C) CD68+. Coloracdo com DAB
(3,3’-diaminobenzidina). Aumento 400x.
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Figura 12 — Curvas de SPI (em meses) avaliada pelo método de Kaplan-Meier quanto ao
infiltrado inflamatdrio (CD8, CD25, C68 e os scores de CD8+CD68 e (CD8+CD68)/CD25.
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5.8  Expressao génica por NanoString (GEP — gene expression profile)

Dentre os 135 pacientes do estudo, 78 foram incluidos na andlise de expressao
génica com objetivo de se identificar assinaturas preditoras de resposta a imunoterapia. A
exclusdo de casos se deveu a varios fatores tais como: 1) auséncia de amostra tumoral
(n=38), 2) baixa celularidade tumoral nas laminas (menos de 60%) (n=14) e 3) baixa

concentragdo de RNA extraido (abaixo do limite de detecgdo, <0,002ng/uL) (n=5).

5.8.1 Assinaturas de expressao génica

Inicialmente avaliou-se a média geométrica de expressao de genes housekeeping das
78 amostras incluidas. Considerou-se para inclusdo nas andlises um corte minimo de
expressao definido como sendo a média geométrica + 2 SD (desvio padrdo) de controles
negativos. Assim, contagens abaixo de 32 foram consideradas inadequadas para andlise

sendo, dessa forma, excluidas 12 amostras — Figura 13.
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Failed < 32
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Figura 13 — Média geométrica de genes housekeeping de cada amostra. Em verde, amostras
com contagens adequadas (incluidas). Em cinza, amostras com contagens limitrofes, entre
32 e 100 (incluidas). Em vermelho, amostras com contagens abaixo do limiar minimo 32
(excluidas).
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A Tabela 6 sumariza as caracteristicas clinico-patoldgicas e terapéuticas dos 66 casos
incluidos nessa analise. A mediana de sobrevida pds-imunoterapia, a mediana de sobrevida
livre de progressdo e a taxa de resposta objetiva nessa coorte de pacientes foi de 17,74

meses, 5,58 meses e 42,4% respectivamente.

Tabela 6 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CPCNP tratados com ICl e
incluidos na analise de expressao génica (n=66)

Caracteristica clinico-patoldgicas de tratamento n (%)
Idade mediana = 62,5 anos (36-81)
Local
Hospital de Cancer de Barretos 42 63,6
A. C. Cancer Center 24 46,4
Sexo
Masculino 38 57,6
Feminino 28 42,4
Histologia
Adenocarcinoma 44 67,7
Carcinoma escamoso 21 31,8
Carcinoma adenoescamoso 1 1,5
ECOG PS
0-1 58 90,7
2 5 7,8
3 1 1,5
Ignorado 2 -
Perfil molecular
EGFR positivo (del 19 ou L858R) 4 10,5
ALK positivo 1 2,5
Expressao de PD-L1 (TPS)
<1% 20 52,6
1-49% 3 7,9
>50% 15 39,5
Tabagismo
Nunca fumou 11 16,7
Passado 31 47,0
Ativo 24 36,4
Linha tratamento
Primeira 28 42,4
Segunda 18 27,3
A partir da terceira 20 30,3

Continua na préxima pagina...
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Tabela 6 (continuagdo) — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CPCNP
tratados com ICl e incluidos na andlise de expressao génica

Caracteristica clinico-patoldgicas de tratamento n (%)
Esquema tratamento utilizado
Anti-PD-(L)1 isolado 48 72,7
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 1 1,5
Anti-PD-(L)1 + QT 9 13,6
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 + QT 8 12,1

A expressdao de 43 assinaturas referente aos 66 pacientes pode ser observada na
Figura 14. N3o houve casos com perda de expressdo das assinaturas MMR Loss, MSI/
Predictor e APM Loss — Figura 15, corroborando os resultados de MSI obtidos por PCR,
previamente descrito. Cerca de 50% dos pacientes apresentaram perda de expressao para a
assinatura Hypermutation, no entanto ndo houve uma clara clusterizacdo em relacdo a
resposta radioldgica, SLP ou SPI — Figura 16. Em quatro amostras se observou perda de
expressdo da via JAK-STAT. Dentre esses pacientes, trés apresentaram resposta a

imunoterapia.
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Figura 14 — Heatmap com 43 assinaturas referente aos 66 pacientes incluidos na analise.
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Loss, Hypermutation).

Dentre as outras 43 assinaturas génicas, 14 foram associadas a SPI (/DO1, PD-L2,

Citotoxicity, Cytotoxic Cells,

IFN  Downstream, CTLA4,

PD-L1,

TIGIT, Lymphoid,

Immunoproteasome, Exhausted CD8, IFN Gamma, TIS e APM) — Figura 17. As assinaturas IFN

Gama e TIS foram as mais significativamente associadas a sobrevida — Figura 18.
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significancia de cada assinatura (valor p). As assinaturas que tém maior significancia
estatistica aparecem mais alto no grafico com pontos maiores e mais escuros, enquanto as
assinaturas que tém razbes de risco mais extremas aparecem mais longe do centro do
grafico. As assinaturas mais a direita estdo associadas a um risco reduzido de um evento em
relacdo a linha de base e as assinaturas mais a esquerda estdo associadas a um maior risco
de um evento em relacdo a linha de base. As linhas horizontais indicam o valor p ajustado de
0,01 e 0,05. Quando os valores p ajustados variam acima de 0,05, os limites ndo sdo
mostrados no grafico.

Os pacientes com alta expressdo da assinatura IFN Gama apresentaram mediana de
SPI significativamente maior do que aqueles com baixa expressao (medianas de 29,2 versus
15,5 meses; p<0,05). Os mesmos resultados foram observados em relacdo a expressdo de

TIS — Figura 19.



78

1.00 1 IFN Gamma
0.75-
=
£
g
@ 0.50
2
c
=
7
0.251
0.00
0 500 1000 1500 2000
Day
Number at risk
a exprs=High{ 33 20 9 4 0
£
n
exprs=Low 33 14 2 0 D
0 500 1000 1500 2000
Day
1.00 4 TIS
0.75 1
2
o
8
nE_ 0.50 1
s
E || 1 | |
=3
w
0.25 1
0.00
0 500 1000 1500 2000
Day
Number at risk
. exprs=High{ 33 20 9 4 0
£
7]
axpra=Low 33 14 2 0 0
0 500 1000 1500 2000
Day

Figura 19 — Curvas de sobrevida pds-imunoterapia (em dias) avaliada pelo método de
Kaplan-Meier dos 66 portadores de CPCNP incluidos na analise em relagao as assinaturas
génicas IFN Gamma (gréfico de cima) e TIS (grafico de baixo).
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5.8.2 Predigdo por LASSO (least absolute shrinkage and selection operator)

Em estatistica e machine learning, LASSO é um método de analise de regressao que
realiza selecdo e regularizacdo de varidveis para aumentar a precisdo de predicdo e a
interpretacdo do modelo estatistico resultante. Nesse sentido foi utilizado aqui para se
selecionar um modelo, no caso, composto por padrdes de expressdo genética diferencial,
capaz de predizer maior sobrevida relacionada a imunoterapia.

A figura 20 demonstra nova andlise quantitativa de expressdo, em log2, relativo aos
770 genes do painel, para os 78 casos. Nota-se novamente a presenga de amostras com
quantidade nitidamente menores de expressdao. O mesmo critério para o item 5.8.1 foi

utilizado aqui, excluindo-se os mesmos 12 casos (andlise realizada com 66 casos — Tabela 7).

Log2 raw counts

SNSRI SAS8sRITIA
uuuuuuuuu PR dddp
o 17}

Figura 20 — Expressdo de RNA, em log2, para cada uma das 78 amostras analisadas. As cores
representam diferentes experimentos.

Ap0ds o processo de normalizacdo dos dados (que utilizou Genorm para selecdo dos
genes housekeepings e média geométrica destes genes housekeepings para normalizacao)
foi gerado o heatmap que demonstra a expressao dos 770 genes estudados nas amostras
dos 66 pacientes analisados - Figura 21. N3o se observa, no entanto, uma clara

discriminacdo de subgrupos.



80

=

=

w
m_m% ".
EET Es¢
m n<> “‘\7
gz < k4 |
mmw,
- o

f g___ _
- _, ._ ;r. i
EER :

T . 11"
___-_. i

B it

. TR _
TR TR T B

) ‘ -W. ) n_- |

Ill . _

-I. Ji'¥

3 ) : |
=
Em

Bl ! i |
-l_._} ,_,:__1

me i
(20 i

- ._ B ?___

- 1 ?_‘_.__ Wi B ()
- _“ r_ _. .~. i _.:"-p_-."_._,___ i .___ _A”,_f_ f

’ ___‘_f_:_ﬂr.f,_

_1__,_ £ _A u, \ h

- k J.M:-:. :,_ L__

. Nonresponder
Responder

Response

1
-2

-
" 1A

] .____ o'

_l—Iﬂ _ ]
| 5 r:_

TS s _I: :__N

_ ,ﬁ _.___.,__‘_1_ - I .._.ﬂ___ :
i _._2 il

' |

A _._._ur..r._ J

-_H .‘a E- _. ﬂ:..
R T il
: tr.:_ il

___‘__,,4_ I

it F_

._: :__ .
|
LA

e ,_.T“A-_

1
] t i | 1
_-" R -_.;~_ _ |

! . )] - _
...E-.Fr __.; 1

H .P _f ___. _L-:.~ .._ﬁ: l-,_

] _-;__. ?ﬂ_,— ! -l_

|
__-' 1 : __.

f 1ajae (C &
|

1
| R | 1 i

L | I
__ In 10 ! ~_ . I -__—_

€ 11/t pm

:_.: : | Y0

1 1

¢ wumrmum | wilbdl s wem VM) |

U |

_A_.‘,_.;;_ Wl 1% s

' ;r. il

r o ___u “_.__ ”A

-u_ am | mEr uiw |
Ny i u
ﬂ_m_____m___ :——__- _ .r r_

ey | ___E__, _
' W
U1 __ L____._

i | G __a‘

Figura 21 — Heatmap de expressdo génica (770 genes) dos 70 pacientes analisados (eixo

genes), figura adaptada.

pacientes; eixo X=

y:

A andlise univariada dos 770 genes identificou 72 genes associados com SPI (p<0,05) -

Tabela 7.



Tabela 7 - Genes associados a SPI através de andlise univariada (N=72).

Gene HR (95% CI for HR) p
B2M 0.67089 (0.49-0.91) 0.0102775
c5 1.28343 (1-1.6) 0.047649
CASP1 0.73524 (0.56-0.97) 0.0291946
CCL5 0.731581 (0.59-0.91) 0.00413704
CCNO 1.27624 (1-1.6) 0.0451572
CD27 0.795869 (0.65-0.97) 0.0262344
CD274 0.687731 (0.54-0.88) 0.00252521
CD38 0.665408 (0.51-0.87) 0.00304096
CD3D 0.778876 (0.61-1) 0.0485168
CD48 0.730146 (0.57-0.93) 0.0111953
CD6 0.776452 (0.62-0.97) 0.027048
CD7 0.739451 (0.58-0.94) 0.0156225
CD8A 0.780745 (0.61-0.99) 0.0423663
CTLA4 0.712537 (0.55-0.93) 0.0123087
CXCL10 0.724216 (0.62-0.85) 6.8567e-05
CXCL11 0.690453 (0.57-0.83) 9.96641e-05
CXCL9 0.75496 (0.65-0.88) 0.000202345
EOMES 0.776255 (0.61-0.99) 0.0453659
FASLG 0.754017 (0.6-0.95) 0.0169279
FOXP3 0.744406 (0.56-0.99) 0.0413972
GBP1 0.717897 (0.58-0.89) 0.00222919
GBP2 0.707589 (0.55-0.9) 0.00576995
GBP4 0.697176 (0.56-0.87) 0.00109179
GNLY 0.718585 (0.57-0.91) 0.00599729
GOT2 1.88506 (1.1-3.2) 0.0162635
GZMA 0.802071 (0.68-0.95) 0.00922662
GZMB 0.774944 (0.62-0.97) 0.023419
GZMH 0.731159 (0.57-0.93) 0.0117825
GZMK 0.802443 (0.66-0.97) 0.0252842
HLA.E 0.6578 (0.47-0.91) 0.0128161
1COS 0.669896 (0.5-0.89) 0.0061422
IDO1 0.837212 (0.72-0.98) 0.0247908
IFI16 0.804464 (0.65-0.99) 0.0398831
IFI35 0.762412 (0.58-1) 0.0467634
ILI0RA 0.766549 (0.59-0.99) 0.0439722
IL15 0.742284 (0.58-0.95) 0.0175898
IL18R1 0.710342 (0.53-0.96) 0.0247551
IL21R 0.740449 (0.57-0.96) 0.0211417

Continua na préxima pagina...
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Tabela 7 (continuacdo) - Genes associados a SPI através de analise univariada (N=72).

