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RESUMO 
 

Marchi P. Eficácia dos inibidores de checkpoints imunológicos no tratamento do câncer de 

pulmão de células não pequenas (CPCNP) e o papel da expressão gênica e outros 

biomarcadores como preditores de resposta. TESE (Doutorado). Barretos: Hospital de 

Câncer de Barretos; 2021. 

 
RACIONAL: Os inibidores de checkpoint imunológicos têm revolucionado o tratamento do 

CPCNP. No entanto, apenas uma parcela de pacientes se beneficia desse tipo de tratamento 

e o único biomarcador utilizado na prática clínica (expressão de PD-L1) é falho na seleção de 

pacientes. O desenvolvimento de novos biomarcadores ou a combinação de biomarcadores 

pode ser útil na potencialização dos resultados e redução dos custos. Ademais pouco se tem 

em relação a dados de mundo real de pacientes brasileiros com CPCNP tratados com 

imunoterapia. OBJETIVOS: Avaliar os desfechos clínicos de pacientes com CPCNP tratados 

com ICIs no Brasil e associá-los com expressão de PD-L1, instabilidade de microssatélite 

(MSI), infiltrado inflamatório tumoral, diferentes perfis de expressão gênica, e com a 

combinação desses biomarcadores. MATERIAIS E MÉTODOS: Trata-se de um estudo de 

coorte retrospectivo que incluiu pacientes com CPCNP avançado que iniciaram tratamento 

paliativo com ICIs no Hospital de Câncer de Barretos (HCB) ou no A.C. Camargo Cancer 

Center (ACCCC) até 31/05/2020 e que apresentavam pelo menos uma avaliação radiológica 

de resposta. Amostras de parafina armazenadas foram utilizadas para as análises dos 

biomarcadores. Expressão de PD-L1 foi avaliada através de imunoistoquímica (anticorpo 

22C3, utilizando TPS – tumor proportion score e CPS – combined positive score) por dois 

patologistas experientes e através de expressão de CD274; instabilidade de microssatélite 

através de PCR (polymerase chain reaction); infiltrado tumoral inflamatório através de 

imunoistoquímica (CD8+, CD25+ e CD68+); e perfis de expressão gênica através do painel 

PanCancer IO 360 da plataforma NanoString que é composto por 770 genes relacionados à 

resposta imune. RESULTADOS: Foram incluídos 135 pacientes, sendo 100 do HCB e 35 do 

ACCCC. A idade mediana ao diagnóstico foi de 61 anos. A maioria dos pacientes era do sexo 

masculino (57,8%), ECOG-PS 0-1 (88,7%) e tinha histórico de tabagismo (83,6%). A maioria 

dos tumores eram estádio clínico IV (91,9%) e adenocarcinomas (65,1%). Como tratamento, 

40,7% receberam imunoterapia paliativa em primeira linha, sendo nivolumabe o 

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



tratados com combinação de imunoterapia e quimioterapia (64,8%). A mediana de 

sobrevida pós-início da imunoterapia (sobrevida pós-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 progressão foi de 5,5 meses. 56 pacientes foram incluídos na 

análise de expressão de PD-L1 por imunoistoquímica. O coeficiente Kappa referente à 

adequação da amostra para a leitura de expressão de PD-L1 foi de 0,82 (95%CI;0.67-0.97). 

Houve alta concordância 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 

avaliação de MSI foi realizada em 79 pacientes e nenhum apresentou alteração. Esta análise 

foi estendida a uma coorte adicional de casos do HCB totalizando 526 pacientes, sendo 

apenas um tumor (0,19%) classificado como tendo alta frequência de instabilidade de 

microssatélite (MSI-H), o que limitou as análises de associação com desfechos clínicos. O 

infiltrado tumoral inflamatório foi avaliado em 51 pacientes. As medianas do número de 

células por mm2 foram 37 (CD8+), 15 (CD25+) e 51 (CD68+). Não houve associação entre 

concentração de nenhuma das três populações celulares e SPI. Também não houve 

associação com o somatório de células CD8+ e CD68+ ou com o escore [(CD8+ + 

CD68+)/CD25+]. Após vários filtros de qualidade, 66 pacientes foram incluídos na análise de 

expressão gênica. 14 diferentes assinaturas já 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 – LungTS). 

Pacientes com baixo escore de LungTS apresentaram maior sobrevida pós-imunoterapia, 

(medianas de 36,0 versus 15,5 meses, p<0,001), maior sobrevida livre de progressão 

(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 população independente composta 

por 39 pacientes espanhóis portadores de CPCNP tratados com inibidores de checkpoint 

imunológicos, validando o seu papel preditivo. A análise combinada de expressão de PD-L1 e 

o escore LungTS foi capaz de discriminar duas populações distintas em relação à sobrevida 

pós-imunoterapia dentre pacientes PD-L1 positivos. CONCLUSÕES: Os resultados clínicos 

apresentados por essa coorte são semelhantes ao observado na literatura, com sobrevida 

prolongada em relação aos dados históricos de tratamento com quimioterapia. MSI-H se 



mostrou raro na população com CPCNP não sendo útil para seleção de pacientes. Infiltrado 

tumoral inflamatório não foi capaz de discriminar melhores candidatos à imunoterapia. 

Quatorze assinaturas genéticas já conhecidas foram relacionadas à sobrevida e uma nova 

assinatura foi identificada (LungTS). Pacientes com baixo LungTS apresentaram melhores 

desfecho clínicos e, em combinação com expressão de PD-L1, foi possível discriminar duas 

populações distintas em relação à SPI dentre os pacientes PD-L1 positivos. Novos estudos 

com essa assinatura são desejados. 
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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 Câncer de Barretos; 2021. 

 

BRACKGROUND: Immune checkpoint inhibitors (ICIs) 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 ICIs 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 ICIs 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 IO 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%CI;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 mm2 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 ICIs, 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 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de pulmão 

 No mundo, são diagnosticados cerca de 18,1 milhões de novos casos de câncer 

anualmente, excluídos os casos de câncer de pele não melanoma. Destes, 2,2 milhões são 

câncer de pulmão, sendo o segundo câncer mais incidente no mundo1. A variação 

internacional nas taxas e tendências do câncer de pulmão reflete em grande parte a 

realidade da epidemia do tabaco em cada região, e devido à sua alta letalidade (a proporção 

global mortalidade/incidência é de 0,87), os padrões de mortalidade são semelhantes aos de 

incidência2. O câncer de pulmão é a causa mais comum de morte por câncer, sendo 

responsável por quase uma em cada cinco mortes (1,8 milhão de mortes, 18% do total)1. 

 Para o Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estima, para cada ano do triênio 

2020-2022, 17.760 casos novos de câncer de pulmão em homens (terceiro mais incidente) e 

12.440 em mulheres (quarto mais incidente)3. 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 câncer de pulmão no país aumentou de 

10,6 para 31,1 mortes por 100.000 homens, e de 3,0 para 5,4 mortes por 100.000 mulheres4. 

 Historicamente, de acordo com padrões histológicos, o câncer de pulmão é 

classificado em dois grandes grupos: o câncer de pulmão de células não-pequenas (CPCNP), 

que corresponde a 85% dos casos; e o câncer de pulmão de células pequenas (CPCP), que 

corresponde a 15% do total5, 6. O CPCNP é subdividido em adenocarcinoma, carcinoma 

escamoso e o carcinoma de grandes células, além de variantes menos comuns (carcinoma 

adenoescamoso, adenoide cístico, etc.)7.  

 O subtipo mais comum de câncer de pulmão é o adenocarcinoma, compreendendo 

cerca de 40% de todos os casos7. Tem origem a partir das células alveolares tipo II, que 

secretam surfactante e outras substâncias5, 6. Ele tende a ocorrer na periferia dos pulmões, o 

que pode se dever à presença dos filtros nos cigarros de papel, que previne a inalação de 

partículas grandes e leva a uma inalação mais profunda da fumaça do cigarro6, 8, 9. 

Comparado a outros tipos de câncer de pulmão, o adenocarcinoma tende a crescer mais 

devagar e é o tipo histológico mais frequente entre os tumores diagnosticados em estádios 

iniciais6. O carcinoma de células escamosas compreende 25-30% de todos os casos de câncer 
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de pulmão7. Tem origem a partir das células basais do epitélio das vias aéreas e está 

fortemente relacionado com o tabagismo10. Já o carcinoma de grandes células corresponde 

a 5-10% dos casos, sendo um diagnóstico de exclusão (ausência de morfologia ou 

imunofenótipo característico de carcinoma epidermóide, adenocarcinoma ou carcinoma 

neuroendócrino)7. Mais frequentemente se localiza em regiões centrais dos pulmões e está 

fortemente relacionado a altas cargas tabágicas6, 11. 

 Quanto ao estadiamento a maioria dos casos de câncer de pulmão apresenta-se em 

estádios avançados ao diagnóstico, sendo que 55% já são metastáticos. Neste contexto, os 

pacientes são tratados em caráter paliativo, sendo a expectativa de sobrevida em 5 anos em 

torno de apenas 5%12. 

 O tratamento da doença metastática vem evoluindo significativamente ao longo dos 

últimos anos. Apenas na década de 1990 houve comprovação do benefício da quimioterapia 

em relação à sobrevida global. Duas meta-análises demonstraram aumento relativo de cerca 

de 10% em 1 ano para aqueles pacientes tratado com quimioterapia13, 14. A partir de então 

vários estudos compararam diferentes esquemas de quimioterapia com intenção de definir 

o padrão de tratamento em primeira linha. Em 2002, foram publicados os resultados de um 

ensaio clínico de fase III do grupo ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), que 

estabeleceu os esquemas de quimioterapia de terceira geração baseados em platina (platina 

com taxano ou platina com gencitabina) como terapias padrões, não havendo diferença 

entre eles em relação à sobrevida global.15 

 Em 2006, pela primeira vez, foi observada sobrevida mediana maior que 1 ano, com a 

adição de bevacizumabe (anti-VEGFA), primeiro anticorpo monoclonal aprovado para o 

tratamento de câncer de pulmão à quimioterapia em pacientes com histologia não 

escamosa.16 Pemetrexede, um agente anti-folato, foi o último agente citotóxico aprovado no 

Brasil, em combinação com platina, após um estudo de fase III de não inferioridade 

demonstrar similar eficácia e menor toxicidade quando comparado ao esquema com 

cisplatina e gencitabina. Dentre os pacientes com histologia não-escamosa houve ainda 

ganho de sobrevida a favor do esquema de pemetrexede combinado a um sal platina, 

tornando-se um padrão de tratamento para essa histologia17. 

 Atualmente, a classificação histológica não é mais suficiente para se traçar um plano 

terapêutico, principalmente para aqueles pacientes com doença avançada (tratamento 

sistêmico paliativo). Com o advento da medicina personalizada faz-se necessário também 
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uma classificação molecular que tem por intenção identificar mutações relacionadas à 

oncogênese para as quais há terapias-alvo disponíveis. O perfil molecular é variável 

conforme a histologia (Figura 1), havendo terapias-alvo já estabelecidas e aprovadas em 

diferentes agências regulatórias para pacientes com mutações 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)18, 19. 

 

 

Figura 1 - Subtipos histológicos e moleculares do câncer de pulmão de células não pequenas 

(CPCNP). SqCC: carcinoma de células escamosas; AdC: adenocarcinoma.20 

 

 O estudo IPASS foi um estudo asiático de fase III, de não inferioridade que comparou 

gefitinibe (inibidor de tirosina quinase anti-EGFR – epidermal growth factor receptor) à 

carboplatina + paclitaxel em primeira linha de tratamento em população selecionada de 

acordo com características clínicas (não tabagistas ou tabagistas leves – até 100 cigarros ao 
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longo da vida). Foram randomizados 1.217 pacientes, sendo um estudo positivo - gefitinibe 

se mostrou não inferior à quimioterapia em relação à sobrevida livre de progressão (hazard 

ratio 0,74; 95% CI, 0,65 - 0.85; P<0,001), desfecho primário do estudo. Esse estudo marca o 

início da era da terapia-alvo no tratamento do câncer de pulmão, não pelo resultado de seu 

desfecho primário, mas sim pela análise pré-planejada de pacientes portadores de mutações 

no gene EGFR (deleções no éxon 19 ou a mutação pontual L858R no éxon 21). Do total, 437 

pacientes foram testados, sendo que 261 (59,7%) eram portadores de tumores com 

mutações ativadoras no gene EGFR. Neste subgrupo a sobrevida livre de progressão (SLP) foi 

significativamente maior nos pacientes que receberam gefitinibe (hazard ratio 0,48; 95% CI, 

0,36 – 0,64; P<0,001), enquanto no subgrupo de 176 pacientes com tumores sem mutação, a 

SLP foi significativamente maior para aqueles que receberam quimioterapia com 

carboplatina + paclitaxel (hazard ratio 2,85; 95% CI, 2,05 to 3,98; P<0,001). Nos anos a 

seguir, outros agentes anti-EGFR de primeira21 e segunda22-24 geração também se mostraram 

mais eficazes do que quimioterapia no tratamento da doença. 

 Apesar da terapia com inibidores de tirosina-quinase (TKI – tirosine kinase inhibitor) 

anti-EGFR de primeira e segunda geração ter demonstrado altas taxas de resposta e 

aumento de SLP em comparação com quimioterapia baseada em platina, o desenvolvimento 

de resistência é inevitável, limitando a mediana de SLP a cerca de 10-13 meses25. Existem 

vários mecanismos de resistência já identificados sendo o principal o desenvolvimento da 

mutação p.T790M no éxon 20 do gene EGFR - responsável por 50-60% dos casos26. Em 

fevereiro de 2017 foram publicados os resultados do estudo AURA 327 que comparou 

osimertinibe (TKI anti-EGFR de terceira geração) à 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% CI, 

0,23 – 0,41; P<0,001) além de ter demonstrado maior taxa de resposta (71% versus 31%; OR 

5,39; 95% CI, 3,47 – 8,48; P<0,001). Tais resultados estabeleceram osimertinibe como o novo 

padrão de tratamento em pacientes com tumores EGFR p.T790M positivos. Para a maioria 

dos casos EGFR p.T790M negativos a única opção é a quimioterapia. Mais recentemente, o 

osimertinibe se tornou o padrão de tratamento em primeira linha após o ensaio clínico de 

fase III FLAURA demonstrar ganho de sobrevida quando comparado a inibidores de primeira 

geração (sobrevida global mediana 38,6 meses versus 31,8 meses; HR 0,80; 95,05% CI, 0,64 

to 1,00; P=0,046)28. 
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 Outro avanço de suma importância foi o desenvolvimento dos TKIs anti-ALK 

(anaplastic lymphoma kinase). O primeiro deles foi o crizotinibe que foi comparado em 

primeira linha com quimioterapia à base de platina em um ensaio clínico de fase III 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 braço 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)29. Inibidores ALK de nova geração, nos anos a seguir, mostraram-se eficazes 

após falha ao crizotinibe (ceritinibe30, alectinibe31, brigatinibe32 e ensartinibe33), sendo a 

maioria inclusive melhores que crizotinibe em primeira linha de tratamento (alectinibe34-36, 

brigatinibe37, ensartinibe38 e lorlatinibe39). Embora ainda não esteja claro qual a melhor 

sequência de tratamento para os tumores com rearranjo de ALK, pacientes que recebem 

pelo menos 2 linhas de terapia anti-ALK apresentam as maiores sobrevidas já vistas em 

câncer de pulmão metastático, superando 49 meses (mediana ainda não alcançada)40, 41. 