Gene HR (95% CI for HR) p
IL2RG 0.777831 (0.62-0.97) 0.0268531
IRF1 0.639844 (0.47-0.87) 0.00435541
ITGAL 0.753764 (0.57-0.99) 0.0427571
KLRK1 0.761077 (0.62-0.94) 0.0115173
LAG3 0.740602 (0.59-0.92) 0.00783468
MX1 0.777673 (0.61-0.98) 0.0360655
NFKB2 0.526422 (0.34-0.8) 0.00299949
NKG7 0.755513 (0.62-0.92) 0.00530366
NLRC5 0.739496 (0.55-0.99) 0.0444434
OAS1 0.750921 (0.6-0.95) 0.014989
OAS2 0.787102 (0.63-0.99) 0.0390326
PDCD1LG2 0.769113 (0.6-0.98) 0.0374169
PPARGCI1B 0.708198 (0.52-0.96) 0.0283862
PRF1 0.771931 (0.61-0.97) 0.0293023
PSMB8 0.6819 (0.49-0.95) 0.0228156
PSMB9 0.651637 (0.51-0.83) 0.000560851
RELB 0.404259 (0.23-0.72) 0.00218584
SAMSN1 0.71091 (0.52-0.96) 0.0282641
SERPINH1 1.68772 (1.1-2.6) 0.0139566
SGK1 0.739257 (0.57-0.96) 0.0248156
SH2D1A 0.708896 (0.55-0.92) 0.00840744
SLAMF7 0.744738 (0.59-0.93) 0.0106989
SPRY4 1.41306 (1-2) 0.0397568
STAT1 0.55568 (0.4-0.78) 0.00056979
STAT2 0.609673 (0.38-0.99) 0.0445073
TAP1 0.592525 (0.46-0.77) 0.000101772
TAP2 0.640592 (0.48-0.86) 0.0027211
TAPBP 0.686692 (0.48-0.98) 0.039778
TAPBPL 0.728962 (0.54-0.99) 0.041609
TIGIT 0.682802 (0.54-0.87) 0.00168188
TNFAIP3 0.790987 (0.63-0.99) 0.0427889
TNFRSF10B 0.740666 (0.55-1) 0.0492281
TNFSF10 0.825883 (0.69-0.99) 0.0372473
TRAT1 0.797271 (0.64-0.99) 0.0437256
TRIM21 0.640885 (0.44-0.94) 0.0213129
TYMP 0.628312 (0.49-0.81) 0.000394865
ZAP70 0.759499 (0.6-0.97) 0.0254046
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Através do LASSO, 6 genes foram selecionados para compor o escore de risco para
mortalidade pds-imunoterapia. O escore de risco é calculado a partir dos coeficientes de
expressao génica como:

Escore = C1*Exp(Genel) + C2*Exp(Gene2)+...+C9*Exp(Gene9)
Os genes selecionados e seus respectivos coeficientes de regressdao estdo

sumarizados na Tabela 8. A Figura 22 traz o heatmap dos 66 casos e os 6 genes selecionados.

Tabela 8 — Genes e seus coeficientes, selecionados através do teste do LASSO para
sobrevidade pds-imunoterapia.

Gene Coeficiente
Gene A -0.1213868655
Gene B -0.006926398638
Gene C -0.006459550215
Gene D 0.1147628225
Gene E 0.1614433705
Gene F -0.1242518833

RISK

O TR RO R
GeneFi

B0 G DO Genes
II I Gene A 05
1h . )

Gene D

RISK Response

High score . Post immunotherapy survival = 18 months

LOW_SCOre . Post ir'rTmunotherapv survival < 18 months

Figura 22 — Heatmap de expressao génica (seis genes) dos 66 pacientes analisados (eixo
y=pacientes; eixo X=genes)

Utilizando-se a mediana do escore dos 66 casos como corte para dicotomizagao da
populacdo, houve diferenca estatisticamente significativa quanto a sobrevida pods-
imunoterapia a favor daqueles com baixo escore, com medianas de de 36,0 versus 15,5

meses (Figura 23).
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Figura 23 — Curvas de sobrevida pds-imunoterapia (em meses) avaliada pelo método de
Kaplan-Meier de acordo com escore imune de 6 genes definido pelo teste do LASSO.

A figura 24 demonstra a relagdo entre o escore, o status de sobrevida e o tempo de
sobrevida pds-imunoterapia. Pacientes com baixo escore estdo mais frequentemente vivos e

apresentam maior sobrevida que aqueles com alto escore.



85

A)

.i
1.0 4
r
L]
L ]
0.5 F/’
L o + \Vivo (com doencga)
S ol
2 004 .,."' * Vivo (sem doenca)
/.' * QObito
054 o
-
‘.""
"
1[]- ™
] L I ]
0 20 40 60
Amostras
B) -E.D-ll . L ] |
s ¥ ¢ |
. |
o I
a LI
o |
2 404 ot .
5 - ‘I ¢ Vivo (com doenga)
E ¢ e -
- . “ooe *  \Vivo (sem doenga)
‘g' ¢ -1 » .
o 204 o . s { . *  Obito
T [TTTTTTTT A s~
= ] s L
g MR
o ' » ¥
[=] ' . 0 .
v » 1'. . ' e
L] L ]
D‘ | L | 1 ] ! L
1.0 05 0.0 05 1.0

Escore

Figura 24 — (A) Casos ordenados conforme escore (eixo x), e relacdo com status de sobrevida
e o corte utilizado para o escore imune; (B) Sobrevida pds-imunoterapia vs escore imune vs
status de sobrevida.

Na andlise de sensibilidade e especificidade do escore imune, a curva ROC
demonstrou AUC de 0,65 (0,51-0,79), 0,81 (0,70-0,91) e 0,86 (0,78-0,95) para os cortes de

sobrevida pds-imunoterapia de 12, 18 e 24 meses respectivamente (Figura 25). O indice de
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concordancia (C-index) foi de 0.71 (0.52-0.84). Esse indice representa a avaliacdo global do

poder de discriminagdao do modelo. Valores acima de 0,7 indicam um bom modelo.
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Figura 25 — Curvas ROC para os cortes de 12, 18 e 24 meses relativos a sobrevida pods-
imunoterapia.

Quanto a sobrevida livre de progressdao também houve diferenca estatisticamente
significativa entre as popula¢gdes com escore baixo e alto — medianas de 10,12 versus 4,17

meses respectivamente (p<0,0001) (Figura 26).
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Figura 26 — Curvas de sobrevida livre de progressdo (em meses) avaliada pelo método de
Kaplan-Meier de acordo com score imune de 6 genes definido pelo teste do LASSO.

A taxa de resposta (resposta completa ou parcial) foi estatisticamente maior no

grupo de pacientes com escore baixo, 57,5% versus 27,2% (p=0,013) (Tabela 9).

Tabela 9 — Resposta radioldgica (de acordo com RECIST 1.1) conforme escore imune, alto ou

baixo.
Escore imune RC/RP DE/PD Taxa Resposta p
Baixo 19 14 57,5%
0,013
Alto 9 24 27,2%

RC: resposta completa; RP: resposta parcial; DE: doenga estavel; PD: progressdo de doenga
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5.8.3 Andlise de valida¢ao da assinatura imune

Esta assinatura imune de 6 genes (Lung-tumor signature — LungTS) foi entao validada
em uma coorte independente de pacientes portadores de CPCNP tratados com anti-PD-(L)1
no Hospital Universitario Quiron Dexeus (Barcelona, Espanha). Para essa analise o mesmo
painel PanCancer 10 360 da NanoString foi utilizado. Essa coorte foi composta por 39

pacientes (coorte de validagdo) - Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos 66 pacientes da coorte do estudo e dos 39

pacientes da coorte de validagdo.

Coorte de
L. . . Coorte do estudo . 5
Caracteristica clinico-patoldgicas validagao
e de tratamento (n=66) (n=39)
n (%)
n (%)
Idade mediana (anos) 62,5 62,0
Sexo
Masculino 38 (57,6) 26 (66,7)
Feminino 28 (42,4) 13 (33,3)
Histologia
Adenocarcinoma 44 (67,7) 29 (74,4)
Carcinoma escamoso 21 (31,8) 10 (25,6)
Carcinoma adenoescamoso 1(1,5) -
Perfil molecular
EGFR positivo (del 19 ou L858R) 4 (10,5) 2(7,4)
ALK positivo 1(2,5) -
Expressao de PD-L1 (TPS)
<1% 20 (52,6) 12 (57,1)
1-49% 3(7,9) 6 (28,6)
>50% 15 (39,5) 3 (14,3)
Tabagismo
Nunca fumou 11 (16,7) 0 (0)
Passado 31 (47,0) 25 (64,1)
Ativo 24 (36,4) 14 (35,9)
Linha tratamento
Primeira 28 (42,4) 16 (41,0)
Segunda 18 (27,3) 18 (46,2)
A partir da terceira 20 (30,3) 5(12,8)

Continua na préxima pagina...
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Tabela 10 (continuacdo) — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos 66 pacientes da coorte do
estudo e dos 39 pacientes da coorte de validacao.

Coorte de
—_— - . Coorte do estudo L
Caracteristica clinico-patoldgicas validagao
(n=66)
e de tratamento (n=39)
n (%)
n (%)
Esquema tratamento utilizado
Anti-PD-(L)1 isolado 48 (72,7) 32 (80,0)
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 1(1,5) 2 (5,1)
Anti-PD-(L)1 + QT 9 (13,6) 5(12,9)
Anti-PD-(L)1 + Anti-CTLA4 + QT 8 (12,1) -

Quando comparadas entre si, as coortes apresentam mesma mediana de idade,
predominancia do sexo masculino, histologia adenocarcinoma, poucos casos com mutacao
acionavel, sendo que a maioria dos casos apresentaram tumores sem expressdo de PDL1 e
foi tratada com imunoterapia isolada em linhas posteriores (segunda linha ou além).
Observa-se, no entanto, maior proporcao de pacientes ndo tabagistas na coorte do estudo.
A mediana de SPl e a taxa de resposta objetiva na coorte de validagdo também se
mostraram semelhantes ao observado na coorte do estudo, 16,0 meses e 42,6%
respectivamente.

Pacientes bom baixo escore imune apresentaram melhor sobrevida pods-
imunoterapia, 18 versus 9,0 meses (p=0,0051) e melhor sobrevida livre de progressao, 10,0
versus 4,0 meses (p=0,072), o que valida os resultados observados na coorte do estudo

(Figura 27).
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Figura 27 — Curvas de sobrevida pds-imunoterapia (A) e sobrevida livre de progressao (B)
(em meses) avaliada pelo método de Kaplan-Meier de acordo com score imune de 6 genes
definido pelo teste do LASSO, na coorte de validagdo do estudo.

Nao houve diferenga em relagao as taxas de resposta, sendo de 45,4% para aqueles

com baixo risco e 47,1% para aqueles com alto risco (p=0,92).

5.9 Combinagao de biomarcadores

Nesse estudo, dentre os biomarcadores analisados, GEP e expressdo de PD-L1 se
mostraram Uteis na discriminacdo de respondedores a imunoterapia, tanto em monoterapia
guanto combinada a quimioterapia. MSI se mostrou demasiado raro e infiltrado tumoral
inflamatdrio nao discriminou os respondedores dos nao respondedores. Assim, as analises
gue se seguem sdo referentes a combinacdo de GEP (especificamente a nova assinatura

identificada) e expressdo de PD-L1 (tanto IHQ quanto expressdao CD274).

5.9.1 Expressdo de PD-L1 por IHQ e expressdo CD274

A partir dos 39 pacientes (dentre os 66) que apresentavam informacdo quanto a
expressao de PD-L1 por IHQ, realizou-se a andlise de correlacdo entre expressdo proteica de

PD-L1 e expressdo do gene CD274 (que codifica a proteina PD-L1). Considerando-se que
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poucos pacientes apresentavam expressdo intermediaria de PD-L1 por IHQ (1-49%), a
analise foi realizada considerando-se a varidvel PD-L1 de forma dicotomizada (PD-L1
positivo, 21%; ou negativo, <1%). Houve associacdo estatisticamente significativa entre

expressdo proteica de PD-L1 e expressdo do gene CD274 (p<0,001), conforme demonstrado

na Figura 28.
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Figura 28 — Boxplot demonstrando correlacdo entre expressdao PD-L1 por IHC (eixo X) e
expressao génica normalizada de PD-L1 (CD274).

O ponto de corte de expressdao de CD274 para se considerar um caso PD-L1 positivo

foi definido a partir da realizacdo de uma curva ROC — Figura 29.
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Figura 29 — Curva ROC para definicdao de PD-L1 positivos de acordo com expressao de CD274.

5.9.2 Sobrevida pés-imunoterapia de acordo com status de PD-L1 e escore imune

Definidos os casos PD-L1 positivos a partir da expressao de CD274, os 66 pacientes
foram classificados de acordo com esse critério e o escore imune. As curvas de sobrevida
pds-imunoterapia, de acordo com os quatro subgrupos formados estdo representadas na
Figura 30. O grupo de pacientes PD-L1 positivos (CD274-H) e baixo escore imune (Score-L)
apresenta melhor sobrevida pés-imunoterapia do que os demais grupos com mediana de
46,85 meses. Os demais subgrupos apresentaram mediana de 14,98 meses (CD274-H e

Score-H), 15,72 meses (CD274-L e Score-H) e 18,76 meses (CD274-L e Score-L) (p=0,0014).
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Figura 30 — Curvas de sobrevida pds-imunoterapia avaliadas pelo método de Kaplan-Meier,
de acordo com subgrupos definidos conforme expressdo de CD274 (H: positivos; L:
negativos) e conforme escore imune (H: alto; L: baixo)
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6. DISCUSSAO

Até meados dos anos 2000 a quimioterapia citotéxica era considerada o padrao de
tratamento paliativo para pacientes com CPCNP e associada a uma sobrevida mediana de
apenas 8 meses. A partir de 2009, com a terapia anti-EGFR, a terapia-alvo iniciou uma nova
era no tratamento da doenca e inaugurou o conceito de personalizacdo do tratamento.
Novos alvos vém ainda sendo identificados e novas drogas desenvolvidas o que tem
estendido a sobrevida desses pacientes em uma magnitude nunca antes imaginado. No
entanto, grande parte dos CPCNP n3ao apresentam as alteragdes moleculares alvo, e,
portanto, ndo sdao candidatos a esse tipo de tratamento.