 Os demais alvos (ROS1, BRAF, MET, RET, NTRK) para os quais já há aprovações 

terapêuticas por alguma agência regulatória são pouco frequentes, o que limita a realização 

de ensaios clínicos randomizados de fase III. Assim, essas aprovações foram baseadas em 

estudos menores que envolveram ou não outros tumores sólidos com alterações 

moleculares em comum42-50. O advento dessas drogas-alvo é o principal responsável pelo 

aumento de sobrevida observado em CPCNP nos Estados Unidos da América (EUA). A 

sobrevida câncer-específica em 2 anos do CPCNP aumentou de 26% entre os homens 

diagnosticados em 2001 para 35% entre aqueles diagnosticados em 2014. Padrões 

semelhantes foram encontrados entre mulheres51.   

 O ano de 2015 marca o início de uma nova era terapêutica para o CPCNP que veio 

juntar-se à terapia-alvo. A imunoterapia, representada pelos inibidores de checkpoints 

imunológicos, vem alcançando importantes resultados e revolucionando o tratamento tanto 

de pacientes com doença avançada quanto, mais recentemente, de pacientes com 

estadiamento mais precoce (estádio III irressecável) com será discutido a seguir. 
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1.2 Uma breve história da imunoterapia no tratamento do câncer 

 

1.2.1 O começo 

 Em 1891, um jovem cirurgião chamado William Bradley Coley, hoje conhecido 

como “pai da imunoterapia”, assombrado pela morte de uma de suas primeiras pacientes 

por um sarcoma metastático, iniciou sua pesquisa em busca de potenciais curas para o 

câncer. Coley encontrou 47 relatos de casos de pacientes com câncer que pareciam ter 

alcançado remissão espontâneas após seus portadores desenvolverem uma doença 

infecciosa. O que chamou mais a atenção de Coley foi a relação entre erisipela, uma infecção 

de pele causada por estreptococos, e remissões de sarcomas de tecidos moles. Sua pesquisa 

também encontrou relatos anedóticos de cirurgiões do século XVIII que descreveram taxas 

de cura oncológica superiores a 80% entre pacientes que foram amputados, desenvolveram 

algum tipo de infecção e sobreviveram a ela.52 

 Quando Coley começou a injetar Streptococcus pyogenes (causador da erisipela) 

em seus pacientes com câncer, ele encontrou algumas dificuldades. Inexplicavelmente era 

muito difícil induzir erisipela na maioria dos pacientes, e quando a infecção se instalava era 

muito difícil curar os pacientes da doença estreptocócica invasiva.52 

 Em 1893, após 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 combinação de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas possuía uma ampla gama de propriedades imunoestimuladoras, o que permitiu 

que Coley obtivesse respostas como remissões completas duráveis em vários tipos de 

neoplasias malignas como sarcomas, linfomas e carcinomas testiculares. Apesar de algum 

sucesso, a falta de um mecanismo de ação conhecido para as "toxinas de Coley" e os riscos 

de se infectar deliberadamente pacientes com câncer, fizeram com que os oncologistas 

adotassem a cirurgia e a radioterapia como tratamentos padrões no início do século XX52. 

  

1.2.2 A hipótese da imunovigilância do câncer 

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

imunológico poderia impedir o desenvolvimento de carcinomas. No entanto, a ideia de 
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controle imune de doença neoplásica não foi valorizada até que houvesse maturação do 

campo em desenvolvimento da imunologia, em meados do século XX.53 Na década de 1950, 

o trabalho de Peter B. Medawar esclareceu o papel crítico dos componentes celulares da 

imunidade na mediação da rejeição do aloenxerto54. Este trabalho levantava dúvidas em 

relação à existência de antígenos tumorais. Especificamente, embora houvesse aceitação de 

que a resposta imune era capaz de reconhecer e destruir tumores transplantados em 

camundongos, logo ficou claro que o mecanismo subjacente era uma rejeição de aloenxerto 

em vez de rejeição específica do tumor.  

 Posteriormente, utilizando-se ratos endogâmicos pôde-se demonstrar que os 

tumores eram imunologicamente distintos das células normais. A demonstração de que 

camundongos poderiam ser imunizados contra transplantes de tumores singênicos 

estabeleceu a existência de "antígenos específicos de tumores"53, 55, 56, pedra angular na 

hipótese da imunovigilância do câncer. Claramente não poderia haver imunovigilância 

tumoral se não houvesse estruturas distintas nas células tumorais que pudessem ser 

reconhecidas pelo sistema imunológico. Essas descobertas emergentes foram incorporadas 

à hipótese formal de "imunovigilância do câncer" proposta por Sir Frank Macfarlane Burnet 

e Lewis Thomas. Em 1957, Burnet declarou: “Não é inconcebível que pequenos acúmulos de 

células tumorais possam se desenvolver e que devido à posse de novas potencialidades 

antigênicas, provoquem uma reação imunológica efetiva com resultante regressão do tumor 

e nenhuma dica clínica de sua existência.”53, 57  

 Aproximadamente na mesma época, Thomas sugeriu que a função primária da 

imunidade celular não era de fato promover a rejeição do aloenxerto, mas sim proteger das 

doenças neoplásicas, mantendo assim a homeostase dos tecidos em organismos 

multicelulares complexos. Essas especulações formaram a estrutura evolutiva que resultou 

em um desenvolvimento do conceito de imunovigilância, que foi assim definido por Burnet: 

“Em animais grandes e longevos, como a maioria dos vertebrados de sangue quente, as 

mudanças genéticas hereditárias devem ser comuns em células somáticas e uma proporção 

dessas mudanças representará um passo em direção à malignidade. É 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 caráter imunológico.” 

 Tanto Burnet quanto Thomas especularam que os linfócitos atuavam como 

sentinelas no reconhecimento e eliminação de células imunologicamente estranhas ao 
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indivíduo53, 58. A hipótese da imunovigilância, no entanto, foi abandonada pouco depois 

devido à ausência de evidências experimentais que sustentassem o conceito e só 

recentemente foi retomada frente a novas evidências. 

 

1.2.3 BCG (Bacille Calmette-Guérin) intravesical 

 A estratégia de usar bactérias atenuadas para tratar neoplasias malignas ressurgiu 

em 1976 quando um ensaio clínico foi conduzido para testar o uso da vacina contra a 

tuberculose Bacille Calmette-Guérin (BCG), como meio de prevenir a recorrência de câncer 

de bexiga sem invasão muscular.59 O tratamento e a profilaxia do câncer superficial de 

bexiga vinha sendo tratado durante muitos anos com a instilação intravesical de agentes 

oncolíticos como tiotepa (trietilenefosforamida)60, epodyl (éter-trietilenoglicol-dimetil)61 e 

Yttrium-9062. A localização, a história natural dessas neoplasias e a fácil acessibilidade da 

bexiga tornavam práticas essas estratégias.59 

 A antigenicidade dos tumores de bexiga já havia sido demonstrada na década de 

7063, 64, sugerindo que a imunoterapia poderia ser útil na erradicação dos tumores não 

invasivos de bexiga. O sucesso do tratamento com BCG dependia de vários fatores: 

habilidade de se desenvolver resposta imune aos antígenos  micobacterianos, contato 

próximo entre o bacilo e o tumor, baixo volume tumoral e ausência de eventos adversos 

sistêmicos. Tumores não invasivos de bexiga pareceram ideais para se testar essa 

estratégia59. Em 1976 foi publicado o primeiro estudo clínico avaliando BCG intravesical em 

portadores de câncer de bexiga totalmente ou parcialmente ressecado59. Desde então vários 

outros estudos foram realizados, sendo a BCG intravesical utilizada até os dias atuais. Sua 

eficácia é comprovada por quatro metanálises65-68, o que suporta sua indicação como 

profilaxia de recorrência tumoral nos principais guidelines de tratamento do câncer de 

bexiga69. Esse sucesso deixou claro o potencial efeito terapêutico de agente imunoterápicos 

e a necessidade de se aprofundar os conhecimentos na área. 

  

1.2.4 Citocinas 

 Citocina é uma designação genérica de certas substâncias produzidas por células do 

sistema imune e que apresentam função imunorregulatória. A definição de uma citocina 

como um fator solúvel produzido por uma célula e com atuação em outra célula, para 
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provocar uma mudança na função da célula-alvo, foi baseada no sistema endócrino. De certa 

forma, pode-se considerar as citocinas como os "hormônios" das respostas imunes e 

inflamatórias. No entanto, existem algumas propriedades das citocinas que escapam a esta 

definição. Por exemplo, os hormônios são o principal produto de um tecido ou célula 

específica, enquanto as citocinas são produtos da maioria das células. Mais importante 

ainda, em uma base molar, as citocinas são muito mais potentes que os hormônios70. 

 Hoje, o termo "citocina" abrange os interferons, as interleucinas, as quimiocinas, os 

fatores de crescimento mesenquimais, a família dos fatores de necrose tumoral e as 

adipocinas. Dentre esses, o interferon (IFN) e a interleucina-2 (IL-2) são utilizados como 

imunoterapia contra o câncer70. 

 

1.2.5 Interferon (IFN) 

 Na década de 1950, Isaacs e Lindenmann estudavam a “interferência viral”, que se 

refere à inibição do crescimento do vírus causada pela exposição prévia das células a um 

vírus ativo ou a um vírus inativado pelo calor. Seus experimentos revelaram que essa 

interferência era mediada por uma proteína liberada pelas células previamente expostas ao 

vírus. Seus resultados foram publicados em 1957, nomeando como “interferon” o fator 

antiviral que tinham descoberto71. 

 Na década de 1970, e pela primeira vez, o interferon pôde ser isolado a partir do 

buffy coat de sangue centrifugado, e permitiu a realização dos primeiros ensaios clínicos 

como terapia adjuvante para osteossarcoma.72 São vários os mecanismos de ação 

responsáveis pela atividade anticancerígena do interferon: indução de enzimas que resultam 

em efeito citostático, estimulação de células natural killer (NK), estímulo à expressão do 

receptor Fc e de antígeno tumoral, estímulo à diferenciação e atividade das células imunes 

do hospedeiro, e imunomodulação de células T e células dendríticas.72, 73 

 Embora o uso dos interferons em oncologia tenha diminuído bastante nos últimos 

anos, podem ainda ser utilizados no tratamento de alguns tumores como melanoma 

maligno, câncer de rim, sarcoma de Kaposi, além de algumas desordens 

mieloproliferativas.74  
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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 óssea 

humana foram cultivadas em meio condicionado obtido a partir de linfócitos estimulados 

com fito-hemaglutinina.75 No entanto, o fator de crescimento das células T, interleucina-2 

(IL-2), só foi isolado em 1979, a partir de células de ratos, e, em 1980, a partir de células 

humanas.76 

 A utilização de IL-2 como agente imunoterápico mostrou-se eficaz quando 

administrada a doentes com neoplasias metastáticas, através do aumento da produção de 

células T. O FDA aprovou o uso deste agente imunoterápico em pacientes com câncer de rim 

em 1991 e para melanoma em 1998.77 No entanto, nos últimos anos vem caindo em desuso 

devido ao advento dos inibidores de checkpoints imunológicos - imunoterápicos mais 

modernos, mais eficazes e com menos efeitos adversos. 

 

1.2.7 Anticorpos monoclonais 

 “É possível hibridizar células produtoras de anticorpos de origens diversas. Esses 

híbridos podem ser cultivados in vitro, em grandes quantidades e fornecer anticorpos 

específicos, o que poderia ter importância na medicina e na indústria” (Köhler & Milstein, 

1975).78, 79 

 No ano de 1975, os médicos imunologistas Georges Jean Franz Köhler (alemão) e 

César Milstein (argentino) desenvolveram uma técnica de fusão entre linfócitos B 

imunizados e células de mieloma. O produto dessa fusão foi nomeado “hibridoma” e 

permitiu a produção específica de um anticorpo específico (anticorpo monoclonal) desejado 

em grandes quantidades. Tal desenvolvimento valeu a eles o prêmio Nobel de Medicina de 

198479. A preparação de hibridomas constitui um marco na imunoquímica pois permitiu a 

substituição dos anticorpos policlonais por monoclonais e contribuiu para uma melhor 

compreensão de diversos processos imunes, o que viabilizou a manipulação in vitro de 

anticorpos79. 

 O desenvolvimento de anticorpos monoclonais com especificidade definida e 

disponibilidade ilimitada, reviveu o interesse da comunidade científica na sua aplicação 

como forma de terapia contra o câncer. Pesquisas sobre terapias baseadas em anticorpos 
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levaram ao desenvolvimento do rituximabe, que se liga ao CD20 na superfície das células B, 

permitindo sua eliminação por células NK. Em 1997, o FDA aprovou o rituximabe como 

primeiro anticorpo monoclonal para o tratamento de um câncer, o linfoma não-Hodgkin de 

células B.77-79 

 Hoje em dia, existem dezenas de anticorpos monoclonais aprovados para 

tratamento contra do câncer, nas mais diferentes agências regulatórias e para inúmeras 

indicações. Entre eles, os inibidores de checkpoints imunológicos.   

 

1.2.8 Vacinas terapêuticas 

 Diferente das vacinas tradicionais, que são administradas a indivíduos saudáveis, as 

vacinas terapêuticas para o câncer são administradas com intenção de erradicar as células 

cancerosas através da ativação do sistema imune do paciente80. Os vários mecanismos 

imunes ativados pela vacinação terapêutica, em teoria, atacam e destroem especificamente 

as células cancerosas poupando as células normais. Assim, as vacinas terapêuticas contra o 

câncer, em princípio, podem ser utilizadas para inibir o crescimento adicional de tumores 

avançados ou recidivados refratários a terapias convencionais, como cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia.81 

 Com base no seu formato e conteúdo, as vacinas terapêuticas podem ser 

classificadas em diferentes categorias: vacinas celulares (células tumorais ou imunes), 

vacinas proteicas e vacinas genéticas (DNA, RNA e vírus). As vacinas tumorais autólogas 

(preparadas usando células tumorais derivadas do paciente) foram as primeiras a serem 

testadas82. Nessa técnica, células tumorais do indivíduo são irradiadas, combinadas a um 

adjuvante imunoestimulador (por exemplo, BCG) e administradas ao próprio paciente.83-86 

Foram testadas em vários tipos de câncer, incluindo câncer de pulmão86-88, câncer 

colorretal84, 89-91, melanoma92-94, câncer de rim95-97 e câncer de próstata.83 Uma vantagem 

importante de vacinas de células tumorais é o seu potencial para apresentar todo o espectro 

de antígenos do tumor ao sistema imunológico do paciente. No entanto, a preparação de 

vacinas de células tumorais autólogas requer grande quantidade de amostra tumoral, o que 

limita sua utilização.81 

 Apesar dos consideráveis esforços para se desenvolver essas vacinas, os resultados 

têm sido desencorajadores há décadas. Apenas recentemente, com os avanços na 
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imunologia, pôde-se comprovar clinicamente o conceito da vacina terapêutica contra o 

câncer. Sipuleucel-T, uma vacina baseada em células dendríticas, foi a primeira vacina 

terapêutica a demonstrar aumento de sobrevida em pacientes com câncer de próstata 

hormônio refratário, sendo a única vacina aprovada pelo FDA81, 98, 99. 

  

1.2.9 Inibidores de checkpoints imunológicos (ICIs) 

 Os inibidores de checkpoint imunológicos têm como alvo proteínas de superfície 

encontradas em vários tipos de células, incluindo células imunes e tumorais. Essas proteínas 

estão relacionadas a uma infinidade de vias de sinalização inibitórias do sistema imune que 

são fundamentais para manter a auto-tolerância, ou seja, prevenir autoimunidade. Para isso, 

modulam a duração e a amplitude das respostas fisiológicas imunes nos tecidos imunes 

centrais e periféricos, a fim de minimizar danos colaterais. Está claro hoje em dia que os 

tumores são capazes de utilizar essas vias como mecanismo de escape ao sistema imune. 

Considerando-se que muitos dos checkpoints imunes são ativados a partir da interação entre 

um ligante e um receptor, eles podem ser facilmente bloqueados por anticorpos ou 

modulados por formas recombinantes de ligantes ou receptores.100  

 Dentre os imunoterápicos antineoplásicos, os inibidores de checkpoints 

imunológicos (ICIs) são, no momento, os mais eficazes e vêm revolucionando o tratamento 

do câncer desde a primeira aprovação em 2011 do ipilimumabe, um anticorpo anti- (CTLA-4, 

que promoveu aumento de sobrevida de pacientes com melanoma metastático previamente 

tratados101. O tratamento com essas drogas envolve, atualmente, a utilização de anticorpos 

contra o antígeno 4 de linfócitos T citotóxicos (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 - CTLA-4), 

contra a proteína de morte celular programada 1 (Programmed Death 1 - PD-1) ou seu 

ligante (Programmed Death Ligand 1 - PD-L1). Embora ambas as vias de sinalização, a partir 

da ativação CTLA-4 e PD-(L)1, levem à inibição do linfócito, há uma série de diferenças entre 

elas - Tabela 1.  
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Tabela 1 - Principais diferenças entre as vias de sinalização a partir da ativação CTLA4 e PD-
(L)1 

CTLA4 PD-(L1) 

• Modula expansão a ativação de células 
T durante fase precoce de ativação das 
células T100  

• Modula funções das células T no tecido 
periférico para suprimir resposta auto-
imune100  

• Ativação ocorre na fase inicial de 
resposta das células T através da 
associação com ligantes das células 
apresentadoras de antígeno dentro dos 
linfonodos102 

• Ativação ocorre na fase efetora de 
resposta das células T através da 
associação com ligantes das células 
tumorais ou do microambiente tumoral 
no tecido periférico100,  102  

• Inibe ativação AKT mas não interfere 
na atividade de PI3K3103 

• Inibe atividade PI3K e diminui 
atividade de Akt103 

• Expresso nas células T100 • Exprresso em várias células, do sistema 
imune ou não, incluindo células T 102  

• Dois ligantes (B7-1; B7-2)100  • Dois ligantes (PD-L1; PD-L2)100  

• Ligantes encontrados nas células 
apresentadoras de antígenos, incluindo 
células dendríticas, macrófagos, e 
células B ativadas104 

• Ligantes encontrados no tumor, nas 
células imunes, e tecido normal em 
menor proporção102  

 

 Com a inibição de vias inibitórias esses fármacos modulam a interação entre células 

apresentadoras de antígenos e linfócitos T (nos órgãos linfoides secundários e estruturas 

linfoides terciárias), e células tumorais ou células do microambiente tumoral com linfócitos T 

(no microambiente tumoral), restaurando a função dos linfócitos T que se encontram em 

estado de exaustão (Figura 2)105. 

  

 



14 
 

 

Figura 2 – Mecanismo de ação das drogas anti-CTLA4 e anti-PD-(L)1. À esquerda da figura 
nota-se o bloqueio com anti-CTLA4 inibindo a interação entre a célula dendrítica e a célula T, 
dentro do linfonodo. À direita da figura nota-se o bloqueio com anti-PD-(L)1 inibindo a 
interação 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.106  

   

1.3 Inibidores de checkpoints imunológicos (ICI) no tratamento do câncer de pulmão 

avançado 

  

1.3.1 ICI como segunda linha de tratamento 

 O ano de 2015 marca o início da era da imunoterapia no tratamento do câncer de 

pulmão com a publicação dos resultados de dois ensaios clínicos de fase III demonstrando 

superioridade do nivolumabe (anticorpo monoclonal anti-PD-1) em relação à quimioterapia 

como segunda linha de tratamento. O primeiro estudo, CheckMate 017107, comparou 

nivolumabe versus docetaxel em portadores de carcinoma de células escamosas de pulmão, 

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 expressão de PD-L1 (TPS – tumor proportion score), não havendo clara associação com 

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

 O segundo estudo, CheckMate 057108, teve o mesmo desenho que o primeiro, no 

entanto incluiu portadores de CPCNP não-escamoso. A sobrevida global mediana foi de 12,2 

meses no braço de nivolumabe e 9,4 meses no braço de docetaxel (HR 0,73; IC95%, 0,59-

0,89; p=0,002). A taxa de resposta também foi melhor com nivolumabe 19% versus 8%. 

Quanto à expressão de PD-L1, apesar de não ter havido diferença em relação a sobrevida 

global no grupo de pacientes com PD-L1 <1%, observou-se maior benefício quanto maior sua 

expressão (PD-L1 ≥1%, HR 0,59; PD-L1 ≥5%, 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 benefício a favor do tratamento com nivolumabe: 13,4% versus 

2,6%109.   

 Pembrolizumabe foi o segundo anticorpo monoclonal anti-PD-1 a demonstrar 

aumento de sobrevida em segunda linha de tratamento em portadores de câncer de pulmão 

de células não-pequenas metastáticos. O estudo de fase II/III 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 incluídos apenas 

pacientes com tumores apresentando expressão de PD-L1≥1% (diferente dos estudos 

CheckMate que incluíram 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 hiperexpressão de PD-L1 (≥50%) o aumento de 

sobrevida foi ainda mais expressivo em relação à quimioterapia: pembrolizumabe 2mg/kg 

(mediana 14,9 versus 8,2 meses; HR 0,54; IC95%; 0,38–0,77; p=0,0002) e pembrolizumabe 

10mg/kg (17,3 versus 8,2 meses; HR 0,50; IC95%; 0,36–0,70; p<0,0001)110. A taxa de 

sobrevida em 5 anos foi de 15,6% versus 6,5% a favor de pembrolizumabe. Entre aqueles 

com expressão de PD-L1  ≥50% essa taxa foi de 25%111. 

 Atezolizumabe foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-PD-L1 a demonstrar 

aumento de sobrevida quando comparado à quimioterapia em segunda linha de tratamento 

em pacientes portadores de câncer de pulmão de células não-pequenas. O estudo de fase III 

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; IC95%, 0,62-0,87; p=0,0003). Embora para a análise de expressão 

de PD-L1 tenha sido utilizada metodologia distinta dos estudos anteriores (nesse estudo foi 

considerado o número tanto células tumorais quanto células inflamatórias por área de 

tumor) todos os subgrupos apresentaram maior sobrevida com atezolizumabe, inclusive o 

subgrupo com menor expressão de PD-L1112. A taxa de sobrevida em 4 anos foi de 15,5% 

com atezolizumabe e 8,5% com docetaxel113. 

 Tislelizumabe e sintilimabe (apenas carcinoma escamoso) são outros dois agentes 

anti-PD-1 que foram comparados a docetaxel em estudos de fase III e que também 

demonstraram ganho em sobrevida global. Ambos incluíram apenas pacientes asiáticos114, 

115. 

 

1.3.2 ICI como primeira linha de tratamento 

 

1.3.2.1 Tumores com alta expressão de PD-L1 

 Considerando as melhores taxas de respostas entre pacientes com alta expressão 

de PD-L1 nos estudos de segunda linha, pelo menos três estudos de fase III compararam ICI 

e quimioterapia em primeira linha de tratamento, especificamente nessa população e 

demonstraram ganho de sobrevida. 

 O estudo Keynote-024, selecionou pacientes com CPCNP, virgens de tratamento, 

sem mutações 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 quimioterapia116, 117. 

 Atezolizumabe foi comparado à quimioterapia em primeira linha no estudo 

IMPOWER 110 que selecionou pacientes com CPCNP PD-L1 positivos (≥1% em células 

tumorais ou células inflamatórias). Foram randomizados 572 pacientes. Para o desfecho 

primário de sobrevida global foi considerada apenas a população sem alteração genômica 

em EGFR ou ALK, sendo realizada uma análise hierárquica de acordo com a expressão de PD-

L1. Dentre os pacientes com alta expressão (PD-L1 ≥50% em células tumorais [TC3] ou ≥10% 
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em células inflamatórias [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 expressão de PD-L1 com o clone 22C3 (semelhante ao utilizado nos 

estudos com pembrolizumabe), a população 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)118. Recentemente foram apresentados os resultados da população com expressão de 

PD-L1 intermediária ou alta (≥5% em células tumorais ou inflamatórias), não havendo 

diferença estatística entre os braços (19,9 meses com atezolizumabe versus 16,1 meses com 

quimioterapia; HR, 0,87; IC95%; 0,66-1,14; p=0,3091)119. 

 Cemiplimabe é o terceiro anti-PD-1 em monoterapia a demonstrar ganho de 

sobrevida quando comparado à quimioterapia em primeira linha de tratamento. O estudo 

EMPOWER-Lung 1 recrutou pacientes tabagistas com CPCNP, e tinha como um dos objetivos 

co-primários a análise de sobrevida global nos pacientes com PD-L1 TPS ≥50%. O estudo 

demonstrou maior sobrevida com uso de cemiplimabe, mediana não alcançada versus 14,2 

meses com quimioterapia (HR 0,57; IC95%; 0,42-0,77; p=0,0002).120 

 

 

1.3.2.2 Tumores com expressão PD-L1 positiva 

 Dois estudos de fase III demonstraram ganho de sobrevida com imunoterapia em 

relação à quimioterapia para pacientes com CPCNP positivos para PD-L1 (TPS≥1%). O 

primeiro, Keynote-042, utilizou pembrolizumabe como braço experimental. Para o seu 

desfecho primário de sobrevida global foi observada mediada de 16,7 versus 12,1 meses (HR 

0,81; IC95%; 0,71-0,93; p=0,0018). Dentre os pacientes incluídos, 47% apresentavam PD-L1 

≥50%. Quando analisado o subgrupo de pacientes com PD-L1 entre 1-49% (expressão 

intermediária) não houve diferença estatística entre os braços do estudo, demonstrando 

que a diferença observada em toda a população foi puxada pelos alto expressores121. Apesar 

de haver, inclusive no Brasil, aprovação para o uso de pembrolizumabe nesses pacientes 

com expressão intermediária, na prática, tem sido considerada uma indicação de exceção.  

 O estudo CheckMate 227 usou como braço experimental a combinação de 

nivolumabe e ipilimumabe (anti-CTLA-4), sendo um dos desfechos co-primários a avaliação 

de sobrevida global em pacientes com tumores PD-L1 positivos. Houve ganho de sobrevida 
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global estatisticamente significativo a favor da combinação de imunoterapia, medianas de 

17,1 versus 14,9 meses (HR 0,79; IC 97,72%; 0,65-0,96; p=0,007)122. Esse foi o primeiro 

esquema combinado de dois imunoterápicos a demonstrar benefício de tratamento em 

primeira linha CPCNP. Recentemente aprovado pelo FDA ainda não está aprovado no Brasil. 

 

1.3.2.3 Tumores com expressão PD-L1 positiva ou negativa  

 Os estudos Keynote-189123 e Keynote-407124 utilizaram a estratégia de combinar 

quimioterapia a pembrolizumabe em pacientes com CPCNP e histologias não-escamosa e 

escamosa, respectivamente. Ambos os estudos utilizaram quimioterapia como tratamento 

no braço controle e demonstraram ganho de sobrevida independente da expressão de PD-L1 

a favor do braço experimental. Em análise de subgrupos, inclusive os pacientes com PD-L1 

<1% se beneficiaram da adição de pembrolizumabe ao esquema quimioterápico. Assim, 

quimioterapia combinada a pembrolizumabe encontra-se aprovada em diferentes países, 

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

 

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

mismatch repair (dMMR) 

 Pembrolizumabe também recebeu aprovação pela agência regulatória americana 

(FDA) para tratamento de qualquer tumor sólido irressecável ou metastático com alta 

instabilidade de microssatélite (MSI-H) ou deficiência mismatch repair (dMMR) que tenham 

falhado a pelo menos uma terapia prévia. A aprovação foi baseada em dados de 149 

pacientes com MSI-H ou dMMR incluídos em 5 ensaios clínicos de braço único. 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 

meses125. Esta indicação de pembrolizumabe não é aprovado no Brasil. 