Em paralelo ao desenvolvimento da terapia-alvo surgiram os novos imunoterdpicos,
agentes anti-PD-(L)1 e anti-CTLA4, que beneficiam principalmente pacientes tabagistas e
sem mutacdes aciondveis. No entanto, apesar de serem aprovados para praticamente todos
os casos de CPCNP avangado, apenas uma parcela desses pacientes é beneficiada com esse
tipo de tratamento, o que acaba por onerar o sistema de saude. Além disso ndo sdo isentos
de efeitos colaterais. Seguindo o conceito da terapia-alvo, fica evidente a necessidade de se
utilizar na pratica clinica biomarcadores preditivos de resposta ao tratamento
imunoterdpico. No entanto, apesar de varios estudos direcionados a esse propdsito, apenas
a expressao de PD-L1 vem sendo utilizada na pratica e nitidamente apresenta limitacdes
importantes, com pacientes alto expressores ndao respondendo ao tratamento e pacientes
sem expressdo de PD-L1 apresentando respostas duradouras.

Com a intencdo de explorar novos biomarcadores e a combinacdo de biomarcadores
preditivos de resposta aos inibidores de PD-(L)1, incluimos retrospectivamente nesse estudo
135 pacientes portadores de CPCNP tratados com essas drogas em dois centros de
referéncia nacional para o tratamento do cancer — Hospital de Cancer de Barretos e o A.C.
Camargo Cancer Center. Dos pacientes incluidos as caracteristicas clinicopatoldgicas
refletem uma tipica populacdo de CPCNP com idade mediana em torno de 60 anos,
predominio do sexo masculino e tabagistas. Nota-se no entanto que apenas 40% desses
pacientes receberam imunoterapia na primeira linha de tratamento e 70% dos pacientes
utilizou anti-PD(L)1 isolado. Isso é justificado por trés motivos: (1) momento histdrico, visto
que grande parte desses pacientes recebeu tratamento imunoterapico antes das aprovagdes

dessas drogas na primeira linha de tratamento; (2) grande parte desses pacientes foi tratada
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no contexto de saude publica, o que inviabiliza o acesso ao tratamento na primeira linha; (3)
grande parte desses pacientes, principalmente aqueles provenientes do A.C. Camargo
Cancer Center, foi participante de um programa de acesso expandido de nivolumabe a partir
da segunda linha de tratamento. Também pode-se notar que 17 pacientes (12,5%)
receberam imunoterapicos (cemiplimabe, avelumabe e durvalumabe) ou combinacbes de
imunoterdpicos (pembrolizumabe + ipilimumabe e durvalumabe + tremelimumabe) ainda
ndo aprovados no Brasil para o tratamento do CPCNP. Esses pacientes foram participantes
de ensaios clinicos patrocinados pela industria abertos no Hospital de Cancer de Barretos
durante o periodo do estudo.

Quanto aos desfechos clinicos, os resultados estdo alinhados com o que é observado
na literatura. Cerca de um terco dos pacientes apresentou resposta radioldgica ao
tratamento, sendo mais proeminente quando o tratamento imunoterapico foi realizado na
primeira linha. Isso se justifica, pois além do tumor ainda ndo ter sido submetido a pressao
seletiva do tratamento, na primeira linha, o tratamento é combinado com quimioterapia ou
utilizado em monoterapia em pacientes com alta expressao de PD-L1. Dez pacientes foram
tratados com combinacdo de quimioterapia com anti-PD-1 e anti-CTLA4 e apresentaram a
maior taxa de resposta da coorte, possivelmente por terem recebido tratamento combinado
e terem sido todos tratados na primeira linha.

A sobrevida global mediana observada é nitidamente superior inclusive a de ensaios
clinicos randomizados com imunoterapia em primeira linha. Aqui provavelmente estamos
diante de um viés de imortalidade visto que o estudo permitiu a inclusdo de pacientes em
qualquer linha de tratamento. Essa é uma limitacdo do estudo, mas, com intencdo de
minimiza-la, as principais andlises foram realizadas em relacdo a sobrevida pds-imunoterapia
que leva em consideracao como data de inicio da contagem do tempo de sobrevida ndo o
primeiro dia de tratamento paliativo, mas sim o primeiro dia de imunoterapia. Como
esperado, e ja demonstrado em varios outros estudos, aqueles pacientes que apresentaram
resposta radiolégica ao tratamento foram os que apresentaram as maiores sobrevidas
globais. Curiosamente, ndo houve 6bitos dentre os pacientes com resposta completa, apesar
do longo tempo de seguimento do estudo (mediana de 27,7 meses).

A sobrevida mediana pds-imunoterapia observada (17,8 meses) é um pouco superior
ao reportado em estudo latino-americano que incluiu portadores de CPCNP tratados com

imunoterapia independente da linha de tratamento (12,7 meses)'®’, possivelmente devido a
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uma maior proporc¢do de pacientes tratados com imunoterapia em primeira linha no nosso
estudo. Por outro lado, aqueles pacientes que apresentaram progressao de doenga como
melhor resposta, apresentaram pior sobrevida, assim como aqueles com tumores PD-L1
negativos.

PD-L1 é o unico biomarcador que tem sido utilizado na pratica clinica havendo um
robusto corpo de evidéncia na literatura demonstrando que a expressao de PD-L1 é um
biomarcador preditivo de resposta a imunoterapia. Todo paciente candidato a imunoterapia,
principalmente na primeira linha em casos sem mutag¢bes aciondveis, tem indicacdo de
realizar o teste que auxiliara na escolha do esquema de tratamento (em geral, imunoterapia
isolada para aqueles com expressdo acima de 50% e terapia combinada para aqueles
expressao abaixo desse corte). Quando comparada a sobrevida pds-imunoterapia de acordo
com esquema de tratamento (monoterapia versus terapia combinada), houve tendéncia de
beneficio para aqueles tratados com combinagdo, embora ndo tenha havido diferenca
estatistica. Esse dado deve ser olhado com cautela, visto que alguns fatores de confusao
podem estar influenciando esse resultado. Como dito anteriormente, ndo ha opcao de
tratamento combinado além da primeira linha. Assim, todos os pacientes tratados com
terapia combinada o fizeram em primeira linha o que pode ser o responsavel pela melhor
curva de sobrevida. Isso fica bem demonstrado na Figura 7, grafico B, onde os pacientes
tratados em primeira linha apresentam maior sobrevida pds-imunoterapia, com diferenca
estatisticamente significativa. Os resultados de sobrevida livre de progressao sdo esperados
e alinhados com os dados de sobrevida pés-imunoterapia. Em suma, pacientes PD-L1
positivos, respondedores e tratados em primeira linha apresentaram melhores desfechos
clinicos.

Sete pacientes do estudo receberam esquema de tratamento com quimioterapia
combinada a nivolumabe (anti-PD-1) e ipilimumabe (anti-CTLA4). Esses pacientes foram
participantes do ensaio clinico de fase 3 CheckMate 9LA. Esse estudo demonstrou ganho de
sobrevida global quando comparado a quimioterapia, se tornou um novo padrdo de
tratamento em primeira linha e recentemente foi aprovado por varias agéncias regulatorias,
incluindo a agéncia americana (FDA) e a brasileira (ANVISA). Muito se tem discutido sobre
qual seria o perfil ideal de paciente para receber tratamento com esse esquema, até porque
a expressdo de PD-L1 e a carga mutacional (TMB) ndo foram uteis em discriminar uma

populacdo especifica. No entanto, um dado do estudo chama a atencdo, a magnitude do
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beneficio de sobrevida é semelhante (hazard ratio em torno de 0,6) independente da
expressdo de PD-L1 (positivo, negativo, intermedidrio ou acima de 50%) e da histologia, o
gue ndo acontece nos estudos com combinacdo de quimioterapia e imunoterapia, onde o
subgrupo de pacientes com tumores PD-L1 negativos apresenta resultados inferiores,
principalmente na histologia escamosa (analise de subgrupo estudo Keynote 407 é negativa
para sobrevida)!®®. Discute-se também qual o real beneficio em se associar dois ciclos de
quimioterapia nesse esquema. E dificil chegar a uma conclusdo, mas provavelmente esses
dois ciclos potencialmente reduzam o niumero de progressores rdpidos e aumentem a taxa
de resposta. No entanto, é improvdvel que esses dois ciclos iniciais de quimioterapia
interfiram no resultado de sobrevida global que deve estar relacionado apenas a
combinagdo de imunoterapicos anti-PD-1 e anti-CTLA4. Esse é o primeiro estudo em CPCNP
gue incorporou um anti-CTLA-4 no tratamento da doenca.

Apesar dos inequivocos avangos no tratamento do CPCNP observados na ultima
década, infelizmente a populacdo brasileira estd a deriva desses beneficios. Nao ha até o
momento disponibilidade de imunoterapia para o tratamento de brasileiros com CPCNP
tratados no sistema publico de saude. Através de um acordo tripartite envolvendo o Hospital
de Cancer de Barretos, o governo do estado de Sdo Paulo e a MSD (detentora da patente do
pembrolizumabe) foi criado um programo de acesso a imunoterapia para pacientes
portadores de CPCNP que apresentam alta expressao de PD-L1. Infelizmente, o programa
recrutou pacientes por apenas 5 meses, sendo extinto logo apds a troca de governo estadual
em 2019. Os 12 participantes dessa iniciativa sdo a primeira experiéncia brasileira com
imunoterapia no tratamento do cancer de pulmao de pacientes do sistema publico de saude
e os resultados estdo em linha ou sdo até melhores do que os observados no estudo de fase
3 que levou a aprovacdo de pembrolizumabe nessa indicacdo — Keynote 02416, Com longo
tempo de seguimento a mediana de sobrevida ainda ndo foi alcancada e metade dos
pacientes apresentou resposta radioldgica ao tratamento. Esses resultados sugerem que o
sistema publico brasileiro tem capacidade técnica de utilizar essas novas drogas e derivar o
beneficio delas aos pacientes do SUS. A selecdo criteriosa dos candidatos, a organizacdao do
centro infusional e o seguimento radiolégico periddico se mostraram Uteis em garantir que
desperdicios econ6micos fossem evitados.

Em relacdo as andlises de biomarcadores, a expressdao de PD-L1 esta consolidada

como o Unico biomarcador usado na pratica clinica, sendo um consenso que a expressao por
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células tumorais prediz resposta a inibidores de PD-(L)1. No entanto, o valor da expressao de
PD-L1 como um biomarcador 'definitivo' ou agndstico é controverso, estando ainda vdrias
questdes ainda em aberto como a falta de validacdo dos testes desenvolvidos em

159 0 uso de diferentes plataformas de coloracdo e

laboratério de imunoistoquimica
anticorpos, valores limites usados para positividade de PD-L1, a fonte e o tempo para coleta
de amostra, e o tipo de células em que a expressao de PD-L1 é considerada (células tumorais
versus células imunes)€0,

Para esclarecer este ultimo ponto, realizamos a analise comparativa de expressdo de
PD-L1 por dois métodos diferentes: o padrao, avaliando apenas células tumorais (TPS) e um
método alternativo, considerando também a expressdo de células imunes (CPS). Além disso,
uma vez que a expressdao de PD-L1 é uma medida dependente do observador, os casos
foram analisados independentemente por dois patologistas para comparacdes. Entre os 52
casos incluidos nessa analise, as caracteristicas clinico-patoldgicas sdao semelhantes a toda
populacdo do estudo: predominadncia do sexo masculino, histologia adenocarcinoma e
estadio clinico IV. A maioria dos pacientes recebeu tratamento anti-PD-(L)1 em primeira
linha combinado ou ndo com anti-CTLA4. Para a andlise da expressdo de PD-L1, a avaliacdo
da quantidade de células tumorais é a primeira etapa a ser realizada, visto que s3ao
necessarias pelo menos 100 células tumorais e esse nimero pode ndo ser atingido
principalmente em produtos de pequenas bidpsias. Em relacdo a essa etapa do processo,
embora tenha havido alto grau de concordancia entre os dois patologistas, houve cinco
casos discordantes. Apds andlise concomitante desses casos pelos dois patologistas
utilizando microscopio de dupla-cabeca, houve consenso quanto a adequac¢do de duas
dessas amostras. Apesar do numero limitado de casos discordantes, parece adequado
sugerir uma dupla verificacdo em casos considerados inadequados para analise, pois
pouparia o paciente de um novo procedimento invasivo e evitaria atrasos no inicio do
tratamento.