 Novos estudos têm avaliado combinações de ICIs com quimioterapia, radioterapia, 

terapias-alvo e outros agentes imunoterápicos. Ainda há muita controvérsia em relação ao 

uso de ICIs em pacientes mutados (com alvos terapêuticos acionáveis), permanecendo até o 

momento as recomendações de tratamento inicial com inibidores específicos quando 

existentes. Há esforços contínuos para encontrar biomarcadores preditivos que permitam 

uma melhor seleção de pacientes para serem ou não tratados com imunoterapia. A 
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expressão de PD-L1 por imunoistoquímica (IHQ) e a carga mutacional do tumor (TMB – 

tumor mutation burden) são os biomarcadores mais estudados em ensaios clínicos. No 

entanto, ainda há necessidade de se melhorar a seleção dos pacientes e de se estabelecer as 

terapias, sequenciais ou concomitantes,  de combinação mais eficazes em diferentes 

cenários do CPCNP126. 

 

1.4 Biomarcadores preditivos de resposta aos ICI 

 Embora a imunoterapia moderna tenha revolucionado o tratamento do câncer de 

pulmão avançado, nem os pacientes se beneficiam do tratamento e alguns sofrem de 

imunotoxicidades significativas. Em teoria, qualquer órgão do corpo pode ser afetado por 

um evento adverso imunomediado após a terapia com ICI, embora dermatite, pneumonite, 

colite e endocrinopatias tendam a ser mais comuns. Diante disso, biomarcadores preditivos 

de resposta à terapia são essenciais. Expressão de PD-L1 demonstrou correlação com 

resposta aos ICIs sendo utilizado na prática clínica, principalmente para a seleção de 

candidatos à imunoterapia isolada em primeira linha de tratamento (PD-L1≥50%). No 

entanto existem limitações com este marcador127. 

 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 expressão gênica, bem como infiltrado linfocitário (TILs – Tumor Infiltrating 

Lymphocytes) no microambiente tumoral também parecem afetar a resposta à imunoterapia 

e estão sendo extensamente estudados127. 

 

1.4.1 Expressão de PD-L1 

 Apesar de diversos ensaios clínicos randomizados terem demonstrado correlação 

entre os níveis de expressão de PD-L1 com resposta e eficácia clínica aos ICIs, PD-L1 

permanece como um biomarcador controverso e vários problemas limitam sua utilidade: 

diferenças nas plataformas de teste, diferenças na definição das células a serem avaliadas, 

diferenças nos pontos de corte utilizados112, 116, além da heterogeneidade de expressão que 

pode ser encontrada no mesmo tumor128, 129. 

 Quanto às diferentes plataformas de teste, cada um dos atuais ICIs disponíveis na 

prática clínica utilizou um clone específico de PD-L1 nos estudos que levaram às suas 
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aprovações. Por exemplo, pembrolizumabe usou o clone 22C3, nivolumabe o clone 28-8, 

atezolizumabe o clone SP142 e durvalumabe o clone SP263. Apesar de três deles (22C3, 28-8 

e SP263) terem se mostrado intercambiáveis nos estudos Blueprint1130 e Blueprint2131, o 

clone SP142 se mostrou menos sensível, destoando dos demais. Além disso, nos estudos 

com atezolizumabe, onde esse clone foi utilizado, a expressão de PD-L1 foi considerada não 

apenas nas células tumorais como também em células inflamatórias112.  

 A questão dos diferentes cortes de PD-L1 está refletida na prática clínica onde tem-

se aprovado pembrolizumabe em primeira linha para pacientes com tumores com expressão 

de PD-L1≥50%, e em segunda linha para aqueles com PD-L1≥1%. Já nivolumabe e 

atezolizumabe estão aprovados em segunda linha independente da expressão de PD-L1, e 

atezolizumabe em primeira para tumores com alta expressão em células tumorais (TC3, PD-

L1≥50%) ou células imunes (IC3, PD-L1≥10%)127. Ademais, nem todos os pacientes com alta 

expressão de PD-L1 respondem à terapia, enquanto alguns pacientes com baixa ou nenhuma 

expressão de PD-L1 apresentam respostas duradouras. No estudo Keynote-024116, 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 população definida por 

seus altos níveis de expressão de PD-L1, uma proporção significativa de os pacientes não 

apresentam resposta à terapia. 

 Além disso, a expressão de PD-L1 é heterogênea, como demonstrado em estudo 

comparando expressão de PD-L1 no tumor primário e em amostras de lesões cerebrais 

metastáticas128. O valor preditivo de PD-L1 também pode ser dependente do subtipo 

histológico. Correlação entre expressão de PD-L1 e resposta aos ICIs pode ser mais relevante 

para adenocarcinoma do que para carcinoma de células escamosas. O estudo CheckMate 

057108 (adenocarcinomas; nivolumabe versus docetaxel em segunda linha) demonstrou 

melhores resultados em pacientes com tumores com alta expressão de PD-L1. Já no estudo 

CheckMate 017107 (carcinomas escamosos; nivolumabe versus docetaxel em segunda linha) 

a expressão tumoral de PD-L1 não foi nem prognóstica, 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 prática, é definido como o número total de mutações (incluindo substituições de 
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bases, inserções e deleções) numa extensão sequenciada do genoma tumoral. O teste 

considerado padrão ouro para análise de TMB é o exoma132. No entanto, o custo e o tempo 

de execução limitam a sua incorporação na prática clínica. Assim, mais recentemente, 

técnicas de NGS foram avaliadas como possíveis alternativas para o teste, sendo, algumas 

delas, como o ensaio FoundationOne CDx, validadas para inferência do TMB133. 

 O CPCNP está entre os tumores com as maiores cargas mutacionais. Um número 

alto de mutações somáticas tem um potencial de gerar uma maior quantidade de 

neoantígenos. Esses neoantígenos, quando apresentados ligados ao complexo de 

histocompatibilidade maior na superfície tumoral, refletem a imunogenicidade do tumor e 

teoricamente estão associados a um maior potencial efeito dos ICIs134. Esse conceito foi 

comprovado em estudo que correlacionou as taxas de resposta de diferentes tipos de câncer 

à terapia anti-PD(L)1, com o TMB desses tumores134. Ademais, estudos retrospectivos 

utilizando tanto exoma135 quanto NGS136 também demonstraram relação direta entre alta 

carga mutacional e melhores desfechos clínicos. No entanto, no que tange à definição de 

tumor com alto TMB, que poderia ser utilizado para seleção de pacientes candidato aos ICIs, 

ainda há muitas incertezas com variações importantes entre os diferentes tumores136. 

 Ensaios clínicos randomizados recentes, mais notavelmente o estudo CheckMate 

227, investigou a utilidade do TMB na predição de resposta à combinação de ipilimumabe 

com nivolumabe137. Embora o estudo tenha demonstrado ganho de sobrevida livre de 

progressão em pacientes com mais de 10 mutações por megabase (conforme 

FoundationOne CDx), independentemente da expressão de PD-L1 ou histologia, não houve 

diferença em termos de sobrevida global. Assim, o papel do TMB como biomarcador para 

imunoterapia em CPCNP permanece incerto e não tem sido utilizado na prática clínica para 

seleção de pacientes candidatos à imunoterapia138. TMB como um biomarcador tem ainda 

outras limitações como necessidade de tecido tumoral em maior quantidade e com 

qualidade pré-análitica, influência de variáveis experimentais bem como pipelines de 

bioinformática para quantificação do TMB, falta de harmonização entre as diferentes 

plataformas para quantificação de TMB a partir de painéis, falta de métodos para se 

converter as estimativas de TMB dentre os diferentes painéis, além da já citada provável 

falta de um cutoff universal132. 
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1.4.3 Infiltrado linfocitário (TIL – Tumor-Infiltrating Lymphocyte) 

 A extensão do infiltrado inflamatório no microambiente tumoral parece ter valor 

prognóstico. Estudos correlacionam altos níveis de infiltrado linfocitário com sobrevida em 

vários tipos de câncer, incluindo CPCNP139. 

 Alta densidade de TILs é considerada um reflexo de um melhor reconhecimento do 

tumor pelo sistema imune do indivíduo, sendo um dos critérios que caracterizam o fenótipo 

de tumor inflamado. Este fenótipo pode ser mais sensível aos ICIs e, portanto, tem sido 

estudado como um biomarcador preditivo127. 

 Estudo com 53 pacientes com CPCNP demonstrou associação entre resposta ao 

tratamento com atezolizumabe e a extensão da expressão de PDL1 em TILs (p=0,015), sem 

haver, no entanto, correlação com expressão de PD-L1 em células tumorais140. Novos 

estudos são necessários para se determinar a utilidade do TIL como um biomarcador 

preditivo de resposta aos ICIs. 

 

1.4.4 Assinaturas de expressão gênica (GEP – Gene Expression Profile) 

 O perfil de expressão gênica (GEP) é uma área ativa de pesquisa com estudos 

sugerindo potencial utilidade como um biomarcador preditivo de resposta aos ICIs127. 

Assinaturas de genes imunológicos, em particular aqueles associados à sinalização de IFN-γ e 

células-T ativadas podem ter valor preditivo e foram associados à resposta à imunoterapia 

em vários tipos de câncer141-143. 

 No estudo POPLAR, estudo de fase II de atezolizumabe no tratamento de segunda 

linha de CPCNP avançado, pacientes com tumores com alta expressão de células T efetoras e 

de IFN-γ, apresentaram maior sobrevida (HR 0,43, IC95% 0,24-0,77)144. No entanto, no 

estudo IMpower150, estudo de fase III de atezolizumabe combinado à quimioterapia e 

bevacizumabe no tratamento de primeira linha de CPCNP avançado, mesmo pacientes com 

tumores apresentando baixa expressão, apresentaram benefício em sobrevida livre de 

progressão no braço de imunoterapia (HR 0,76, IC95%, 0,60-0,96).145 

 A assinatura genética TIS (Tumor Inflamation Signature) é composta pela expressão 

diferencial de 18 genes. Seu valor preditivo de resposta aos ICIs foi avaliado em uma coorte 

prospectiva de 58 pacientes com diferentes tumores primários (38 cânceres de pulmão, 5 

melanomas, 10 carcinomas renais, 4 carcinomas uroteliais e 1 câncer de cólon). O escore TIS 
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foi significativamente associado à resposta à terapia anti-PD-1 em toda a coorte (OR 2,64; 

IC95%; 1,4-6,0; p=0,008), bem como na população 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; IC95%; 0,18-0,76; 

p=0,005) quanto na população com CPCNP (HR 0,36; IC95%; 0,14-0,90; p=0,02)146. 

 As assinaturas de expressão gênicas são uma promessa para a identificação de 

tumores imunogênicos mais propensos a se beneficiar de agentes imunoterápicos. Assim, 

mais estudo são necessários, bem como uma validação prospectiva dos achados. 

 Em suma, vários biomarcadores têm sido estudados com intenção de se selecionar 

pacientes com CPCNP melhores candidatos à imunoterapia. Apesar dos esforços apenas a 

expressão de PD-L1 avaliada exclusivamente em células tumorais tem sido utilizada na 

prática clínica. TMB apresenta limitações quanto a padronizações, custo e quantidade de 

material necessário para realizar o teste. Infiltrado linfocitário e GEP são potenciais 

biomarcadores promissores, mas carecem de estudos mais robustos e principalmente 

ensaios clínicos randomizados que comprovem seu papel preditivo de resposta à 

imunoterapia. Como alternativa ao uso isolado desses biomarcadores, a combinação deles 

poderia viabilizar uma seleção mais adequada dos pacientes. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 Os ICIs têm revolucionado o tratamento do câncer de pulmão. No entanto, apesar 

de terem aumentado a sobrevida de portadores dessa doença, muitos pacientes não se 

beneficiam do tratamento. Vários biomarcadores vêm sendo estudos, mas nenhum deles 

possui valor preditivo negativo adequado, o que limita sua utilização para adequada seleção 

de pacientes. Com exceção de pacientes mutados para os quais há terapias-alvo disponíveis, 

teoricamente todos os demais têm indicação de ICI na primeira linha de tratamento, em 

monoterapia ou combinados à quimioterapia.  

 Na prática clínica, apenas a expressão de PD-L1 tem sido utilizada como 

biomarcador preditivo de resposta. No entanto apenas 50% dos pacientes com alta 

expressão de PD-L1 (≥50%) respondem ao tratamento e mesmo os pacientes com PD-L1 <1% 

podem se beneficiar da imunoterapia. 

 Considerando-se que o câncer de pulmão é uma neoplasia agressiva e que esse 

tipo de tratamento é oneroso, faz-se necessário o desenvolvimento de um biomarcador, ou 

um conjunto de biomarcadores, que permita uma melhor seleção dos pacientes candidatos 

a essa terapia. O desenvolvimento de biomarcadores com valor preditivo negativo adequado 

resultaria numa diminuição dos custos com ICIs para os pacientes que não se beneficiarão 

deste tipo de tratamento. Ademais, pouco se tem em relação a dados de mundo real de 

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

 

3.1 Objetivo primário 

 Identificar um perfil de expressão gênica preditivo de resposta aos ICIs em 

portadores de CPCNP. 

 

3.2 Objetivos secundários 

1. Avaliar desfechos de sobrevida [global, livre de progressão (SLP) e pós-imunoterapia (SPI)] 

de pacientes tratado com anti-PD-(L)1 isolado ou em combinação; 

2. Avaliar a resposta ao tratamento de acordo com RECIST 1.1147; 

3. Avaliar desfechos de clínicos daqueles tratados com combinação de nivolumabe, 

ipilimumabe e quimioterapia; 

4. Avaliar desfechos de sobrevida e taxa de resposta daqueles tratados com 

pembrolizumabe no contexto de sistema público de saúde a partir de convênio estabelecido 

entre Hospital de Câncer de Barretos, MSD e governo do estado de São Paulo; 

5. Avaliar a expressão gênica de 770 genes associados à resposta imune nas amostras 

tumorais utilizando-se o painel PanCancer IO 360 da plataforma NanoString; 

6. Avaliar a expressão tumoral de PD-L1 por técnica de imunoistoquímica (IHQ) tanto por 

TPS (Tumor Proportion Score) quanto CPS (Combined Positive Score); 

7. Correlacionar a expressão de PD-L1 por IHQ com expressão do gene CD274 (PD-L1) 

encontrada no painel PanCancer IO 360; 

8. Avaliar infiltrado linfocitário tumoral por técnica de IHQ; 

9. Avaliar a presença de instabilidade de microssatélites (Microsatellite Instability – MSI) nos 

tumores; 

10. Correlacionar os diferentes perfis de expressão gênica identificados, com sobrevida livre 

de progressão, sobrevida global e resposta ao tratamento; 

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

(L)1. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Desenho do estudo 

 Trata-se de um estudo coorte retrospectivo, com coleta de dados em prontuário (ver 

item 4.4). Os testes moleculares foram realizados no Centro Pesquisa em Oncologia 

Molecular (CPOM) do Hospital de Câncer de Barretos (HCB), a partir de amostras tumorais 

parafinadas previamente coletadas e armazenadas. 