Houve alta concordancia entre TPS e CPS e também alta concordancia entre
patologistas em relacdo aos dois métodos. A principal diferenca observada entre os dois
métodos foi a mudanca da categoria de baixa expressdao para expressao intermediaria
guando se considera CPS em relacdo a TPS. Ndo houve nenhum caso classificado como de
alta expressao apenas pelo CPS, o que potencialmente teria maior relevancia clinica, uma

vez que a imunoterapia isolada é uma opcdo terapéutica robusta neste cendrio. Além disso,



99

houve 100% de concordancia entre os dois patologistas em relacdo as amostras com alta
expressao, pelos dois métodos. Também nao houve diferenga em relagao a probabilidade de
resposta ao tratamento com o uso de TPS ou CPS. Assim, a reprodutibilidade externa e
interna é alta para os dois métodos e o uso de CPS ndo parece demonstrar uma melhor
correlacdo com a resposta a terapia baseada em agentes anti-PD-(L)1. No entanto, podem
existir vieses relacionados a outros tratamentos administrados concomitantemente a
imunoterapia, o que é uma limitacdo deste estudo.

A expressdo de PD-L1 em células inflamatérias pode ter algum papel na predicdo de
resposta a imunoterapia. No entanto, apenas seis pacientes foram classificados como
TPS<1% e CPS>1 em nossa coorte, portanto, limitando qualquer conclusdo. Este é um ponto
gue merece uma investigacdao mais aprofundada no futuro.

Quanto a andlise de instabilidade de microssatélite, apés nenhum paciente com MSI-
H ter sido identificado dentre os 79 pacientes testado no estudo, essa coorte analisada em
conjunto com uma coorte adicional ao estudo totalizando 526 pacientes testados para
presenca de MSI. Isso configura a maior coorte de pacientes com CPCNP testada para MSI no
Brasil. Apenas um caso foi classificado como MSI-H. A maioria dos pacientes nesta coorte era
do sexo masculino e apresentava doen¢a em estadio avancado. No entanto, nota-se que a
populacdo é predominantemente constituida por adenocarcinomas e enriquecida para nao
tabagistas. Isso pode ser explicado porque as amostras selecionadas foram aquelas enviadas
para sequenciamento genético, que é indicado justamente para pacientes com histologia
ndo escamosa ou ndo tabagistas. Esse fato também justifica a baixa frequéncia de mutacées
no KRAS, que sdo sabidamente mais prevalentes entre tabagistas.'61-163

A frequéncia extremamente baixa de MSI observada neste estudo esta de acordo
com outra grande série relatada na literatura. Um estudo alem3o'%* avaliou o status de MSI
em 480 adenocarcinomas de pulmao ressecados e os autores encontraram 0,8% de casos
positivos (97% estadio clinico I-1ll). Os quatro casos positivos encontrados eram tabagistas e
apresentavam estdgio inicial (I ou IlI), o que n3o permitiu nenhuma conclusdo acerca de
doenca avancada. Nossos resultados de certa forma complementam esses do estudo
alemado, indicando que a frequéncia de MSI-H é baixa tanto em estadios iniciais quanto
avancados de CPCNP. Pelo menos trés outros estudos realizados especificamente em
pacientes com CPCNP mostraram frequéncias mais altas de MSI: 5,5%%°, 36%'%¢ e 41,2%¢”.

Essa discrepancia se deve em grande parte as diferentes metodologias e valores de corte
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utilizados na definicdo de instabilidade de microssatélites'®. Esses estudos envolvem um
numero bem reduzido de pacientes (36 a 68 no total) e apresentam maior proporcao de
histologia escamosa, o que pode estar parcialmente contribuindo com os diferentes
resultados encontrados.

Varios recentes estudos de grande escala demonstraram frequéncia de MSI em
diferentes tipos de tumor sélido sendo que alguns deles incluiram amostras de cancer de
pulm3o'®®17l. O numero total de amostras de tumores sélidos incluidos nesses estudos
variou de 2.717 a 64.774. A frequéncia de MSI-H encontrada foi de 1,14% a 2,2%. O estudo
com o maior nimero de pacientes com cancer de pulm3o incluiu 13.491'° e a maior
frequéncia de MSI relatada foi de 0,54%'%°. Nem todos esses estudos fizeram distin¢do entre
cancer de pulmdo de células pequenas e ndo-pequenas, e apenas um deles discriminou a
frequéncia de MSI entre os subtipos histoldgicos (adenocarcinoma: 0,6% e carcinoma de
células escamosas: 0,45%)'%°. No entanto, esses estudos utilizaram NGS como metodologia,
com pipelines e algoritmos especificos, ndo estando claro se os resultados sao equivalentes
aqueles de testes convencionais de MSI'’2. A esse respeito, por exemplo, um estudo japonés
com dados de mundo real, utilizando NGS, encontrou 3,72% de MSI em 26.237 pacientes
com diferentes tumores sélidos. O subconjunto de CPCNP apresentou frequéncia de MSI
maior do que o observado nos estudos anteriores (1,72%)'’2. Cabe salientar que esses
estudos mencionados acima incluiram apenas pacientes asiaticos e norte-americanos, o que
difere da nossa populagao brasileira, altamente miscigenada.

Nao foi possivel realizar nenhuma andlise de sobrevida devido ao baixo nimero de
casos de MSI-H ndo permitindo nenhuma conclusao a esse respeito. Quanto a caracteristicas

173 0 que se observou

clinicas, em cancer colorretal, MSI positivo esta associado a tabagismo
no nosso Unico caso encontrado. Por fim, a testagem de MSI tem sido realizada
tradicionalmente em pacientes com cancer colorretal e cancer de endométrio como triagem
para sindrome de Lynch (SL). Entretanto, até 50% dos pacientes com SL e MSI-H podem
desenvolver outros tumores primarios. Muitos desses pacientes ndo atendem aos critérios
de teste genético para SL com base em histdria pessoal ou familiar. MSI-H é preditivo de SL
em um espectro tumoral muito mais amplo e a avaliacdo genética germinativa deve ser
considerada para esses pacientes independente do tumor primario ou histérico familiar de

cancer'’!. Infelizmente, para o caso identificado no presente estudo, nenhuma amostra

germinativa estava disponivel para teste genético.
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Dentre os casos testados quanto ao infiltrado tumoral inflamatdrio, composto por
linfocitos T citotodxicos, linfécitos T regulatérios e macréfagos, nenhuma associagdo com
sobrevida foi observada. Esse resultado esta em desacordo com um recente estudo
retrospectivo de pacientes com CPCNP que avaliou a associa¢do entre infiltrado linfocitario e
resposta a imunoterapia e a quimioterapia. Nesse estudo foram avaliadas duas coortes, uma
com 221 pacientes tratados com nivolumabe entre os anos de 2012 e 2017 e outra com 189
pacientes tratados com quimioterapia entre os anos de 2009 e 2016. Amostras de tumor
foram analisadas quanto a densidade de células inflamatdrias, tendo sido definido como
amostras com alto infiltrado inflamatério aquelas com densidade linfocitaria 210%. Dentre
os pacientes da coorte tratada com nivolumabe, 22% apresentava alta densidade e esses
pacientes apresentaram maior sobrevida global (mediana ndo alcangada versus 8,4 meses;
HR 0,48; 1C95%; 0,28-0,81), maior sobrevida livre de progressdao (mediana 13 versus 2,2
meses; HR 0,40; 1C95%; 0,25-0,64) e maior taxa de resposta (p<0,001). Nenhuma diferenca
foi observada na coorte de pacientes tratados com quimioterapia, o que sugere que a
densidade de células inflamatdrias possa ser utilizada para selecio de candidatos a
imunoterapial’®.

Pode-se destacar alguns fatores que potencialmente tenham levado a esses
resultados conflitantes. Primeiro, o nimero reduzido de pacientes incluidos no presente
estudo. Esse foi um importante fator limitante em relacdo a analise dos diferentes
biomarcadores, considerando que frequentemente a amostra tumoral disponivel era
proveniente de pequenas bidpsias realizadas com intuito diagndstico. Isso explica a grande
diferencga entre o numero de pacientes tratados com ICl no estudo e o numero de pacientes
incluidos nas andlises dos diferentes biomarcadores. Além disso, com intencdo de priorizar a
analise de expressdao génica e expressdao de PD-L1 as laminas destinadas ao infiltrado
inflamatdrio eram sempre as Ultimas a serem cortadas, aumentando a chance de ndo haver
amostragem suficiente para realizacdo do teste. Segundo a metodologia utilizada para a
leitura do infiltrado foi distinta em dois principais aspectos: (1) foram consideradas apenas
trés subpopulacdes especificas de células inflamatdrias; (2) utilizou-se o numero de células
por mm? ao invés de uma avaliacdo proporcional (densidade). Terceiro, a heterogeneidade
tumoral pode ter contribuido com essa diferenca uma vez que diferentes métodos de
amostragem do tumor podem produzir resultados de densidade inflamatéria discordantes e

diferentes estratificacbes para avaliacdo de risco. Bidpsias pequenas podem ser
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particularmente n3o representativas'’. Por fim, outro importante ponto a ser destacado é o
fato de no presente estudo uma parcela dos pacientes ter sido tratada com esquemas de
combinacdo de ICl e quimioterapia. A quimioterapia citotoxica além ter atividade contra a
célula neoplasica, também pode levar a deple¢dao das células imunes do microambiente
tumoral e assim comprometer a sua utilizacdo como um biomarcador preditivo de resposta
aos ICls.

A escassez de amostra tumoral também limitou o nimero de inclusdes na avaliacao
de expressdao génica. Dos 135 pacientes do estudo 78 foram incluidos nessa andlise, no
entanto 12 amostras ainda precisaram ser excluidas devido a baixas contagens observadas
na etapa de controle de qualidade. As caracteristicas clinico-patolégicas e terapéuticas dos
66 pacientes restantes sdo semelhantes a populagdo total do estudo, predominando sexo
masculino, histologia adenocarcinoma, bom performance status, poucos pacientes com
mutag¢bes acionaveis, predominio de baixa expressdao de PD-L1 e tratamento imunoterdpico
em monoterapia a partir da segunda linha paliativa.

No total, 48 assinaturas genéticas foram avaliadas. Dessas, 30 estdo relacionadas a
imunidade, 14 relacionadas ao tumor e quatro relacionadas ao microambiente tumoral.
Dentre elas ha cinco assinaturas de perda de expressao. Sao elas: MMR Loss, MSI Predictor,
Hypermutation, APM Loss e JAKSTAT. As trés primeiras sdo assinaturas complementares
entre si, e estdo diretamente relacionadas a perda da capacidade de reparo do DNA,
instabilidade de microssatélites e acimulo de mutag¢des somaticas (carga mutacional). Essas
assinaturas ndo foram associadas aos desfechos clinicos de sobrevida ou taxa de resposta
estando esse resultado alinhado com o que foi observado na andlise de instabilidade de
microssatélite por PCR (validagdo ortogonal). As outras duas assinaturas estdo inversamente
relacionadas a resisténcia aos ICls. Apesar de ndo ter havido casos com perda de expressao
de APM Loss, houve casos com perda de expressao de JAKSTAT, e como esperado, esses
casos apresentaram melhores resultados clinicos, apesar de ndo ter havido diferenca
estatisticamente significativa. Talvez com um maior numero de pacientes alguma diferenca
pudesse ser observada.

Dentre as outras 43 assinaturas, 14 foram capazes de descriminar duas populacdes
diferentes quanto a sobrevida pds-imunoterapia. Trés delas sdo compostas por apenas um
gene em cada e sdo bastante conhecidas e diretamente relacionadas aos mecanismos de

acdo dos atuais imunoterapicos: assinaturas PD-L1, PD-L2 e CTLA-4. Esses genes codificam
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proteinas relacionadas a vias de sinalizacdo inibitdrias do sistema imune e foram
previamente abordados no item 1.2.9.

Outras duas assinaturas também sdo compostas por genes isolados e da mesma
forma estdo relacionadas a proteinas inibitérias de linfocitos T: assinaturas /IDO1 e TIGIT. Ha
inclusive novos imunoterdpicos em desenvolvimento que tém como alvo as proteinas
codificadas por esses genes e estudos clinicos iniciais demonstram atividade promissora
dessas drogas, tanto em monoterapia quanto em combinac¢do com outros agentes!’617°,

Trés assinaturas estdo diretamente relacionadas ao infiltrado linfocitario e sdo
compostas por trés conjuntos distintos de genes relacionados a abundancia de células
citotoxicas e moléculas ligadas a essas células no microambiente tumoral. S3o elas:
Cytotoxity, Cytotoxic cells e Exhausted CD8. A associagao dessas assinaturas com sobrevida
reforcam a importancia do infiltrado linfocitario na resposta imune anti-tumoral secundaria
a utilizacdo dos novos agentes imunoterapicos. Apesar desse resultado positivo, nossa
avaliacdo direta do infiltrado linfocitario ndo encontrou qualquer associacdo com desfechos
clinicos. No entanto, conforme discutido acima, houve limitacdes nas analises e novos
estudos a esse respeito merecem ser realizados no futuro.

As assinaturas relacionadas ao interferon gama (IFN Gamma e IFN Downstream)
também foram associados a sobrevida. A assinatura de IFN Gamma, inclusive, foi aquela
com maior significancia estatistica e ja foi previamente relacionada a melhores desfechos
clinicos em pacientes com CPCNP tratados com imunoterapia. Estudo com 92 pacientes
tratados com durvalumabe demonstrou maior taxa de resposta, sobrevida livre de
progressao e sobrevida global dentre pacientes cujos tumores apresentavam assinatura IFN
Gamma, sendo independente da expressdo de PD-L1'¥°, O mesmo j& foi observado em
outros tumores sélidos!*!. Esse resultado demonstra consisténcia dos dados do presente
estudo, reproduzindo os principais achados de estudos prévios.