 

4.2 População do estudo 

 Portadores de CPCNP com doença avançada que iniciaram tratamento com terapia 

anti-PD-(L)1 até 31/05/2020 no Hospital de Câncer 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 à quimioterapia, anti-angiogênico ou anticorpo anti-CTLA-4.  

 

4.3 Critérios de elegibilidade 

 Ser portador de CPCNP avançado, com comprovação histológica; ter iniciado terapia 

anti-PD-(L)1, em monoterapia ou em combinação com quimioterapia, anti-angiogênico ou 

anticorpo anti-CTLA-4, no Hospital de Câncer de Barretos ou A.C. Camargo Cancer Center até 

31/05/2020; e ter pelo menos uma avaliação de resposta radiológica após início da 

imunoterapia. 

  

4.4 Coleta de dados 

 Foram coletados, a partir do prontuário médico, dados clínicos, patológicos e 

demográficos - a saber: iniciais do nome, RH, data de nascimento, comorbidades, status 

tabágico, data do diagnóstico de câncer de pulmão, estadiamento T, estadiamento N, 

estadiamento M, estadiamento agrupado, sítios de doença metastática, histologia tumoral, 

perfil molecular (exemplo: presença de alterações 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)147, nome do imunoterápico utilizado, data de inicio do primeiro tratamento 

paliativo, data de início do tratamento imunoterápico, data da progressão da doença após 

início da imunoterapia e data de óbito. 

 

4.5 Extração de RNA, análise da expressão gênica por NanoString 

Baseado em coloração com hematoxilina e eosina (HE), as lâminas provenientes do 

bloco de parafina de cada tumor tiveram a área 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 à extração de RNA por kit comercial (RNeasy FFPE Mini 

Kit, Qiagen). O RNA obtido foi quantificado (Qubit, Thermo Fisher Scientific,  Waltham, MA, 

USA) e diluído para 50ng de RNA total.  

A definição do perfil imunológico dos tumores foi realizada por meio do painel 

nCounter® PanCancer IO360 (NanoString Technologies). Este painel conta com a avaliação de 

770 genes envolvidos na resposta imune do câncer, tanto inata quanto adaptativa (Anexo A). 

A partir de 50ng de RNA, a hibridização das amostras com as sondas de captura e reporter 

aconteceu em termocliclador a 650C por 24h, seguido de purificação e imobilização 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 inglês fields of view). 

 O NanoString (NanoString Technologies) é um dispositivo automatizado que requer 

pouco tempo dispensado às atividades de bancada e pode processar até 12 amostras 

distintas simultaneamente. De acordo com o painel escolhido, pode-se avaliar a expressão 

gênica de dezenas e até centenas de genes e miRNAs de interesse bem como 

rearranjos/translocações e CNVs pela tecnologia nCounter® (NanoString Technologies). Este 

sistema captura e conta um código baseado em combinações de 4 cores (color-code), 

correspondendo cada combinação a um gene distinto148. Esta técnica é extremamente 

sensível, sendo comparável à PCR em tempo real e mais sensível que o método de 

microarranjos, sem necessitar de reações enzimáticas e amplificação. Além disso, esta 

técnica é capaz de detectar fragmentos pequenos provenientes de amostras com alto grau 

de degradação (amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo) e não necessita 

validação 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 específico para definição de assinaturas moleculares (patente NanoString 

Technologies). 

 Em paralelo, dados normalizados do nSolver foram aplicados para definir uma 

assinatura de prognóstico com base no nCounter® PanCancer Pathways Panel usando 

ambiente estatístico R (versão 3.6.3). 

 

4.6 Imunoistoquímica (IHQ) para expressão de PD-L1 

 O ensaio utilizou o kit Dako EnVision FLEX + HRP-Polymer e o clone 22C3. Em resumo, 

as lâminas foram aquecidas a 60°C e em seguida um procedimento 3 em 1 foi realizado: 

desparafinização, reidratação e recuperação de antígeno. Esta etapa utilizou a solução Dako 

EnVision FLEX Target Retrieval, low pH (fornecida como solução tamponada baseada em 

citrato a pH 6,1), no Dako PT Link (código Dako PT100). 

 As lâminas foram coradas usando a plataforma de coloração Dako Automated Link 

48. A diluição do clone 22C3 utilizou diluente próprio (Dako Primary Antibody Diluent) 

contendo uma proteína estabilizadora. Os reagentes EnVision FLEX + Polymer foram 

utilizados para a detecção primária do anticorpo. O EnVision FLEX+ Wash Buffer foi usado 

durante os passos incubação. No final do processo as lâminas foram contra-coradas com 

hematoxilina, enxaguadas em água destilada, desidratadas em etanol e diafanizadas em 

xileno. 

 A coloração foi feita com DAB (3,3’-diaminobenzidina), que confere coloração 

marrom para a marcação positiva. A intensidade de coloração membranosa das células foi 

graduada em 1+ (intensidade baixa), 2+ (intensidade moderada) ou 3+ (intensidade forte). 

Utilizando-se microscópio em baixa magnificação foi certificado que existam pelo menos 100 

células tumorais viáveis na amostra. Em magnificações de 10x, 20x, e 40x, foram observadas 

todas as áreas tumorais com e sem coloração da membrana celular. Nesta etapa do 

processo, de magnificação múltipla, a análise primária envolve: (a) distinguir as células 

tumorais das células imunes; (b) determinar as áreas tumorais positivas e negativas; (c) 

determinar a coloração parcial e completa da membrana ≥1+. Foi então calculada o TPS 

(Tumor Proportion Score) definido como a proporção de células tumorais positivas para PD-



29 
 

L1 em relação ao total de células tumorais e também o CPS (Combined Positive Score) 

definido como a proporção células tumorais + células inflamatórias (linfócitos e macrófagos) 

positivas para PD-L1 em relação ao total de células tumorais. O tumor foi então classificado 

em uma dentre três categorias de acordo com a expressão de PD-L1, tanto por TPS quanto 

por CPS (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Classificação do nível de expressão e padrões de coloração PD-L1 avaliados por 
imunoistoquímica.  

Classificação do 

nível de 

expressão 

% células 
expressando 

PD-L1  
Padrão de coloração 

Não expressor 
de PD-L1 

<1% 
Coloração parcial ou 

completa (≥1+) em <1% 
das células tumorais 

 

Expressor de PD-
L1 

1-49% 

Coloração parcial ou 
completa (≥1+) em ≥1-

49% das células 
tumorais 

 

Alto expressor 
de PD-L1 

≥50% 

Coloração parcial ou 
completa (≥1+) em 
≥50% das células 

tumorais 

 

Coloração marrom, marcação com DAB (3,3’-diaminobenzidine) para PD-L1. 

 

 A avaliação foi realizada por dois patologistas experientes em neoplasia de pulmão 

de forma independente. Discrepâncias entre os resultados foram esclarecidas pela revisão 

simultânea do material pelos dois patologistas para uma definição consensual. 

 

4.7 Instabilidade de microssatélite (MSI - Microsatellite Instability) 

 A avaliação de MSI foi realizada usando PCR multiplex para avaliação de 6 

marcadores de regiões de repetição de mononucleotídeos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e 

NR-27 e HSP110)149. Cada iniciador reverso é marcado na extremidade com um corante 

fluorescente: 6-carboxifluoresceína para BAT-26 e NR-21; 2'-cloro-7'-fenil-1,4-dicloro-6-

carboxifluoresceína para BAT-25 e NR-27; e 2,7,8-benzo-5-fluoro-2,4,7-tricloro-5-
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carboxifluoresceína para NR-24 e PET® (ThermoFisher) para HSP110. A PCR foi realizada 

usando o kit Qiagen Multiplex PCR (Qiagen, Inc.), com 1 μl de DNA a 50 ng/ml e as seguintes 

condições 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 extensão final a 72°C durante 40 min. 

Os produtos de PCR foram então submetidos à 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 análises, 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 são consideradas altas em MSI quando dois ou mais marcadores forem 

alterados, MSI-baixo quando um marcador foi alterado e microsatélites estáveis (MSS) na 

ausência de instabilidade.150 

 

4.8 Infiltrado tumoral inflamatório 

 A avaliação do infiltrado tumoral inflamatório foi realizada através da observação de 

lâminas coradas por hematoxilina e eosina em magnificação de 400X, com uso de retículo 

para seleção de campos para aquisição de imagens e seleção aleatorizada dos campos, de 

acordo com Gundersen151, 152. Para isso utilizou-se microscópio óptico convencional 

trinocular Olympus BX41 (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan), com óptica planacromática com 

quatro campos de 400X perfazendo 1mm2. As células mononucleares da reação inflamatória 

na área intratumoral foram caracterizadas em linfócitos T citotóxicos (CD8+), linfócitos T 

regulatórios (CD25+) e macrófagos (CD68+). Células polimorfonucleares e áreas de necrose 

extensa foram excluídas. Para esta avaliação foi utilizada reação imunoistoquímica em 

plataforma automatizada Dako Autostainer 48 (Dako, Carpinteria, EUA), com anticorpos e 

protocolos validados para uso diagnóstico pelo FDA e ANVISA (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária). 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 análise não 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 avalição de áreas de coloração.  

 

4.9 Considerações estatísticas 

 

4.9.1 Tamanho da amostra 

 Trata-se de uma amostragem não aleatória de conveniência. 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 incluídos 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 comparação entre TPS e CPS (expressão de PD-L1): considerando-se uma 

diferença de 45,1%153 entre percentuais de TPS≥1% e CPS≥1, uma significância de 5% e 

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

  

4.9.2 Análises estatísticas 

 Inicialmente, os dados foram tabulados considerando as estatísticas descritivas para 

os dados quantitativos e as tabelas de frequência para as variáveis qualitativas. Quanto aos 

parâmetros clínicos foram analisados: 

• Sobrevida livre de progressão: calculado como o período entre o início do tratamento 

anti-PD-(L)1 e a data da ocorrência da progressão tumoral ou óbito, ou a data do 

último seguimento (para os casos que não apresentaram progressão); 

• Sobrevida global: período de tempo entre o primeiro tratamento paliativo e a data 

da ocorrência do óbito decorrente de qualquer motivo ou a data do último 

seguimento (para os pacientes vivos nesta data); 

• Sobrevida pós-imunoterapia: período de tempo entre o início da imunoterapia e a 

data da ocorrência do óbito decorrente de qualquer motivo ou a data do último 

seguimento (para os pacientes vivos nesta data); 

• Resposta tumoral: avaliada de acordo com critérios RECIST 1.1. Para cálculo da taxa 

de resposta utilizou-se a proporção de pacientes que apresentaram resposta parcial 
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ou resposta completa. Foram incluídos para esta análise apenas os pacientes que 

realizaram pelo menos uma tomografia de controle após início da imunoterapia. 

 A sobrevida foi estimada utilizando-se o método de Kaplan-Meier e a comparação 

das curvas foi realizada através do teste de log-rank. O modelo de regressão de Cox foi 

utilizado para o cálculo das razões de risco para óbito. Pacientes que não compareceram ao 

hospital em um período maior do que 2 vezes o período estipulado pelo médico para seu 

retomo foram considerados como perda de seguimento na data da última informação 

disponível no prontuário. Estes pacientes contribuíram para curva de sobrevida até esta 

data, sendo então classificados como censura. 

 A associação entre resultados moleculares com sobrevida global, sobrevida pós-

imunoterapia, sobrevida livre de progressão e taxa de resposta foi realizada utilizando-se o 

programa estatístico IBM SPSS 19.0 for Windows. As análises univariadas foram realizadas 

através dos testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher. As análises multivariadas foram feitas 

através de regressão logística múltipla, sendo incluídas no modelo as variáveis que 

apresentarem p<0,2 nas análises univariadas. 

 Para as análises de associação dos perfis de expressão gênica e sobrevida, foram 

utilizados os pontos de cortes de 6 meses para sobrevida livre de progressão e 18 meses 

para sobrevida pós-imunoterapia. 

 Para análises de concordância e reprodutibilidade foram empregadas análises de 

concordância Kappa. 

 A significância estatística foi considerada para os valores de p≤0,05 em todas as 

análises. A data de 31/12/2020 foi considerada a data de cut-off para análise dos dados. 

 Para análise de LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator), análises 

univariadas foram realizadas para selecionar genes com associação significativa com a 

sobrevida pós-imunoterapia no pacote survival (versão 3.2-7) do programa R. Os genes 

selecionados foram aplicados em uma regressão LASSO com modelo de riscos proporcionais 

de Cox usando o pacote glmnet (versão 4.1)154, 155. A validação cruzada leave-one-out foi 

realizada para selecionar o valor de λ com erro médio de validação cruzada mínimo (λmin). 

O escore de risco baseado nos coeficientes da regressão 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 construídas com o pacote survminer (versão 0.4.8) e as 
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curvas ROC dependentes do tempo foram construídas com o pacote timeROC (versão 0.4). O 

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

 

4.10 Análise de validação da assinatura imune 

 A validação da nova assinatura imune encontrada foi realizada em uma coorte 

independente de pacientes portadores de CPCNP tratados com anti-PD-(L)1 no Hospital 

Universitário Quiron Dexeus (Barcelona, Espanha). Para essa análise, o mesmo painel 

PanCancer IO-360 da NanoString foi utilizado. Essa coorte foi composta por 39 pacientes 

(coorte de validação). 

 

4.11 Considerações éticas 

 O estudo foi submetido à avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Fundação Pio XII e só foi iniciado após todo o processo de tramitação 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 alterações somáticas, não 

havendo risco de identificação de alterações germinativas. A condução do estudo seguiu os 

princípios da Resolução CNS 466/2012 bem como das regulamentações para uso de 

amostras biológicas. 