Outras duas assinaturas, TIS e Lymphoid, combinam genes relacionadas a células
inflamatdrias do microambiente tumoral e citocinas pré-inflamatdrias. Discriminam assim
um fendtipo de tumores inflamados (quentes), propensos a responderem aos ICls. A
assinatura TIS é composta por 18 genes. Foi a segunda assinatura com maior significancia
estatistica no estudo, e ja foi relacionada a resposta a imunoterdpicos em diferentes

tumores sdlidos!8L.



104

As Ultimas duas assinaturas relacionadas a sobrevida, Immunoproteassome e APM,
sdao complementares entre si e relacionadas a imunogenicidade tumoral. A primeira
relaciona-se a atividade proteolitica do proteossoma, que aumenta a quantidade de
moléculas (antigenos) a serem apresentadas pelo complexo MHC de classe | as células T
CD8+. Ja a assinatura APM mede justamente a abundancia de genes relacionados ao
complexo MHC classe |. Um estudo retrospectivo incluiu 51 portadores de CPCNP refratarios
a quimioterapia em tratamento com ICls em monoterapia e avaliou o perfil de expressao
génica associado ao maquinario de apresentacdo de antigenos, sendo observada resposta
significativamente maior entre aqueles com alta expressdo desses genes (p=0,0001).
Também foi observada melhor sobrevida livre de progressao (HR 0,34; p=0,001) e sobrevida
global (HR 0,44; p=0,006). Nesse mesmo estudo o escore de APM se demonstrou inclusive
melhor que assinaturas de tumor inflamado. Esses mesmos resultados também foram
observados dentre pacientes com melanoma?®?,

Através do método estatistico LASSO, uma nova assinatura também pobde ser
definida, a partir dos mesmos 66 casos incluidos nas andlises das assinaturas anteriores. Essa
nova assinatura é composta por seis diferentes genes (LungTS). Quando se analisa o
heatmap que incluiu todos os casos e os seis genes da assinatura identificada, fica evidente
duas subpopulagdes de pacientes discriminadas a partir de um escore de risco calculado
através da expressao diferencial desses genes. Pacientes com alto escore (alto risco para
morte) apresentaram menor sobrevida pds-imunoterapia, menor sobrevida livre de
progressdao e menor taxa de resposta em relacdo aos pacientes de com baixo escore (baixo
risco para morte). A proporc¢do de pacientes vivos na data de corte de analise dos dados
também é maior em relacdo aqueles de alto risco. A curva ROC demonstra AUC para o corte
utilizado de 18 meses semelhante por exemplo ao AUC da curva ROC que foi utilizada para
selec3o do corte de 50% de expressdo de PD-L1 nos estudos com pembrolizumabe®3,

Dentres os seis genes da LungTs, os genes A, B e C fazem parte de uma superfamilia
de citocinas pré-inflamatérias. O gene C codifica proteinas envolvidas em processos
imunorregulatérios e inflamatdrios. A proteina codificada também pode estar envolvida no
trafico de células T e é um quimiotético para linfécitos, mas ndo para neutréfilosre! ocultada g
gene A codifica uma citocina pro-inflamatéria que esta envolvida em uma ampla variedade
de processos, como quimiotaxia, diferenciacdo e ativacdo de células imunes periféricas

(células T, mondcitos e células NK), regulacdo do crescimento celular, apoptose e modulagao
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de efeitos angiostdticos. Este gene também pode ser um regulador chave da resposta imune
da “tempestade de citocinas” a infec¢do por SARS-CoV-2ref- ccultadas  j3 o gene B codifica uma
citocina quimiotatica para células T ativadas mas ndo para células T ndo estimuladas,
neutroéfilos ou mondcitos. O IFN-gama é um potente indutor da transcricdo desse gene. Pode
desempenhar um papel importante nas doencas do SNC que envolvem o recrutamento de
células T e em respostas imunoldgicas na peleref- ocultada,

O gene D codifica uma proteina que desempenha papel no metabolismo de
aminodcidos e nos ciclos da uréia e do acido tricarboxilico. Tem papel fundamental no
equilibrio redox intracelular. Perturbacdes neste equilibrio redox podem provocar a
producdo de perdxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares,
incluindo DNAef ocultada,

O gene E codifica uma proteina que atua dentro do reticulo endoplasmatico e
desempenha um papel na biossintese do colageno. Auto-anticorpos contra essa proteina ja
foram encontrados em pacientes com artrite reumatodide. A expressao desse gene pode ser
um marcador de cancer, e polimorfismos de nucleotideos nesse gene podem estar
associados ao nascimento prematuro causado por ruptura prematura de membranas™"
ocultada.

O gene F codifica uma proteina associada ao processamento de antigenos, sendo um
membro da superfamilia de transportadores de moléculas através das membranas extra e
intracelulares. Combinada a TAP2 medeia o transporte de pepitideos citosélicos para
interacdo com o complexo MHC de classe |7 ocultada Normalmente transporta antigenos
peptidicos intracelulares de 8 a 13 aminoacidos que surgem da protedlise citosdlica via
imunoproteassoma’® ocuitadas  Dessa forma atua como um arcabouco molecular essencial
para a montagem do complexo MHC de classe | e apresenta¢do do antigeno® ocultadas,
Também estd envolvida com resisténcia a multiplas drogas e relacionada a via JAK-STAT™
ocultada.

A assinatura LungTS, portanto, avalia de forma combinada a atividade de genes
relacionados tanto com o componente imune (genes A, B e C), quanto componente do
tumor (genes D e F) e do microambiente tumoral (gene E). E a Unica das assinaturas
avaliadas que abrange os trés componentes. Fazendo um paralelo com as demais a

assinatura, a LungTS abrange aspectos de outras 10 assinaturas: IFN Gamma, IFN
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Downstream, IL10, Inflammatory chemokines, APM; APM Loss; Immunoproteasome;
JAKSTAT e JACKSTAT Loss.

Os resultados encontrados foram validados em uma populacdo externa que
apresentava caracteristicas clinicas semelhantes, porém proveniente de outro continente e
que foi tratada sob responsabilidade de outra equipe de saude, reforcando o potencial papel
preditivo da assinatura LungTS. Apesar disso, a heterogeneidade da nossa amostra em
relacdo aos tipos de tratamento pode, pelo menos em teoria, afetar a validade desse perfil.
Ou seja, o poder discriminatério pode ser diferente entre pacientes tratados em primeira
linha versus linhas subsequentes, ou entre pacientes tratados com ICl isolado versus
tratamentos combinados. Assim, futuros estudos serdo necessdrios para estender esta
assinatura em casuisticas mais robustas e avaliar o seu papel preditivo através de estudos
prospectivos.

Por fim, esta assinatura sendo constituida por um nimero reduzido de genes, pode
ser adequada a um ensaio NanoString customizado, que serd muito mais econémico do que
o atual painel 10-360. Além disso, os genes identificados poderdo futuramente ser validados

por imunoistoquimica, permitindo alargar ainda mais a sua exequibilidade pratica.
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7. CONCLUSAO

Os inibidores de checkpoint imunoldgicos revolucionaram o tratamento do CPCNP e
elevaram a sobrevida a patamares ndo imaginados a época da quimioterapia. Novos avancos
seguem surgindo como as atuais combinag¢des de imunoterapicos, combinados ou ndo a
guimioterapia.

Os pacientes com CPCNP tratados no contexto de saude publica no estudo,
apresentaram resultados semelhantes ao observado nos ensaios clinicos, sugerindo que ha
capacidade técnica dos profissionais de saude brasileiros no manejo desses pacientes
tratados com esses novos agentes. A selecdo adequada de pacientes baseada em
biomarcadores pode minimizar o impacto financeiro e estendem os beneficios da
imunoterapia a uma populagao ainda carente de avancos tecnolégicos.

MSI-H se mostrou demasiado raro na populacdo com CPCNP ndo sendo util para
selecdo de pacientes. Infiltrado tumoral inflamatdrio por sua vez, ndo foi capaz de
discriminar melhores candidatos a imunoterapia, no entanto, novas analises merecem ser
realizadas utilizando-se metodologia distinta que ndo limite a andlise a sub populagdes
especificas de células.

Quatorze assinaturas genéticas foram relacionadas a sobrevida de pacientes com
CPCNP tratados com imunoterapia, inclusive assinaturas bastante conhecidas como IFN
Gamma e TIS. Isso demonstra solidez da coorte avaliada.

Uma nova assinatura foi identificada (LungTS) sendo representativa dos
componentes imune, tumoral e do microambiente tumoral. E assim, mais abrangente que as
demais assinaturas avaliadas, embora seja composta por um ndmero reduzido de genes.
Pacientes com baixo escore LungTS apresentaram melhores desfecho clinicos e em
combinacdo com expressao de PD-L1 foi possivel discriminar duas populagdes distintas em
relacdo a sobrevida pds-imunoterapia dentre os pacientes PD-L1 positivos. Novos estudos

com essa assinatura sao desejados.
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ANEXO A - Painel PanCancer 10 360 (NanoString Technology) - lista de genes
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A2M
ACVR1C
ADAM12
ADGRE1
ADM
ADORA2A
AKT1
ALDOA
ALDOC
ANGPT1
ANGPT2
ANGPTL4
ANLN
APC
APH1B
API5
APLNR
APOE
APOL6
AQP9
AREG
ARG1
ARG2
ARID1A
ARNT2
ATF3
ATM
AXIN1
AXL
B2M
BAD
BAMBI
BATF3
BAX
BBC3
BBS1
BCAT1
BCL2
BCL2L1
BCL6B
BID
BIRC3
BIRC5
BLK
BLM
BMP2
BNIP3
BNIP3L

CD300A
CD36
CD38
CD3D
CD3E
CD3G
CD4
CD40
CD40LG
CD44
CD45RA
CD45RB
CD45R0O
CD47
CD48
CD5
CD58
CD6
CD68
CD69
CD7
CD70
CD74
CD79A
CD798B
CD80
CDh84
CD86
CD8A
CD8B
CD96
CDC20
CDC25C
CDH1
CDH11
CDH2
CDH5
CDK2
CDK6
CDKN1A
CDKN1C
CDKN2A
CDKN2B
CEACAM3
CEBPB
CENPF
CEP55
CES3

DEFB134
DEPTOR
DKK1
DLL1
DLL4
DNMT1
DPP4
DTX3L
DTX4
DUSP1
DUSP2
DUSP5
E2F3
EDN1
EGF
EGFR
EGR1
EIF2AK2
EIF2B4
EIFAEBP1
EIF5AL1
ELOB
ENO1
ENTPD1
EOMES
EPCAM
EPM2AIP1
ERBB2
ERO1A
ESR1
EXO1
EZH2
F2RL1
FADD
FAM124B
FAM30A
FANCA
FAP
FAS
FASLG
FBP1
FCAR
FCGR1A
FCGR2A
FCGR2B
FCGR3A/B
FCGRT
FCN1

HIF1A
HK1
HK2

HLA-A

HLA-B

HLA-C

HLA-DMA
HLA-DMB
HLA-DOA
HLA-DOB
HLA-DPA1
HLA-DPB1
HLA-DQA1
HLA-DQA2
HLA-DQB1
HLA-DRA
HLA-DRB1
HLA-DRB5
HLA-E
HLA-F
HMGA1
HMGB1
HNF1A
HRAS
HSD11B1

ICAM1

ICAM2

ICAM3

ICAMS5
ICOS

ICOSLG
ID4
IDO1
IER3
IFI16
IFI27
IFI35
IFI6
IFIH1
IFIT1
IFIT2
IFIT3

IFITM1

IFITM2

IFNA1

IFNAR1
IFNG
IFNGR1

ITGB2
ITGB3
ITGB8
ITPK1
JAG1
JAG2
JAK1
JAK2
JAK3
KAT2B
KDR
KIF2C
KIR2DL3
KIR3DL1
KIR3DL2
KIT
KLRB1
KLRD1
KLRK1
KRAS
LAG3
LAIR1
LAMA1
LAMB3
LAMC2
LCK
LDHA
LDHB
LGALS9
LIF
LILRA1
LILRA3
LILRAS
LILRB2
LILRB4
LOXL2
LRRC32
LTB
LTBP1
LYS
LYS6
LYz
MAGEA1
MAGEA12
MAGEA3/A6
MAGEA4
MAGEB2
MAGEC1

NGFR
NID2
NKG7
NLRC5
NLRP3
NOD2
NOS2
NOTCH1
NOTCH2
NRAS
NTSE
0AS1
0AS2
0AS3
OASL
OLFML2B
OLR1
OTOA
P2RY13
P4HA1
PAHA2
PALMD
PARP12
PARP4
PARP9Y
PC
PCK2
PDCD1
PDCD1LG2
PDGFA
PDGFB
PDGFRB
PDK1
PDZK1IP1
PECAM1
PF4
PFKFB3
PFKM
PGPEP1
PIAS4
PIK3CA
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R5
PKM
PLAIA