 Foi solicitado ao CEP a dispensa do TCLE considerando-se que se trata de estudo de 

risco mínimo, retrospectivo, no qual participariam portadores de câncer de pulmão com 

doença avançada tratados com intuito paliativo que, muito provavelmente, já teriam 

falecido. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Características clínico-patológicas 

 Foram incluídos 135 portadores de CPCNP tratados com terapia anti-PD-(L)1 no 

estudo, sendo 100 provenientes do Hospital de Câncer de Barretos e 35 do A. C. Camargo 

Cancer Center. A idade mediana foi 61 anos, variando de 33 a 81 anos. Houve 

predominância do sexo masculino (57,8%), estádio clínico IV (91,9%) e ECOG-PS≤1 (88,7%). A 

maioria dos pacientes tinha história de tabagismo (83,6%), sendo 47% tabagistas ativos no 

momento do diagnóstico. A histologia predominante foi adenocarcinoma (65,1%), seguida 

de carcinoma escamoso (30,3%). Alguns poucos pacientes apresentavam alterações 

genéticas somáticas 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 características clínico-patológicas dos pacientes 

incluídos no estudo. 

 

Tabela 3 – Características clínico-patológicas e de tratamento dos 135 portadores de CPCNP 

tratados com terapia anti-PD-(L)1 

Característica clínico-patológicas e de tratamento n (%) 

Idade mediana = 61 anos (33-81)   

Local   

Hospital de Câncer de Barretos 100 74,1 

A. C. Camargo 35 25,9 

Sexo   

Masculino 78 57,8 

Feminino 57 42,2 

Estádio clínico   

III 11 8,1 

IV 124 91,9 

ECOG-PS   

0-1 128 88,7 

2 12 9,0 

3-4 3 2,2 

Ignorado 2 - 

 
 
 

Continua na próxima página... 
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Tabela 3 (continuação) – Características clínico-patológicas e de tratamento dos 135 

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

 

Característica clínico-patológicas 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 (imunoistoquímica) 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 - 

ICIs 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 pós-imunoterapia e sobrevida livre 

de progressão 

 Na data de corte estipulada para análise dos dados (31/12/2020) o seguimento 

mediano para sobrevida global e sobrevida pós-imunoterapia foi de 27,7 meses, para 

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

 

5.2.1 Taxa de resposta 

 A taxa de resposta objetiva dentre os 135 pacientes incluídos no estudo foi 33,3%, 

sendo 39 respostas parciais (28,9%) e 6 respostas completas (4,4%). 48 pacientes (35,5%) 

apresentaram progressão de doença 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). Já 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 à quimioterapia com ou sem 

anti-CTLA4 ou anti-angiogênico (n=37) foi de 20,1%, 33,3% e 64,8%, respectivamente 

(p<0,001). 

 

5.2.2 Sobrevida global 

 Dentre os 135 pacientes incluídos 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 incluídos 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 doença estável) em relação àqueles 

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

de sobrevida global para aqueles com resposta completa, resposta parcial, doença estável e 

progressão de doença foi respectivamente NA (não atingida), 38,8 meses, 29,1 meses, 19,1 

meses (p<0,001). Não houve óbito 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 imunoterápico: (A) resposta completa ou parcial ou doença 
estável versus progressão de doença; (B) resposta completa versus resposta parcial versus 
doença estável versus progressão de doença. mSG: mediana de sobrevida global 
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5.2.3 Sobrevida pós-imunoterapia (SPI) 

 A mediana de SPI entre os 135 pacientes incluídos no estudo foi de 17,74 meses 

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

completa, parcial ou doença estável) em relação aos que apresentaram progressão de 

doença 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).  

 

Figura 5 – Curva de sobrevida pós-imunoterapia (em meses), avaliada pelo método de 
Kaplan-Meier dos 135 portadores de CPCNP incluídos no estudo. 
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Figura 6 – Curvas de sobrevida pós-imunoterapia (em meses), avaliada pelo método de 
Kaplan-Meier de acordo com (A) resposta ao tratamento imunoterápico e (B) expressão de 
PD-L1. mSPI: mediana de sobrevida pós-imunoterapia; RC: resposta completa; RP: resposta 
parcial; DE: doença estável; PD: progressão de doença. 
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 Quanto ao esquema de tratamento utilizado, apesar de haver uma tendência de 

benefício a favor do tratamento combinado de imunoterapia com quimioterapia, não houve 

diferença 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 
(A) esquema de tratamento e (B) linha de tratamento. mSPI: mediana de sobrevida pós-
imunoterapia. 
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5.2.4 Sobrevida livre de progressão (SLP) 

 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).  

 

 

Figura 8 – Curvas de SLP (em meses), avaliada pelo método de Kaplan-Meier (A) de toda a 
população; (B) de acordo com expressão de PD-L1; (C) de acordo com resposta ao 
tratamento e (D) de acordo com linha de tratamento. 
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5.3 Quimioterapia combinada à terapia anti-PD-1 e anti-CTLA4 (doublet de platina + 

nivolumabe + ipilimumabe) 

 Dentre os pacientes incluídos, sete deles foram tratados no braço experimental do 

ensaio clínico 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 progressão de doença, intolerância ao tratamento ou até que 

se completassem dois anos de tratamento. Apenas dois desses pacientes tinham falecido  e 

três 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 não foram 

atingidas. A taxa de resposta objetiva foi de 85,7%, sendo uma resposta completa (14,3%), 

cinco respostas parciais (71,4%) e uma doença estável (14,3%).   

 Os dados desses pacientes foram publicados em conjunto com os resultados do 

estudo. Houve ganho de sobrevida a favor do braço combinado de quimioterapia com 

imunoterapia, com medianas 14,1 versus 10,7 meses (HR  0,69; 96,71% CI; 0,55-0,87; 

p=0·00065)156. O CheckMate-9LA foi o primeiro estudo de fase III a demonstrar benefício da 

combinação de quimioterapia com dois agentes imunoterápicos (nivolumabe e 

ipilimumabe). Esse estudo levou a um novo padrão em primeira linha de tratamento 

estando já 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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5.4 Anti-PD-1 (pembrolizumabe) no cenário de Saúde Pública – primeira experiência 

brasileira 

 Também dentro dessa coorte de pacientes encontram-se participantes de uma 

iniciativa inovadora envolvendo uma parceria entre o Hospital de Câncer de Barretos, a MSD 

(Merck Sharp and Dohme) e o Governo do Estado de São Paulo. Essa iniciativa teve por fim 

disponibilizar pembrolizumabe (anti-PD-1) para o tratamento de pacientes com CPCNP com 

alta expressão de PD-L1 (TPS≥50%). Pembrolizumabe, apesar de estar aprovado pela ANVISA 

para essa indicação desde 2017, não é disponível para a população do Sistema Único de 

Saúde (SUS). Os 12 participantes dessa iniciativa são a primeira experiência brasileira com 

imunoterapia no tratamento do câncer de pulmão de pacientes do sistema público de 

saúde. A Tabela 4 sumariza as características clínicas desses pacientes. 

 
Tabela 4 – Características clínico-patológicas dos pacientes com CPCNP tratados com 
pembrolizumabe (anti-PD-1) no sistema público de saúde (n=12). 

Característica clínico-patológicas 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 à quimioterapia 6 50,0 
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 A taxa de resposta objetiva foi de 50% e a taxa de controle de doença de 83,3%. Com 

seguimento mediano de 25,2 meses, a mediana de SPI não foi alcançada e a taxa de 

sobrevida em 2 anos foi de 58,3% (Figura 9). 

 

 

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: 
não atingida 

 

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

(CPS) 

 Em CPCNP, o método mais utilizado para se avaliar a expressão 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 à imunoterapia em 

CPCNP e de se avaliar a concordância intra-observador entre os dois métodos e inter-

observador entre dois patologistas, 56 pacientes foram incluídos nessas análises. Os dados 

dessa análise estão sumarizados no artigo anexado abaixo – Artigo 2. 
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  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. 
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5.6 Pesquisa de instabilidade de microssatélites (MSI) 

 A partir dos casos do Hospital de Câncer de Barretos, 79 foram testados para 

presença de MSI e nenhum apresentou alteração. Considerando-se a baixa prevalência de 

MSI-H encontrada entre os tumores de pacientes tratados com ICIs, essa coorte de pacientes 

testada para MSI foi adicionada a uma coorte adicional com intenção de se identificar a 

frequência de MSI-H entre pacientes brasileiros com CPCNP. No total foram testados 526 

portadores de CPCNP diagnosticados no Hospital de Câncer de Barretos. A idade mediana ao 

diagnóstico foi de 61 anos, sendo a maioria do sexo masculino (56,8%), com história de 

tagabismo (72,5%) e portadores de adenocarcinoma (92,8%). Quanto ao perfil molecular, 

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

 

Tabela 5 – Características clínico-patológicas dos pacientes com CPCNP testados para MSI (N 
= 526). 

Característica clínico-patológicas 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 informação 11 - 

KRAS   

Wild-type 420 89,8 

Mutado 48 10,2 

Sem informação 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 não 

possuía material tumoral disponível, impossibilitando a confirmação por imunohistoquimica 

da expressão 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 diagnóstico de adenocarcinoma de pulmão estádio clínico IV 

(metástases pleura/pulmão, osso, adrenal e fígado) aos 75 anos. Na família existiam uma 

irmã com câncer de pâncreas e um irmão com câncer de próstata. Perfil molecular não 

demonstrou mutações nos genes EGFR, KRAS e BRAF, porém 7 mutações foram identificadas 

em outros genes, sendo uma mutação no gene ERBB2, duas mutações no gene KIT e quatro 

mutações no gene TP53. Devido ao perfomance status comprometido ao diagnóstico, a 

paciente recebeu apenas tratamento de suporte (best supportive care) e faleceu menos de 

um mês após o diagnóstico.  

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

(n=526) foi de apenas 0,19%. 

 

 

Figura 10 - Análise de fragmento do caso MSI-H exibindo instabilidade dos 6 marcadores. 
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5.7 Infiltrado tumoral inflamatório 

No total, 51 casos foram avaliados em relação ao infiltrado tumoral inflamatório – 

CD8+ (linfócito T citotóxico), CD25+ (linfócito T regulatório) e CD68+ (macrófagos) (Figura 

11). As medianas do número de células por mm2 foram 37 (CD8+), 15 (CD25+) e 51 (CD68+). 

Não houve associação entre o número de células no infiltrado e SPI. Também não houve 

associação entre o somatório de células CD8+ e CD68+ ou com o escore [(CD8+ + 

CD68+)/CD25+] – Figura 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Fotomicrografias representativas de reações de imunoistoquímica para avaliação 
de células do infiltrado inflamatório. (A) CD8+, (B) CD25+ e (C) CD68+. Coloração com DAB 
(3,3’-diaminobenzidina). Aumento 400x. 

 

 

 

A B 
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Figura 12 – Curvas de SPI (em meses) avaliada pelo método de Kaplan-Meier quanto ao 
infiltrado inflamatório (CD8, CD25, C68 e os scores de CD8+CD68 e (CD8+CD68)/CD25. 
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5.8 Expressão gênica por NanoString (GEP – gene expression profile) 

 Dentre os 135 pacientes do estudo, 78 foram incluídos na análise de expressão 

gênica com objetivo de se identificar assinaturas preditoras de resposta à imunoterapia. A 

exclusão de casos se deveu a vários fatores tais como: 1) ausência de amostra tumoral 

(n=38), 2) baixa celularidade tumoral nas lâminas (menos de 60%) (n=14) e 3) baixa 

concentração de RNA extraído (abaixo do limite de detecção, <0,002ng/uL) (n=5).   

 

5.8.1 Assinaturas de expressão gênica 

 Inicialmente avaliou-se a média geométrica de expressão de genes housekeeping das 

78 amostras incluídas. Considerou-se para inclusão nas análises um corte mínimo de 

expressão definido como sendo a média geométrica + 2 SD (desvio padrão) de controles 

negativos. Assim, contagens abaixo de 32 foram consideradas inadequadas para análise 

sendo, dessa forma, excluídas 12 amostras – Figura 13. 

 

 

Figura 13 – Média geométrica de genes housekeeping de cada amostra. Em verde, amostras 
com contagens adequadas (incluídas). Em cinza, amostras com contagens limítrofes, entre 
32 e 100 (incluídas). Em vermelho, amostras com contagens abaixo do limiar mínimo 32 
(excluídas). 
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 A Tabela 6 sumariza as características clínico-patológicas e terapêuticas dos 66 casos 

incluídos nessa análise. A mediana de sobrevida pós-imunoterapia, a mediana de sobrevida 

livre de progressão e a taxa de resposta objetiva nessa coorte de pacientes foi de 17,74 

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

 
Tabela 6 – Características clínico-patológicas dos pacientes com CPCNP tratados com ICI e 
incluídos na análise de expressão gênica (n=66) 

Característica clínico-patológicas de tratamento n (%) 

Idade mediana = 62,5 anos (36-81)   

Local   

   Hospital de Câncer 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 

Expressão 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 próxima página... 
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Tabela 6 (continuação) – Características clínico-patológicas dos pacientes com CPCNP 
tratados com ICI e incluídos na análise de expressão gênica 

Característica clínico-patológicas 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 expressão de 43 assinaturas referente aos 66 pacientes pode ser observada na 

Figura 14. Não houve casos com perda de expressão 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 expressão para a 

assinatura Hypermutation, no entanto não houve uma clara clusterização em relação à 

resposta radiológica, SLP ou SPI – Figura 16. Em quatro amostras se observou perda de 

expressão da via JAK-STAT. Dentre esses pacientes, três apresentaram resposta à 

imunoterapia. 

 
Figura 14 – Heatmap com 43 assinaturas referente aos 66 pacientes incluídos na análise. 
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Figura 15 – Assinaturas relacionadas a perda de expressão sem nenhum caso identificado 
(MMR Loss, MSI predictor e APM Loss) 
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Figura 16 – Assinaturas relacionadas a perda de expressão com casos identificados (JAKSTAT 
Loss, Hypermutation). 

 

 Dentre as outras 43 assinaturas gênicas, 14 foram associadas à SPI (IDO1, 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 à sobrevida – Figura 18. 
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Figura 17 – Forest plot de sobrevida pós-imunoterapia que demonstra distribuição da 
mediana de razão de risco e os intervalos de confiança (95%) não ajustados para cada 
assinatura. 
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Figura 18 – Volcano plot de sobrevida pós-imunoterapia exibe a razão de risco e a 
significância de cada assinatura (valor p). As assinaturas que têm maior significância 
estatística aparecem mais alto no gráfico com pontos maiores e mais escuros, enquanto as 
assinaturas que têm razões de risco mais extremas aparecem mais longe do centro do 
gráfico. As assinaturas mais à direita estão associadas a um risco reduzido de um evento em 
relação à linha de base e as assinaturas mais à esquerda estão associadas a um maior risco 
de um evento em relação à 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 não são 
mostrados no gráfico. 