RSAD2
RUNX3
S100A12
S100A8
S100A9
SAMD9
SAMSN1
SBNO2
SELE
SELL
SELP
SERPINA1
SERPINB5
SERPINH1
SFRP1
SFRP4
SFXN1
SGK1
SH2D1A
SHC2
SIGLEC1
SIGLEC5
SIGLECS8
SIRPA
SIRPB2
SLAMF7
SLC11A1
SLC16A1
SLC1A5
SLC2A1
SLC7AS5
SMADS5
SMAP1
SNAI1
SNCA
SOCS1
SOX10
SOX11
SOX2
SPIB
SPP1
SPRY4
SREBF1
SRP54
STAT1
STAT2
STAT3
STAT4

TNFSF13
TNFSF13B
TNFSF18
TNFSF4
TNFSF8
TNFSF9
TNKS
TP53
TPI1
TPM1
TPSAB1/B2
TRAF1
TRAT1
TREM1
TREM2
TRIM21
TSLP
TTC30A
TWF1
TWIST1
TWIST2
TYMP
TYMS
UBA7
UBE2C
UBE2T
ULBP2
VCAM1
VCAN
VEGFA
VEGFB
VEGFC
VHL
VSIR
VTCN1
WDR76
WNT10A
WNT11
WNT2
WNT2B
WNT3A
WNT4
WNT5A
WNT5B
WNT7B
XCL1/2
ZAP70
ZC3H12A
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BRCA1
BRCA2
BRD3
BRD4
BRIP1
BTLA
ClQA
ciaB
Cc2
C5
C5AR1
Cc7
CASP1
CASP3
CASP8
CASP9
CBLC
CCL13
CCL14
CCL18
CCL19
CCL2
CCL20
CCL21
CCL22
CCL3/L1
CCL4
CCL5
CCL7
CCL8
CCNA1
CCNB1
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE1
CCNO
CCR2
CCR4
CCR5
CDh14
CD163
CD19
CD1C
CD2
CD209
CD244
CD247
CDh27
CD274
CD276
CD28

CHUK
CLEC14A
CLECA4E
CLEC5A
CLEC7A
CLECL1
CMKLR1
CNTFR
COL11A1
COL11A2
COL17A1
COL4A5
COL5A1
COL6A3
CcomP
CPA3
CRABP2
CSF1
CSF1R
CSF2
CSF2RB
CSF3
CSF3R
CST2
CTAG1B
CTLA4
CTNNB1
CTSS
CTSwW
CX3CL1
CX3CR1
CXCL1
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
CXCL16
CXCL2
CXCL3
CXCL5
CXCL6
CXCLS8
CXCL9
CXCR2
CXCR3
CXCR4
CXCR6
CXorf36
CYBB
DAB2
DDB2

FCRL2
FGF13
FGF18
FGF9
FGFR1
FLNB
FLT1
FOSL1
FOXP3
FPR1
FPR3
FSTL3
FUT4
FYN
FZD8
FZD9
GAS1
GBP1
GBP2
GBP4
GHR
GIMAP4
GIMAP6
GLI1
GLS
GLUD1
GLUL
GMIP
GNG4
GNLY
GOT1
GOT2
GPC4
GPR160
GPSM3
GZMA
GZMB
GZMH
GZMK
GZMM
H2AFX
HAVCR2
HCK
HDAC11
HDAC3
HDAC4
HDAC5
HDC
HELLS
HERC6
HES1
HEY1

IFNGR2
IGF2R
IHH
IKBKB
IKBKG
IL10
ILI0RA
IL11
IL11RA
IL12RB2
IL15
IL16
IL17A
IL18
IL18R1
IL1A
IL1B
IL1R2
ILIRN
IL2
IL21R
IL22RA1
IL24
IL2RA
IL2RB
IL2RG
IL32
IL33
IL34
IL4
IL6
IL6R
IL7R
INHBA
IRF1
IRF2
IRF3
IRF4
IRF5
IRF7
IRF8
IRF9
ISG15
ITGA1
ITGA2
ITGA4
ITGA6
ITGAE
ITGAL
ITGAM
ITGAV
ITGAX

MAGEC2
MAML2
MAP3K12
MAP3K5
MAP3K7
MAP3K8
MAPK10
MARCO
MB21D1
MELK
MET
MFGES8
MFNG
MGMT
MICA
MICB
MKI67
MLANA
MLH1
MMP1
MMP7
MMP9
MMRN2
MRC1
MRE11
MS4A1
MS4A2
MS4A4A
MS4A6A
MSH2
MSH6
MTOR
MX1
MXI1
MYC
MYCT1
MYD88
NBN
NCAM1
NCR1
NDUFA4L2
NECTIN1
NECTIN2
NEIL1
NF1
NFAM1
NFATC2
NFIL3
NFKB1
NFKB2
NFKBIA
NFKBIE

PLA2G2A
PLOD2
PMS2
PNOC
POLD1
PPARG
PPARGC1B
PRF1
PRKAA2
PRKACB
PRKCA
PRKX
PRLR
PROM1
PRR5
PSMB10
PSMB5
PSMBS8
PSMB9
PTCD2
PTEN
PTGER4
PTGS2
PTPN11
PTPRC
PVR
PVRIG
RAD50
RAD51
RAD51C
RASAL1
RASGRF1
RB1
RBL2
RELA
RELB
RELN
REN
RICTOR
RIPK1
RIPK2
RIPK3
RNLS
ROBO4
ROCK1
ROR2
RORC
RPL23
RPL7A
RPS6KB1
RPTOR
RRM2

STC1
SYK
TAF3
TAP1
TAP2
TAPBP
TAPBPL
TBX21
TBXAS1
TCF3
TCL1A
TDO2
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBR1
TGFBR2
THBD
THBS1
THY1
TICAM1
TIE1
TIGIT
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLRS
TLR7
TLR8
TLR9
TMEM140
TMEM173
TNF
TNFAIP3
TNFAIP6
TNFRSF10B
TNFRSF10C
TNFRSF10D
TNFRSF11A
TNFRSF11B
TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF18
TNFRSF1A
TNFRSF1B
TNFRSF25
TNFRSF4
TNFRSF8
TNFRSF9
TNFSF10
TNFSF12

ZEB1
ZEB2
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ANEXO B - Assinaturas de expressao génicas

Assinaturas imunes:

TIS (Anti-Tumor Immune Activity): mede a supressdo da resposta imune dentro do
tumor. Esta assinatura originalmente prevé resposta a terapia anti-PD1
(pembrolizumabe). E composta por genes relacionados a sinalizacdo do intérferon
gama (IFNy), apresentacdao de antigenos, células natural killer (NK), células T e vias
inibitérias. Esta assinatura é Util para prever a resposta a terapia anti-PD1 e
determinar o fendtipo tumoral imunolégico “quente” e “frio” em vdrios tipos de

cancer.

ARG1 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressao do gene Arginase-1 (ARG1)
que é expresso por células mieldides e catalisa a conversao de arginina em ornitina e
uréia. Isso suprime a resposta de células T por inibir sua proliferacdo que é

dependente da disponibilidade de arginina para sintese protéica.

B Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia de
células B no microambiente tumoral. As células B sdo um dos principais componentes
da resposta imune humoral tendo fun¢des como producdo de anticorpos e
apresentacdo de antigenos as células T. Sua presenca no microambiente tumoral

pode estar associada a estruturas linfoides tercidrias em alguns tipos de tumor.

CD45 (Immune Cell Population Abundance): mede a expressdo do gene CD45. A CD45
é uma proteina do tipo tirosina-fosfatase (receptor tipo C) e é expresso em todas as

células do sistema imunoldgico.

CD8 T Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia

de células T CD8+ no microambiente tumoral.

CTLA4 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressao do gene da proteina 4

associada a linfécitos T citotoxicos (CTLA-4). CTLA-4 é uma molécula que inibe as
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células T ligando-se competitivamente ao CD80 e CD86 para evitar a co-estimulacao

via CD28.

Cytotoxic Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a
abundancia de células citotoxicas no microambiente tumoral. Células citotdxicas,
como células NK e células T CD8+ usam varias moléculas, incluindo perforinas,
granzimas e membros da familia de receptores semelhantes a lectina de células

assassinas (KLRG) para reconhecer, penetrar e destruir células tumorais.

Cytotoxicity (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede as moléculas usadas
pelas células T CD8+ e NK na atividade citolitica contra as células tumorais. As células
citotdxicas, como as células NK e T CD8+, usam varias moléculas, incluindo

perforinas, granzimas e granulosina para penetrar e destruir células tumorais.

DC (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia de

células dendriticas no microambiente tumoral.

Exhausted CD8 (Immune Cell Population Abundance): esta assinatura mede a
abundancia de células CD8+ exauridas (menos funcionais) no microambiente
tumoral. As células T no microambiente tumoral frequentemente se tornam
exauridas apds a exposicdo a fatores de células supressoras imunoldgicas, estromais
e malignas. Essas células T exauridas perdem a capacidade de eliminar tumores. As
células T exauridas expressam marcadores e genes que estdo associados a reducao
da atividade antitumoral. Essa assinatura analisa a atividade funcional das células T

no microambiente tumoral.

IFN Downstream (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede a ativacdo de
vias de sinalizacdo ligadas ao interferon. Tanto interferons do tipo | quanto do tipo Il
estao implicados nas respostas imunes tumorais e regulam a atividade antitumoral.
As células malignas e imunes no microambiente tumoral produzem interferon do tipo

I, gue desempenham papel na vigilancia imunoldgica.
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IFN Gamma (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura rastreia a resposta
canbnica ao interferon tipo Il, incluindo os componentes mais universais dessa
resposta. O IFNy induz a ativagdo de macrdofagos e células NK, aumenta a
apresentacdo de antigenos e induz padrdes de transcricdo génica que podem levar
ao recrutamento de células imunes para o tumor. A expressao de sinalizagao de IFNy

estd associada a resposta a terapia anti-PD-(L)1.

IL10 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressao do gene da interleucina-10
(IL10). A IL10 é uma citocina pleiotropica expressa predominantemente por
mondcitos. Ele impacta varios aspectos da resposta imune do tumor, incluindo

apresentacdo de antigeno, ativacdo de células T e producdo de citocinas.

Inflammatory Chemokines (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede as
citocinas inflamatdrias que sdo moléculas que possuem a capacidade de recrutar

popula¢des mieloides e linféides para o microambiente tumoral.

Lymphoid (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede um amplo conjunto
de genes envolvidos no funcionamento das células linfdides, incluindo a abundancia
de células T, abundéancia de células B, abundancia de células NK, atividade citotodxica,
sinalizagdo de IFNy, sinalizagdao JAK-STAT e moléculas co-estimulatérias e co-
inibitérias de células T. Esta assinatura captura uma visdao ampla do status

imunolégico linféide de um tumor.

Macrophages (Immune Cell Population Abundance). essa assinatura mede a
abundancia de macréfagos no microambiente tumoral. Os macréfagos podem
aumentar a imunidade tumoral (por exemplo, apresentando antigeno) ou suprimir a

imunidade tumoral (por exemplo, liberando citocinas imunossupressoras).

Mast Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia

de mastadcitos no microambiente tumoral.
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MHC2 (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede os principais antigenos
leucocitarios humanos (HLA) envolvidos na apresentacdo de antigenos MHC de classe
Il. As células apresentadoras de antigenos (células dendriticas, macréfagos e células
B) usam o MHC de classe Il para apresentar antigenos extracelulares as células T
CD4+. A ativacdo de células T CD4+ induz a expressao de citocinas que promovem

ativacao de células T citotdxicas e respostas imunes adaptativas antitumorais.

Myeloid (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede genes marcadores e
efetores-chave de células imunolégicas de linhagem mieldide. As células mieldides
regulam as atividades antitumorais e pré-tumorais. Esta assinatura captura uma

visdo ampla do status imunolégico mieldide de um tumor.

Myeloid Inflammation (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede a
abundancia de células de linhagem mieloide com fungdes pré e antitumorais. As
células mieldides produzem varias citocinas e quimiocinas que promovem estado de
inflamacdo. Dependendo do contexto, elas podem promover a tumorigénese ou

respostas imunes antitumorais.

Neutrophils (Immune Cell Population Abundance): esta assinatura mede a abundancia
de neutréfilos no microambiente tumoral. No contexto do tumor, os neutrdfilos

tendem a ter atividade imunossupressora.

NK CD56dim (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a

abundancia de um subconjunto de células NK com a maior atividade citotdxica.

NK Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia de

células NK no microambiente tumoral.

NOS2 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressdao do gene NOS2 (éxido nitrico-

sintase isoforma 2). NOS2 é induzido por sinalizacdo de IFNy. Ele regula a expressdo
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de dxido nitrico, que em niveis baixos pode promover o crescimento do tumor, mas

em niveis elevados pode ser citostdtico ou citotdxico para as células tumorais.

PD-1 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressdao do gene PD-1 que é expresso
predominantemente por linfécitos. E um regulador negativo da ativacdo imune,

evitando a proliferagdo e a secregao de citocinas.

PD-L2 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressdao do gene PD-L1 que é um
ligante para PD-1 e regulador negativo da atividade de células T. E expresso

principalmente por células apresentadoras de antigeno.

T Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia de

células T no microambiente tumoral.

TH1 Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia
de células T TH1. Essas células promovem a atividade imune antitumoral através da

producao de IFNy.