 
 
 Os pacientes com alta expressão da assinatura IFN Gama apresentaram mediana de 

SPI significativamente maior do que aqueles com baixa expressão (medianas de 29,2 versus 

15,5 meses; p<0,05). Os mesmos resultados foram observados em relação à expressão de 

TIS – Figura 19.   
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Figura 19 – Curvas de sobrevida pós-imunoterapia (em dias) avaliada pelo método de 
Kaplan-Meier dos 66 portadores de CPCNP incluídos na análise em relação às assinaturas 
gênicas IFN Gamma (gráfico de cima) e TIS (gráfico de baixo). 
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5.8.2 Predição por LASSO (least absolute shrinkage and selection operator) 

 Em estatística e machine learning, LASSO é um método de análise de regressão que 

realiza seleção e regularização de variáveis para aumentar a precisão de predição e a 

interpretação do modelo estatístico resultante. Nesse sentido foi utilizado aqui para se 

selecionar um modelo, no caso, composto por padrões de expressão genética diferencial, 

capaz de predizer maior sobrevida relacionada à imunoterapia.  

 A figura 20 demonstra nova análise quantitativa de expressão, em log2, relativo aos 

770 genes do painel, para os 78 casos. Nota-se novamente a presença de amostras com 

quantidade nitidamente menores de expressão. O mesmo critério para o item 5.8.1 foi 

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

  

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

  

 Após o processo de normalização dos dados (que utilizou Genorm para seleção dos 

genes housekeepings e média geométrica destes genes housekeepings para normalização) 

foi gerado o heatmap que demonstra a expressão dos 770 genes estudados nas amostras 

dos 66 pacientes analisados - Figura 21. Não se observa, no entanto, uma clara 

discriminação de subgrupos. 
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Figura 21 – Heatmap de expressão gênica (770 genes) dos 70 pacientes analisados (eixo 
y=pacientes; eixo X=genes), figura adaptada. 

 

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

Tabela 7. 
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Tabela 7 - Genes associados a SPI através de análise 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 

ICOS 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 

IL10RA 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 próxima página... 



82 
 

Tabela 7 (continuação) - Genes associados a SPI através de análise 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 

PPARGC1B 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 pós-imunoterapia. O escore de risco é calculado a partir dos coeficientes de 

expressão gênica como: 

Escore = C1*Exp(Gene1) + C2*Exp(Gene2)+...+C9*Exp(Gene9) 

 Os genes selecionados e seus respectivos coeficientes de regressão estão 

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 pós-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 

 

 

Figura 22 – Heatmap de expressão gênica (seis genes) dos 66 pacientes analisados (eixo 
y=pacientes; eixo X=genes) 

 
 

 Utilizando-se a mediana do escore dos 66 casos como corte para dicotomização da 

população, houve diferença estatisticamente significativa quanto à sobrevida pós-

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 pós-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 relação entre o escore, o status de sobrevida e o tempo de 

sobrevida pós-imunoterapia. Pacientes com baixo escore estão mais frequentemente vivos e 

apresentam maior sobrevida que aqueles com alto escore. 
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Figura 24 – (A) Casos ordenados conforme escore (eixo x), e relação com status de sobrevida 
e o corte utilizado para o escore imune; (B) Sobrevida pós-imunoterapia vs escore imune vs 
status de sobrevida. 

   

 Na análise 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 pós-imunoterapia de 12, 18 e 24 meses respectivamente (Figura 25). O índice de 
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concordância (C-index) foi de 0.71 (0.52-0.84). Esse índice representa a avaliação global do 

poder de discriminação do modelo. Valores acima de 0,7 indicam um bom modelo. 

 

Figura 25 – Curvas ROC para os cortes de 12, 18 e 24 meses relativos à sobrevida pós-
imunoterapia. 

  

 Quanto à sobrevida livre de progressão também houve diferença estatisticamente 

significativa entre as populações 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 progressão (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 radiológica (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: doença estável; PD: progressão de doença 
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5.8.3 Análise de validação da assinatura imune 

 Esta assinatura imune de 6 genes (Lung-tumor signature – LungTS) foi então validada 

em uma coorte independente de pacientes portadores de CPCNP tratados com anti-PD-(L)1 

no Hospital Universitário Quiron Dexeus (Barcelona, Espanha). Para essa análise o mesmo 

painel PanCancer IO 360 da NanoString foi utilizado. Essa coorte foi composta por 39 

pacientes (coorte de validação) - Tabela 10. 

 

Tabela 10 – Características clínico-patológicas dos 66 pacientes da coorte do estudo e dos 39 
pacientes da coorte de validação.  

Característica clínico-patológicas  

e de tratamento 

Coorte do estudo 

(n=66) 

n (%) 

Coorte de 

validação 

(n=39) 

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) - 

Expressão 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 próxima página... 
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Tabela 10 (continuação) – Características clínico-patológicas dos 66 pacientes da coorte do 
estudo e dos 39 pacientes da coorte de validação.  

Característica clínico-patológicas  

e de tratamento 

Coorte do estudo 

(n=66) 

n (%) 

Coorte de 

validação 

(n=39) 

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, 

predominância do sexo masculino, histologia adenocarcinoma, poucos casos com mutação 

acionável, sendo que a maioria dos casos apresentaram tumores sem expressão de PDL1 e 

foi tratada com imunoterapia isolada em linhas posteriores (segunda linha ou além). 

Observa-se, no entanto, maior proporção de pacientes não tabagistas na coorte do estudo. 

A mediana de SPI e a taxa de resposta objetiva na coorte de validação 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 pós-

imunoterapia, 18 versus 9,0 meses (p=0,0051) e melhor sobrevida livre de progressão, 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 pós-imunoterapia (A) e sobrevida livre de progressão (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 validação do estudo. 

 

 Não houve diferença em relação às 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 Combinação de biomarcadores 

 Nesse estudo, dentre os biomarcadores analisados, GEP e expressão de PD-L1 se 

mostraram úteis na discriminação de respondedores à imunoterapia, tanto em monoterapia 

quanto combinada à quimioterapia. MSI se mostrou demasiado raro e infiltrado tumoral 

inflamatório não discriminou os respondedores dos não respondedores. Assim, as análises 

que se seguem são referentes à combinação de GEP (especificamente a nova assinatura 

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

 

5.9.1 Expressão de PD-L1 por IHQ e expressão CD274 

 A partir dos 39 pacientes (dentre os 66) que apresentavam informação quanto a 

expressão de PD-L1 por IHQ, realizou-se a análise de correlação entre expressão proteica de 

PD-L1 e expressão do gene CD274 (que codifica a proteína PD-L1). Considerando-se que 
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poucos pacientes apresentavam expressão intermediária de PD-L1 por IHQ (1-49%), a 

análise foi realizada considerando-se a variável PD-L1 de forma dicotomizada (PD-L1 

positivo, ≥1%; ou negativo, <1%). Houve associação estatisticamente significativa entre 

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

na Figura 28. 

 

Figura 28 – Boxplot demonstrando correlação entre expressão PD-L1 por IHC (eixo X) e 
expressão gênica normalizada de PD-L1 (CD274).  

 

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

foi definido a partir da realização de uma curva ROC – Figura 29. 
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Figura 29 – Curva ROC para definição de PD-L1 positivos de acordo com expressão de CD274. 

 

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

 Definidos os casos PD-L1 positivos a partir da expressão de CD274, os 66 pacientes 

foram classificados de acordo com esse critério e o escore imune. As curvas de sobrevida 

pós-imunoterapia, de acordo com os quatro subgrupos formados estão representadas na 

Figura 30. O grupo de pacientes PD-L1 positivos (CD274-H) e baixo escore imune (Score-L) 

apresenta melhor sobrevida pós-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 pós-imunoterapia avaliadas pelo método de Kaplan-Meier, 
de acordo com subgrupos definidos conforme expressão de CD274 (H: positivos; L: 
negativos) e conforme escore imune (H: alto; L: baixo) 
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6. DISCUSSÃO 

 Até meados dos anos 2000 a quimioterapia citotóxica era considerada o padrão 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 doença e inaugurou o conceito de personalização do tratamento. 

Novos alvos vêm 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 não apresentam as alterações moleculares alvo, e, 

portanto, não são candidatos a esse tipo de tratamento. 

 Em paralelo ao desenvolvimento da terapia-alvo surgiram os novos imunoterápicos, 

agentes anti-PD-(L)1 e anti-CTLA4, que beneficiam principalmente pacientes tabagistas e 

sem mutações acionáveis. No entanto, apesar de serem aprovados para praticamente todos 

os casos de CPCNP avançado, apenas uma parcela desses pacientes é beneficiada com esse 

tipo de tratamento, o que acaba por onerar o sistema de saúde. Além disso não são isentos 

de efeitos colaterais. Seguindo o conceito da terapia-alvo, fica evidente a necessidade de se 

utilizar na prática clínica biomarcadores preditivos de resposta ao tratamento 

imunoterápico. No entanto, apesar de vários estudos direcionados a esse propósito, apenas 

a expressão de PD-L1 vem sendo utilizada na prática e nitidamente apresenta limitações 

importantes, com pacientes alto expressores não respondendo ao tratamento e pacientes 

sem expressão de PD-L1 apresentando respostas duradouras. 

 Com a intenção de explorar novos biomarcadores e a combinação de biomarcadores 

preditivos de resposta aos inibidores de PD-(L)1, incluímos retrospectivamente nesse estudo 

135 pacientes portadores de CPCNP tratados com essas drogas em dois centros de 

referência nacional para o tratamento do câncer – Hospital de Câncer de Barretos e o A.C. 

Camargo Cancer Center. Dos pacientes incluídos as características clinicopatológicas 

refletem uma típica população de CPCNP com idade mediana em torno de 60 anos, 

predomínio 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 três motivos: (1) momento histórico, visto 

que grande parte desses pacientes recebeu tratamento imunoterápico antes das aprovações 

dessas drogas na primeira linha de tratamento; (2) grande parte desses pacientes foi tratada 
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no contexto de saúde pública, 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 imunoterápicos (cemiplimabe, avelumabe e durvalumabe) ou combinações de 

imunoterápicos (pembrolizumabe + ipilimumabe e durvalumabe + tremelimumabe) ainda 

não aprovados no Brasil para o tratamento do CPCNP. Esses pacientes foram participantes 

de ensaios clínicos patrocinados pela indústria abertos no Hospital de Câncer de Barretos 

durante o período do estudo. 

 Quanto aos desfechos clínicos, os resultados estão alinhados com o que é observado 

na literatura. Cerca de um terço dos pacientes apresentou resposta radiológica ao 

tratamento, sendo mais proeminente quando o tratamento imunoterápico foi realizado na 

primeira linha. Isso se justifica, pois além do tumor ainda não ter sido submetido à pressão 

seletiva do tratamento, na primeira linha, o tratamento é combinado com quimioterapia ou 

utilizado em monoterapia em pacientes com alta expressão de PD-L1. Dez pacientes foram 

tratados com combinação 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 à de ensaios 

clínicos randomizados com imunoterapia em primeira linha. Aqui provavelmente estamos 

diante de um viés de imortalidade visto que o estudo permitiu a inclusão de pacientes em 

qualquer linha de tratamento. Essa é uma limitação do estudo, mas, com intenção de 

minimizá-la, as principais análises foram realizadas em relação à sobrevida pós-imunoterapia 

que leva em consideração como data de início da contagem do tempo de sobrevida não o 

primeiro dia de tratamento paliativo, mas sim o primeiro dia de imunoterapia. Como 

esperado, e já demonstrado em vários outros estudos, aqueles pacientes que apresentaram 

resposta radiológica ao tratamento foram os que apresentaram as maiores sobrevidas 

globais. Curiosamente, não houve óbitos dentre os pacientes com resposta completa, apesar 

do longo tempo de seguimento do estudo (mediana de 27,7 meses). 

 A sobrevida mediana pós-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)157, possivelmente devido a 
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uma maior proporção de pacientes tratados com imunoterapia em primeira linha no nosso 

estudo. Por outro lado, aqueles pacientes que apresentaram progressão de doença como 

melhor resposta, apresentaram pior sobrevida, assim como aqueles com tumores PD-L1 

negativos. 

 PD-L1 é o único biomarcador que tem sido utilizado na prática clínica havendo um 

robusto corpo de evidência na literatura demonstrando que a expressão de PD-L1 é um 

biomarcador preditivo de resposta à imunoterapia. Todo paciente candidato à imunoterapia, 

principalmente na primeira linha em casos sem mutações acionáveis, tem indicação de 

realizar o teste que auxiliará na escolha do esquema de tratamento (em geral, imunoterapia 

isolada para aqueles com expressão acima de 50% e terapia combinada para aqueles 

expressão abaixo desse corte). Quando comparada a sobrevida pós-imunoterapia de acordo 

com esquema de tratamento (monoterapia versus terapia combinada), houve tendência de 

benefício para aqueles tratados com combinação, embora não tenha havido diferença 

estatística. Esse dado deve ser olhado com cautela, visto que alguns fatores de confusão 

podem estar influenciando esse resultado. Como dito anteriormente, não há opção 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 responsável pela melhor 

curva de sobrevida. Isso fica bem demonstrado na Figura 7, gráfico B, onde os pacientes 

tratados em primeira linha apresentam maior sobrevida pós-imunoterapia, com diferença 

estatisticamente significativa. Os resultados de sobrevida livre de progressão são esperados 

e alinhados com os dados de sobrevida pós-imunoterapia. Em suma, pacientes PD-L1 

positivos, respondedores e tratados em primeira linha apresentaram melhores desfechos 

clínicos. 

 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 clínico de fase 3 CheckMate 9LA. Esse estudo demonstrou ganho de 

sobrevida global quando comparado à quimioterapia, se tornou um novo padrão de 

tratamento em primeira linha e recentemente foi aprovado por várias agências regulatórias, 

incluindo a agência 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 expressão de PD-L1 e a carga mutacional (TMB) não foram úteis em discriminar uma 

população específica. No entanto, um dado do estudo chama a atenção, a magnitude do 
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benefício de sobrevida é semelhante (hazard ratio em torno de 0,6) independente da 

expressão de PD-L1 (positivo, negativo, intermediário ou acima de 50%) e da histologia, o 

que não acontece nos estudos com combinação de quimioterapia e imunoterapia, onde o 

subgrupo de pacientes com tumores PD-L1 negativos apresenta resultados inferiores, 

principalmente na histologia escamosa (análise de subgrupo estudo Keynote 407 é negativa 

para sobrevida)158. Discute-se também qual o real benefício em se associar dois ciclos de 

quimioterapia nesse esquema. É difícil chegar a uma conclusão, mas provavelmente esses 

dois ciclos potencialmente reduzam o número de progressores rápidos e aumentem a taxa 

de resposta. No entanto, é improvável que esses dois ciclos iniciais de quimioterapia 

interfiram no resultado de sobrevida global que deve estar relacionado apenas à 

combinação de imunoterápicos anti-PD-1 e anti-CTLA4. Esse é o primeiro estudo em CPCNP 

que incorporou um anti-CTLA-4 no tratamento da doença.   