TIGIT (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede a abundancia de células
espressoras de TIGIT, molécula que suprime a atividade imune antitumoral em

células T CD8+ e células NK.

Treg (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundancia de
células T regulatérias. Treg é medido pela expressdo génica da forkhead P3 (FOXP3).
As células T reguladoras suprimem atividades das células T por meio de uma

variedade de mecanismos.

Assinaturas relacionadas ao tumor:

APM (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede a expressdo de genes

relacionados a apresentagao de antigeno via complexo MHC de classe | e alguns
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genes chaves envolvidos no processamento dos antigenos antes de sua
apresentacdo. Normalmente, os antigenos do citoplasma da célula sao apresentados
na classe | e reconhecidos pelo TCR nas células T CD8+ citotdxicas. O MHC de classe |
é expresso por todas as células nucleadas do corpo, mas a regulagdo negativa das
vias do MHC de classe | é uma estratégia de evasdo que pode ser empregada por
células tumorais. Uma resposta imune antitumoral eficaz depende de células T
citotoxicas que encontrem neoantigenos apresentados na superficie das células
tumorais. Fortes respostas imunes antitumorais sao tipicamente acompanhadas por

alta expressao de genes apresentadores de antigenos.

APM Loss (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede a perda de expressao do
maquindario de apresentagdo (ou processamento) de antigenos. A apresentagdo de
antigenos via MHC de classe | em células tumorais € um mecanismo importante para
o reconhecimento imunolégico de tumores. Mutacdo ou perda de expressao de

genes chaves do MHC de classe | conferem resisténcia a imunoterapia.

Apoptosis (Tumor Sensitivity to Immune Attack): essa assinatura captura genes
associados a processos apoptdticos, especificamente genes envolvidos na

integridade da membrana mitocondrial. Inclui genes pré e anti-apoptéticos.

B7-H3 (Inhibitory Tumor Mechanisms): expressao do gene B7-H3 (CD276). B7-H3 é
um regulador negativo da atividade das células T que é expresso em células tumorais

e imunoldgicas.

Hypermutation (Tumor Immunogenicity). essa assinatura mede as alteracbes na
expressao génica associadas a perda da atividade MMR em tipos de tumor onde a

perda MMR é mais prevalente.

IDO1 (Inhibitory Tumor Mechanisms). mede expressdao do gene IDO1 (indoleamina
2,3-dioxigenase 1). IDO1 é expressa por células tumorais, imunoldgicas e estromais e

é a enzima limitadora da taxa do catabolismo do triptofano. Ao catalisar a
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degradacdo do triptofano, que é necessario para a proliferacdo e atividade das

células T citotdxicas, a IDO1 inibe as respostas imunes antitumorais.

Immunoproteasome (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede os componentes
principais do imunoproteassoma. O imunoproteassoma é uma variante do
proteassoma classico. Agrega células imunes e células ndo-imunes apds exposicao a
citocinas proé-inflamatdrias ou estresse oxidativo. O imunoproteassoma induz
diferentes padrdes de degradacao de proteinas, gerando novos antigenos que sao
apresentados pelo complexo MHC de classe I. A expressio do gene do

imunoproteassoma pode estar associada a aumento da imunogenicidade tumoral.

JAKSTAT Loss (Tumor Sensitivity to Immune Attack): perda de JAK-STAT se refere a
perda de expressao da via JAK-STAT. Essa assinatura mede a perda de genes
associados a sinalizagdo JAK-STAT, que tem sido identificado como um mecanismo de

resisténcia adquirido aos inibidores de checkpoint imune.

MAGEs (Tumor Immunogenicity). expressao génica do antigeno associado ao
melanoma (Melanoma-Associated Antigen Gene Expression). Esta assinatura mede
varios antigenos que tém sido implicados na biologia tumoral e sdo frequentemente

usados como alvos de imunoterapia.

MMR Loss (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede os niveis de expressao de
varios genes de reparo chaves. A deficiéncia de reparo geralmente ocorre quando um
desses genes tem perda significativa de expressdo. Tumores deficientes nos
mecanismos de reparo do DNA de reparo tém altas taxas de mutacdo. A perda de
MMR estd associada a um melhor reconhecimento imunolégico em certos tipos de
tumor. Altas pontuacdes nesta assinatura indicam deficiéncia de MMR. A deficiéncia
de reparo de incompatibilidade e a instabilidade de microssatélites (MSI) predizem a

resposta aos ICls.

MSI Predictor (Tumor Immunogenicity): essa é uma assinatura que integra a

assinatura MMR Loss e Hypermutation para predizer a perda de atividade de MMR.
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PD-L1 (Inhibitory Tumor Mechanisms): mede expressao de PD-L1 (CD274) que é o
ligante do PD-1 e é um regulador negativo da atividade de células T. E expresso em

células tumorais e imunes.

Proliferation (Tumor Sensitivity to Immune Attack): essa assinatura mede os genes
envolvidos na proliferagdao tumoral. Um tumor altamente proliferativo pode superar
uma resposta imune se a replicacdo exceder a deteccdo e eliminacdo mediada pelo

sistema imunolégico.

TGF-Beta (Inhibitory Tumor Mechanisms): essa é uma assinatura que mede expressao
do gene TGFB1 que codifica a TGFp (citocina pleotrépica que inibe a atividade imune

antitumoral e promove o crescimento e a sobrevivéncia do tumor).

Assinaturas relacionadas ao microambiente tumoral:

Endothelial Cells (Stromal Factors): essa assinatura mede a expressdo de genes
associados ao tecido vascular e a angiogénese. A angiogénese é importante para o

trafego de nutrientes e oxigenacdo adequada para o crescimento do tumor.

Glycolytic Activity (Inhibitory Metabolism). essa assinatura mede a expressao de
genes que participam do consumo de energia. Glicélise hiper-regulada e aumento do
consumo de glicose sdo quase universais em tumores. A glicdlise pode inibir a
resposta imune efetora, privando as células imunolédgicas de glicose no
microambiente tumoral e alterando outras moléculas que normalmente sinalizariam

ao sistema imunolégico.

Hypoxia (Inhibitory Metabolism): essa assinatura mede a expressdo de genes
associados a reducdo de oxigenacdo no tumor. A hipdxia pode induzir varios

processos de promogao do cancer como invasao, motilidade e reprogramagao
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metabdlica. Também pode promover resisténcia a lise celular mediada por células

imunes.

Stroma (Stromal Factors): essa assinatura mede a abundancia de tecido estromal.
Esta assinatura mede os componentes do estroma no microambiente tumoral. O
estroma tumoral é a colecdo de componentes de tecido ndo cancerosos e nao
imunes que cercam o tumor. O estroma pode atuar como uma barreira fisica que
exclui as células imunes do tumor, impedindo a imunidade antitumoral eficaz,
mesmo quando os antigenos associados ao tumor induziram o priming e a ativacao

das células imunes.
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ANEXO C — Parecer consubstanciado de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da Fundagao Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificagio de perfil molecular associado a resposta ao tratamento com inibidores de
checkpoints imunolégicos em pacientes com cancer de pulméo de células néo
pequenas.

Pesquisador: Pedro Rafael Martins De Marchi

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2
CAAE: 87212918.5.0000.5437
Instituicao Proponente: Fundacéo Pio XII

Patrocinador Principal: Fundac&o Pio XlI
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.671.048

Apresentacao do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos denominados "apresentagcéo do projeto”, "objetivos" e "avaliagdo dos
riscosebeneficios”foramretiradasdodocumentointitulado
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1092076.pdf” (submetido na Plataforma Brasil em
21/05/2018)

RESUMO:

Pacientes com cancer de pulméao estadio clinico IV tém sido tratados com imunoterapia (inibidores de
checkpoints imunolégicos). Biomarcadores como expressdao de PD-L1, carga tumoral, presenca de
instabilidade de microssatélite tém sido utilizados, porém com baixo valor preditivo negativo. O presente
estudo visa avaliar a expressédo de 770 genes relacionados a imunologia em uma plataforma chamada
NanoString, e correlacionar com desfechos clinicos. Também objetiva elaborar um score relacionado a
predicdo de resposta aos inibidores de checkpoints imunologicos.

INTRODUGAO:
1. INTRODUGAO 1.1 Cancer de pulm&o No mundo ha cerca de 14,1 milhdes de novos casos de
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cancer anualmente, excluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma. Destes, 1,8 milhdo sao cancer de
pulméo, o que o coloca como o cancer mais incidente no mundo1. O cancer de pulméo é a causa mais
comum de morte por cancer, sendo responsavel por quase uma em cada cinco mortes (1,59 milhdes de
mortes, 19,4% do total). Devido a sua alta mortalidade (a proporgao global mortalidade/incidéncia é de 0,87)
e relativa falta de variabilidade na sobrevivéncia em diferentes regides do mundo, os padrbes geograficos na
mortalidade acompanham de perto a incidéncial. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima
incidéncia de 31.270 casos para o0 ano de 2018, sendo 18.740 homens (0 segundo mais incidente) e 12.530
mulheres (quarto mais incidente)2. Entre os anos de 1974 e 2004 a mortalidade no pais aumentou de 10,6
para 31,1 mortes por 100.000 homens, e de 3,0 para 5,4 mortes por 100.000 mulheres3. Histologicamente
existem dois grupos principais de cancer de pulméo, o de células ndo pequenas (CPCNP), que corresponde
a 85% dos casos, e o de pequenas células (CPCP), que corresponde a 15% dos casos. O CPCNP é
subdividido entre adenocarcinoma, carcinoma escamoso e o carcinoma de grandes células. O subtipo mais
comum de céncer de pulmao é o adenocarcinoma, compreendendo cerca de 40% de todos os casos. Tem
origem a partir das células alveolares tipo Il, que secretam muco e outras substancias4, 5. Ele tende a
ocorrer na periferia dos pulmodes, 0 que pode ser devido a presenca de filtros nos cigarros de papel, que
previnem a inalagdo de particulas grandes. Isso resulta em uma inalagdo mais profunda da fumaga do
cigarro, levando a lesbes periféricas5-7. Comparado com outros tipos de cancer de pulmao, o
adenocarcinoma tende a crescer mais devagar e mais frequentemente é diagnosticado em estadios
iniciais5. O carcinoma de células escamosas compreende 25-30% de todos os casos de cancer de pulmao.
Tem origem a partir das células escamosas no epitélio das vias aéreas e esta fortemente relacionado com o
tabagismo8. Ja o carcinoma de grandes células corresponde a 5-10% dos casos, sendo um diagnéstico de
exclusado (auséncia de morfologia ou imunofenétipo caracteristico de carcinoma
epiderméide/adenocarcinoma/tumor neuroendécrino). Mais frequentemente se localiza em regibes centrais
dos pulmdes e esta fortemente relacionado a altas cargas tabagicas5, 9. Quanto ao estadiamento a maioria
dos casos de cancer de pulméo apresenta-se em estadios avangados da doenga, sendo 55% metastaticos
ao diagnostico. Neste contexto, os pacientes sdo tratados em carater paliativo, sendo a expectativa de
sobrevida em 5 anos de apenas 5,2%10. O tratamento da doenca metastatica vem evoluindo
significativamente ao longo dos ultimos anos. Em suma, apenas na década de 1990 houve comprovagéo do
beneficio do tratamento quimioterapico em relagéo a sobrevida global. Duas meta-analises demonstraram
aumento relativo de cerca de 10% em 1 ano para aqueles pacientes tratado com quimioterapiali, 12. A
partir de entéo varios estudos
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tentaram comparar diferentes esquemas de quimioterapia com intencao de definir o padrao de tratamento
em primeira linha. Afortunadamente, em 2002, foram publicados os resultados de um ensaio clinico de fase
I, do grupo ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), que estabeleceu os esquemas de quimioterapia
de terceira geragdo baseados em platina (platina com taxano ou platina com gencitabina) como padrdes,
nao havendo diferenca entre eles em relacéo a sobrevida global.13 Em 2006, pela primeira vez, foi
observada sobrevida mediana maior que 1 ano, com uso de bevacizumabe, primeiro anticorpo monocloval
aprovado para o tratamento de cancer de pulmao, combinado com quimioterapia em pacientes com
histologia ndo escamosa.14 Pemetrexede foi o Gltimo agente citotdxico aprovado, em combinagdo com
platina, apds estudo de fase Ill de ndo inferioridade demonstrar similar eficacia e menor toxicidade
comparado ao esquema com cisplatina e gencitabina em histologia ndo escamosai15. Atualmente, a
classificagao histoldégica ndo é mais suficiente para se tragar um plano terapéutico, principalmente para
aqueles pacientes com doenga metastatica (estadio clinico 1V). Com o advento da medicina personalizada
faz-se necessario também uma classificagdo molecular que tem por intengdo identificar mutagdes
relacionadas a oncogénese para as quais ha terapias alvo moleculares disponiveis. O perfil molecular é
variavel conforme a histologia (Figura 1) e, importantemente, ha terapias alvo ja estabelecidas e aprovadas
para pacientes com mutacdes em genes como EGFR (gefitinibe, erlotinibe, afatinibe e osimertinibe), ALK
(crizotinibe, ceritinibe e alectinibe) e ROS1 (crizotinibe). Em relagdo aos genes BRAF, MET, RET e ERBB2
(HER2), embora néo haja drogas aprovadas especificamente para tratamento do cancer de pulméao, ha
terapias aprovadas para outros tumores, e eventualmente podem ser utilizadas no tratamento desses
pacientes.16 O estudo IPASS foi um estudo asiatico de fase lll, de nado inferioridade que comparou gefitinibe
(inibidor de tirosina quinase anti-EGFR — epidermal growth factor receptor) a carboplatina + paclitaxel em
primeira linha de tratamento em populagao selecionada de acordo com caracteristicas clinicas (n&o
tabagistas ou tabagistas leves — até 100 cigarros ao longo da vida). Foram randomizados 1.217 pacientes,
sendo um estudo positivo no qual o gefitinibe se mostrou nao inferior a quimioterapia em relagéo a sobrevida
livre de progresséo (hazard ratio 0,74; 95% CI, 0,65 - 0.85; P< 0,001), desfecho primario do estudo. Esse
estudo marca o inicio da era da terapia alvo molecular no tratamento do cancer de pulméao, ndo pelo
resultado de seu desfecho primario, mas sim pela analise pré-planejada de pacientes portadores de
mutacdes no gene EGFR (dele¢cdes no éxon 19 ou a mutacéo pontual no éxon 21, L858R). Do total, 437
pacientes foram testados, sendo 261 (59,7%) portadores de mutagdes no gene EGFR. Neste subgrupo a
sobrevida livre de progressao (SLP) foi significativamente maior nos pacientes que receberam gefitinibe
(hazard ratio 0,48; 95%
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Cl, 0,36 — 0,64; P< 0,001). Tais resultados estabeleceram osimertinibe como o padréao de tratamento em
pacientes p.T790M positivos. Para a maioria dos casos T790M negativos a Unica opgdo é a quimioterapia.
Outro avango de suma importancia foi o desenvolvimento dos TKIs anti-ALK (anaplastic lymphoma kinase).

HIPOTESE:

Os inibidores de checkpoints imunologicos estéo revolucionando o tratamento do cancer de pulméao. No
entanto, apesar do aumento da sobrevida dos pacientes tratado com inibidores de checkpoints
imunolégicos, muitos pacientes n&o respondem a essas drogas. Apesar de existirem varios biomarcadores
de resposta terapéutica, nenhum deles possui valor preditivo negativo adequado, o que limita a selecao de
pacientes. Considerandose que o cancer de pulmédo € uma neoplasia agressiva e que esse tipo de
tratamento é oneroso, faz-se necessario o desenvolvimento de um biomarcador ou um score que permita
uma melhor sele¢@o dos pacientes candidatos a essa terapéutica. O desenvolvimento de biomarcadores
com valor preditivo negativo adequado resultara uma diminuigdo dos custos com inibidores de checkpoints
imunoldgicos para os pacientes que nédo se beneficiardo deste tipo de tratamento.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

Objetivo geral

Identificar um perfil de expresséo génica preditivo de resposta aos inibidores de checkpoints anti-PD-1/PD-
L1 em portadores de cénce de pulméao de

células ndo pequenas (CPCNP).

OBJETIVO SECUNDARIO:

Objetivos especificos

1. Avaliar a sobrevida livre de progressao e a sobrevida global dos pacientes tratados com anti-PD-1/PD-L1;
2. Avaliar a resposta ao tratamento com anti-PD-1/PD-L1, de acordo com RECIST 1.188;

3. Avaliar a expressao de mais de 700 genes imuno-oncol6gicos das amostras tumorais dos pacientes
tratados com anti-PD-1/PD-L1 utilizando-se a
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plataforma NanoString;

4. Avaliar a expressao tumoral de PD-L1;

5. Avaliar infiltrado linfocitario tumoral;

6. Quantificar a carga mutacional do tumor (Tumor Mutation Burden — TMB) e identificar a presenca de
instabilidade de microssatélites (Microsatellite

Instability — MSI);

7. Correlacionar os diferentes perfis genéticos identificados com sobrevida livre de progresséo, sobrevida
global e resposta ao tratamento com anti

PD-1/PD-L1;

8. Desenvolver um score de resposta imunoldgica aos inibidores de checkpoints anti-PD-1/PD-L1.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS:

Trata-se de um estudo de risco minimo, limitado a eventual possibilidade de quebra de confidencialidade.
No entanto os pesquisadores se comprometem a tomar todas as medidas necessarias para isso ndo ocorra.
Quanto a possibilidade de esgotamento do material parafinado, vide item “Esgostamento do material
parafinado”. Ndo ha risco de identificacdo de muta¢cbes germinativas.

BENEFICIOS:
Nao havera beneficio direto aos participantes, pois trata-se de um estudo retrospectivo. Apés conclusao do
estudo, futuros participantes poderéo se beneficiar.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
RESPOSTAS REFERENTES AS PENDENCIAS EMITIDAS NO PARECER N°1572/2018:

1. Referente ao Financiamento: Apresenta-se na Plataforma Brasil como recurso financeiro o PAIP no valor
de R$6.000,00 e, no documento Declaragdo de Financiamento também cita-se o uso de recursos
particulares do pesquisador. Porem no Projeto, no item "Orcamento", pag. 33, relata-se que para realizacdo
da pesquisa sera necessario o valor total de R$R$ 244.500,00 sendo os valores atestados anteriormente
demasiadamente inferiores aos necessarios. Solicita-se esclarecimento sobre como sera obtida a diferenca
de valor necesséria para que o projeto seja desenvolvido.

- RESPOSTA PESQUISADOR: "Esclareco que todo o material necessario para os testes, com excecao do
TMB, ja foi adquirido pela equipe de pesquisa, de modo que ndo ha chance de qualquer
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participante ser prejudicado por falta de financiamento. Quanto ao teste do TMB, o valor referido se trata do
valor “de mercado”. No entanto estamos em negociagcdo com a indUstria para conseguir desconto de até
90%, além de estarmos tentando financiamento junto a agéncias de fomento. Esclareco ainda que o
material biolégico necessario para o teste do TMB é especifico para o mesmo - diferente do material
necessario para os outros testes. Mesmo que os outros testes ja sejam realizados, o material utilizado para
eles néo serve para realizagdo do TMB. Quando houver financiamento para o TMB, Iamina especifica
necessitara ser preparada. Assim, ndo havera qualquer prejuizo a qualquer participante quanto a sub
utilizacdo de suas amostras."

- ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Solicita-se ainda, que seja transcrito de forma clara no projeto que havera o comprometimento dos
pesquisadores a iniciarem o uso dos materiais bioldgicos descritos no projeto somente APOS confirmacéo
de obtengéo dos valores necessarios para o desenvolvimento deste.

- RESPOSTA PESQUISADOR: "Esclareco que o material biol6gico necessério para o teste do TMB é
especifico para o mesmo - diferente do material necessario para os outros testes. Mesmo que os outros
testes ja sejam realizados, o material utilizado para eles n&o serve para realizacdo do TMB. Quando houver
financiamento para o TMB, lamina especifica necessitara ser preparada. Assim, ndo havera qualquer
prejuizo a qualquer participante quanto a sub utilizagdo de suas amostras."

- ANALISE CEP: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos foram adequadamente apresentados.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem ébbices éticos.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagédo Pio XIl — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuicoes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, e apés a
analise das respostas as pendéncias emitidas, manifesta-se pela APROVACAO do projeto de pesquisa
proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:
1 Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 24/11/2018.
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2 Comunicar toda e qualquer alteracdo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas

circunstancias a inclusdo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovagéo do

Comité de Etica em Pesquisa.

3 Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento

do estudo.

4 Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do

processamento.

5 Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,

apos conclusao da pesquisa, para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.
6 Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o nimero 1572/2018.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéao
Informacdes Béasicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1092076.pdf 16:01:01
Outros Carta_Resposta_Pendencias.pdf 21/05/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
16:00:31 De Marchi

Outros Carta_Resposta_Pendencias.docx 21/05/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:59:53 | De Marchi

QOutros Ciencia_Estudo.pdf 09/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:19:18 | De Marchi

Projeto Detalhado / |Projeto_Cancer_Pulmao_NanoString.do| 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito

Brochura CX 17:31:52 | De Marchi

Investigador

Outros Responsabilidade_Pesquisador.pdf 02/04/2018 | Pedro Rafael Martins| Aceito
17:14:25 | De Marchi

Outros Mabin.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:13:50 | De Marchi

Outros Pesquisador_Externo.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:13:03 | De Marchi

Outros Coletanea_Cartas_Doutorado.docx 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:12:46 | De Marchi

Outros Financiamento.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:12:18 | De Marchi

Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:12:02 | De Marchi
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A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE - A.C. CAMARGO g@woﬂ orma
CANCER CENTER

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO GENICA EM CANCER DE PULMAO E RESPOSTA A TERAPIA COM
INIBIDORES DE CHECKPOINTS IMUNOLOGICOS

Pesquisador: Pedro Rafael Martins De Marchi

Area Temaética: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 87212918.5.3001.5432
Instituicado Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE

Patrocinador Principal: Fundacéo Pio XIlI
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.401.413

Apresentacao do Projeto:

Pacientes com cancer de pulmao estadio clinico IV tém sido tratados com imunoterapia (inibidores de
checkpoints imunolégicos). Biomarcadores

como expressdo de PD-L1, carga tumoral, presenca de instabilidade de microssatélite tém sido utilizados,
porém com baixo valor preditivo negativo.

O presente estudo visa avaliar a expressao de 770 genes relacionados a imunologia em uma plataforma
chamada NanoString, e correlacionar com

desfechos clinicos. Também objetiva elaborar um score relacionado a predicdo de resposta aos inibidores
de checkpoints imunolégicos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primério:

Identificar um perfil de expressao génica preditivo de resposta aos inibidores de checkpoints anti-PD-1/PD-
L1 em portadores de cance de pulmao de

células ndo pequenas (CPCNP).
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Trata-se de um estudo de risco minimo, limitado a eventual possibilidade de quebra de confidencialidade.
No entanto os pesquisadores se

comprometem a tomar todas as medidas necessarias para isso ndo ocorra. Quanto a possibilidade de
esgotamento do material parafinado, vide item

“Esgotamento do material parafinado”. N&o ha risco de identificacdo de muta¢des germinativas.

Beneficios:

Nao havera beneficio direto aos participantes, pois trata-se de um estudo retrospectivo. Apds conclusao do
estudo, futuros participantes poderao se

beneficiar

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Adequada.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Adequados.

Recomendacoées:
Recomenda-se incluir o MTA (MAterial Transfer Agreement) entre as referidas instiuigées.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Todas as pendéncias e duvidas foram resolvidas e devidamente sanadas.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Nota: Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deveréo ser encaminhadas ao CEP dentro
de 06 meses a partir desta data em relatério (modelo CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacbes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1300767.pdf 15:14:56
Outros Declaracao_Dpto_Anatomia_Patologica.| 16/05/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito

pdf 15:12:40 | De Marchi

Outros Resumo_Material_Biologico.docx 16/05/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:10:43 | De Marchi

Outros Resumo_Material_Biologico.pdf 16/05/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:09:10 | De Marchi
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Outros Resposta_Pendencias.pdf 16/05/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:08:28 | De Marchi

Outros Resposta_Pendencias.doc 16/05/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:06:59 | De Marchi

Declaracéo de infra_estrutura.pdf 04/04/2019 |[Sandra Fabiana de Aceito

Instituicdo e 15:55:17 | Almeida

Infraestrutura

Outros Declaracoes_Comprometimento.pdf 28/03/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
16:35:20 | De Marchi

Outros Termos.pdf 28/03/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
16:31:18 | De Marchi

Outros Emenda_1_Dr_Pedro_De_Marchi.pdf 15/02/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
13:01:42 | De Marchi

Outros Emenda_1.docx 15/02/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito
11:46:00 | De Marchi

Projeto Detalhado / |Projeto_versao_2_alt.docx 15/02/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito

Brochura 11:45:16 | De Marchi

Investigador

Projeto Detalhado / | Projeto_versao_2.docx 14/02/2019 |Pedro Rafael Martins| Aceito

Brochura 17:19:30 | De Marchi

Investigador

Outros Carta_Resposta_Pendencias.pdf 21/05/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
16:00:31 De Marchi

Outros Carta_Resposta_Pendencias.docx 21/05/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:59:53 | De Marchi

Outros Ciencia_Estudo.pdf 09/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
15:19:18 | De Marchi

Projeto Detalhado / | Projeto_Cancer_Pulmao_NanoString.do| 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito

Brochura cX 17:31:52 | De Marchi

Investigador

Outros Responsabilidade_Pesquisador.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:14:25 | De Marchi

Outros Mabin.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:13:50 | De Marchi

Outros Pesquisador_Externo.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:13:03 | De Marchi

Outros Coletanea_Cartas_Doutorado.docx 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:12:46 | De Marchi

Outros Financiamento.pdf 02/04/2018 |Pedro Rafael Martins| Aceito
17:12:18 | De Marchi

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Endereco: Rua Professor Antdnio Prudente, 211

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail:

cep_hcancer@accamargo.org.br

Pagin

a 03 de 04




146

A.C.Camargo FUNDACAO ANTONIO
Cancer Center  PRUDENTE - A.C. CAMARGO W““‘
CANCER CENTER

Continuagao do Parecer: 3.401.413

SAO PAULO, 19 de Junho de 2019

Assinado por:
Sandra Caires Serrano

(Coordenador(a))
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