 Apesar dos inequívocos avanços no tratamento do CPCNP observados na última 

década, infelizmente a população brasileira está à deriva desses benefícios. Não há até o 

momento disponibilidade de imunoterapia para o tratamento de brasileiros com CPCNP 

tratados no sistema público de saúde. Através de um acordo tripartite envolvendo o Hospital 

de Câncer de Barretos, o governo do estado de São Paulo e a MSD (detentora da patente do 

pembrolizumabe) foi criado um programo de acesso à imunoterapia para pacientes 

portadores de CPCNP que apresentam alta expressão de PD-L1. Infelizmente, o programa 

recrutou pacientes por apenas 5 meses, sendo extinto logo após a troca de governo estadual 

em 2019. Os 12 participantes dessa iniciativa são a primeira experiência brasileira com 

imunoterapia no tratamento do câncer de pulmão de pacientes do sistema público de saúde 

e os resultados estão em linha ou são até melhores do que os observados no estudo de fase 

3 que levou à aprovação de pembrolizumabe nessa indicação – Keynote 024116. Com longo 

tempo de seguimento a mediana de sobrevida ainda não foi alcançada e metade dos 

pacientes apresentou resposta radiológica ao tratamento. Esses resultados sugerem que o 

sistema público brasileiro tem capacidade técnica de utilizar essas novas drogas e derivar o 

benefício delas aos pacientes do SUS. A seleção criteriosa dos candidatos, a organização do 

centro infusional e o seguimento radiológico periódico se mostraram úteis em garantir que 

desperdícios econômicos fossem evitados. 

 Em relação às análises de biomarcadores, a expressão de PD-L1 está consolidada 

como o único biomarcador usado na prática clínica, sendo um consenso que a expressão por 



98 
 

células tumorais prediz resposta a inibidores de PD-(L)1. No entanto, o valor da expressão de 

PD-L1 como um biomarcador 'definitivo' ou agnóstico é controverso, estando ainda várias 

questões ainda em aberto como a falta de validação dos testes desenvolvidos em 

laboratório de imunoistoquímica159, o uso de diferentes plataformas de coloração e 

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 expressão de PD-L1 é considerada (células tumorais 

versus células imunes)160. 

 Para esclarecer este último ponto, realizamos a análise comparativa de expressão de 

PD-L1 por dois métodos diferentes: o padrão, avaliando apenas células tumorais (TPS) e um 

método alternativo, considerando também a expressão de células imunes (CPS). Além disso, 

uma vez que a expressão de PD-L1 é uma medida dependente do observador, os casos 

foram analisados independentemente por dois patologistas para comparações. Entre os 52 

casos incluídos nessa análise, as características clínico-patológicas são semelhantes à toda 

população do estudo: predominância do sexo masculino, histologia adenocarcinoma e 

estádio clínico IV. A maioria dos pacientes recebeu tratamento anti-PD-(L)1 em primeira 

linha combinado ou não com anti-CTLA4. Para a análise da expressão de PD-L1, a avaliação 

da quantidade de células tumorais é a primeira etapa a ser realizada, visto que são 

necessárias pelo menos 100 células tumorais e esse número pode não ser atingido 

principalmente em produtos de pequenas biópsias. Em relação a essa etapa do processo, 

embora tenha havido alto grau de concordância entre os dois patologistas, houve cinco 

casos discordantes. Após análise concomitante desses casos pelos dois patologistas 

utilizando microscópio de dupla-cabeça, houve consenso quanto à adequação de duas 

dessas amostras. Apesar do número limitado de casos discordantes, parece adequado 

sugerir uma dupla verificação em casos considerados inadequados para análise, pois 

pouparia o paciente de um novo procedimento invasivo e evitaria atrasos no início do 

tratamento. 

 Houve alta concordância entre TPS e CPS e também alta concordância entre 

patologistas em relação aos dois métodos. A principal diferença observada entre os dois 

métodos foi a mudança da categoria de baixa expressão para expressão intermediária 

quando se considera CPS em relação a TPS. Não houve nenhum caso classificado como de 

alta expressão apenas pelo CPS, o que potencialmente teria maior relevância clínica, uma 

vez que a imunoterapia isolada é uma opção terapêutica robusta neste cenário. Além disso, 
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houve 100% de concordância entre os dois patologistas em relação às amostras com alta 

expressão, pelos dois métodos. Também não houve diferença em relação à 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 não parece demonstrar uma melhor 

correlação com a resposta à terapia baseada em agentes anti-PD-(L)1. No entanto, podem 

existir vieses relacionados a outros tratamentos administrados concomitantemente à 

imunoterapia, o que é uma limitação deste estudo. 

 A expressão de PD-L1 em células inflamatórias pode ter algum papel na predição de 

resposta à imunoterapia. No entanto, apenas seis pacientes foram classificados como 

TPS<1% e CPS>1 em nossa coorte, portanto, limitando qualquer conclusão. Este é um ponto 

que merece uma investigação mais aprofundada no futuro. 

 Quanto à análise de instabilidade de microssatélite, após 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 

presença 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 doença em estádio avançado. No entanto, nota-se que a 

população é predominantemente constituída por adenocarcinomas e enriquecida para não 

tabagistas. Isso pode ser explicado porque as amostras selecionadas foram aquelas enviadas 

para sequenciamento genético, que é indicado justamente para pacientes com histologia 

não escamosa ou não tabagistas. Esse fato também justifica a baixa frequência de mutações 

no KRAS, que são sabidamente mais prevalentes entre tabagistas.161-163 

 A frequência extremamente baixa de MSI observada neste estudo está de acordo 

com outra grande série relatada na literatura. Um estudo alemão164 avaliou o status de MSI 

em 480 adenocarcinomas de pulmão ressecados e os autores encontraram 0,8% de casos 

positivos (97% estádio clínico I-III). Os quatro casos positivos encontrados eram tabagistas e 

apresentavam estágio inicial (I ou II), o que não permitiu nenhuma conclusão acerca de 

doença avançada. Nossos resultados de certa forma complementam esses do estudo 

alemão, indicando que a frequência de MSI-H é baixa tanto em estádios iniciais quanto 

avançados de CPCNP. Pelo menos três outros estudos realizados especificamente em 

pacientes com CPCNP mostraram frequências mais altas de MSI: 5,5%165, 36%166 e 41,2%167. 

Essa discrepância se deve em grande parte às diferentes metodologias e valores de corte 
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utilizados na definição de instabilidade de microssatélites164. Esses estudos envolvem um 

número bem reduzido de pacientes (36 a 68 no total) e apresentam maior proporção de 

histologia escamosa, o que pode estar parcialmente contribuindo com os diferentes 

resultados encontrados. 

 Vários recentes estudos de grande escala demonstraram frequência de MSI em 

diferentes tipos de tumor sólido sendo que alguns deles incluíram amostras de câncer de 

pulmão168-171. O número total de amostras de tumores sólidos incluídos nesses estudos 

variou de 2.717 a 64.774. A frequência de MSI-H encontrada foi de 1,14% a 2,2%. O estudo 

com o maior número de pacientes com câncer de pulmão incluiu 13.491170 e a maior 

frequência de MSI relatada foi de 0,54%169. Nem todos esses estudos fizeram distinção entre 

câncer de pulmão de células pequenas e não-pequenas, e apenas um deles discriminou a 

frequência de MSI entre os subtipos histológicos (adenocarcinoma: 0,6% e carcinoma de 

células escamosas: 0,45%)169. No entanto, esses estudos utilizaram NGS como metodologia, 

com pipelines e algoritmos específicos, não estando claro se os resultados são equivalentes 

àqueles de testes convencionais de MSI172. A esse respeito, por exemplo, um estudo japonês 

com dados de mundo real, utilizando NGS, encontrou 3,72% de MSI em 26.237 pacientes 

com diferentes tumores sólidos. O subconjunto de CPCNP apresentou frequência de MSI 

maior do que o observado nos estudos anteriores (1,72%)172. Cabe salientar que esses 

estudos mencionados acima incluíram apenas pacientes asiáticos e norte-americanos, o que 

difere da nossa população brasileira, altamente miscigenada. 

 Não foi possível realizar nenhuma análise de sobrevida devido ao baixo número de 

casos de MSI-H não permitindo nenhuma conclusão a esse respeito. Quanto a características 

clínicas, em câncer colorretal, MSI positivo está associado a tabagismo173, o que se observou 

no nosso único caso encontrado. Por fim, a testagem de MSI tem sido realizada 

tradicionalmente em pacientes com câncer colorretal e câncer de endométrio como triagem 

para síndrome de Lynch (SL). Entretanto, até 50% dos pacientes com SL e MSI-H podem 

desenvolver outros tumores primários. Muitos desses pacientes não atendem aos critérios 

de teste genético para SL com base em história pessoal ou familiar. MSI-H é preditivo de SL 

em um espectro tumoral muito mais amplo e a avaliação genética germinativa deve ser 

considerada para esses pacientes independente do tumor primário ou histórico familiar de 

câncer171. Infelizmente, para o caso identificado no presente estudo, nenhuma amostra 

germinativa estava disponível para teste genético. 
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 Dentre os casos testados quanto ao infiltrado tumoral inflamatório, composto por 

linfócitos T citotóxicos, linfócitos T regulatórios e macrófagos, nenhuma associação com 

sobrevida foi observada. Esse resultado está em desacordo com um recente estudo 

retrospectivo de pacientes com CPCNP que avaliou a associação entre infiltrado linfocitário e 

resposta à imunoterapia e à 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 à densidade de células inflamatórias, tendo sido definido como 

amostras com alto infiltrado inflamatório aquelas com densidade linfocitária ≥10%. Dentre 

os pacientes da coorte tratada com nivolumabe, 22% apresentava alta densidade e esses 

pacientes apresentaram maior sobrevida global (mediana não alcançada versus 8,4 meses; 

HR 0,48; IC95%; 0,28-0,81), maior sobrevida livre de progressão (mediana 13 versus 2,2 

meses; HR 0,40; IC95%; 0,25-0,64) e maior taxa de resposta (p<0,001). Nenhuma diferença 

foi observada na coorte de pacientes tratados com quimioterapia, o que sugere que a 

densidade de células inflamatórias possa ser utilizada para seleção de candidatos à 

imunoterapia174. 

 Pode-se destacar alguns fatores que potencialmente tenham levado a esses 

resultados conflitantes. Primeiro, o número reduzido de pacientes incluídos no presente 

estudo. Esse foi um importante fator limitante em relação à análise dos diferentes 

biomarcadores, considerando que frequentemente a amostra tumoral disponível era 

proveniente de pequenas biópsias realizadas com intuito diagnóstico. Isso explica a grande 

diferença entre o número de pacientes tratados com ICI no estudo e o número de pacientes 

incluídos nas análises dos diferentes biomarcadores. Além disso, com intenção de priorizar a 

análise de expressão gênica e expressão de PD-L1 as lâminas destinadas ao infiltrado 

inflamatório eram sempre as últimas a serem cortadas, aumentando a chance de não haver 

amostragem suficiente para realização do teste. Segundo a metodologia utilizada para a 

leitura do infiltrado foi distinta em dois principais aspectos: (1) foram consideradas apenas 

três subpopulações específicas de células inflamatórias; (2) utilizou-se o número de células 

por mm2 ao invés de uma avaliação proporcional (densidade). Terceiro, a heterogeneidade 

tumoral pode ter contribuído com essa diferença uma vez que diferentes métodos de 

amostragem do tumor podem produzir resultados de densidade inflamatória discordantes e 

diferentes estratificações para avaliação de risco. Biópsias pequenas podem ser 
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particularmente não representativas175. 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 

combinação de ICI e quimioterapia. A quimioterapia citotóxica além ter atividade contra a 

célula neoplásica, também pode levar à depleção das células imunes do microambiente 

tumoral e assim comprometer a sua utilização como um biomarcador preditivo de resposta 

aos ICIs. 

 A escassez de amostra tumoral também limitou o número de inclusões na avaliação 

de expressão gênica. Dos 135 pacientes do estudo 78 foram incluídos nessa análise, no 

entanto 12 amostras ainda precisaram ser excluídas devido a baixas contagens observadas 

na etapa de controle de qualidade. As características clinico-patológicas e terapêuticas dos 

66 pacientes restantes são semelhantes à população total do estudo, predominando sexo 

masculino, histologia adenocarcinoma, bom performance status, poucos pacientes com 

mutações acionáveis, predomínio de baixa expressão de PD-L1 e tratamento imunoterápico 

em monoterapia a partir da segunda linha paliativa. 

 No total, 48 assinaturas genéticas foram avaliadas. Dessas, 30 estão relacionadas à 

imunidade, 14 relacionadas ao tumor e quatro relacionadas ao microambiente tumoral. 

Dentre elas há cinco assinaturas de perda de expressão. São elas: MMR Loss, MSI Predictor, 

Hypermutation, APM Loss e JAKSTAT. As três primeiras são assinaturas complementares 

entre si, e estão diretamente relacionadas à perda da capacidade de reparo do DNA, 

instabilidade de microssatélites e acúmulo de mutações somáticas (carga mutacional). Essas 

assinaturas não foram associadas aos desfechos clínicos de sobrevida ou taxa de resposta 

estando esse resultado alinhado com o que foi observado na análise de instabilidade de 

microssatélite por PCR (validação ortogonal). As outras duas assinaturas estão inversamente 

relacionadas a resistência aos ICIs. Apesar de não ter havido casos com perda de expressão 

de APM Loss, houve casos com perda de expressão de JAKSTAT, e como esperado, esses 

casos apresentaram melhores resultados clínicos, apesar de não ter havido diferença 

estatisticamente significativa. Talvez com um maior número de pacientes alguma diferença 

pudesse ser observada. 

 Dentre as outras 43 assinaturas, 14  foram capazes de descriminar duas populações 

diferentes quanto à sobrevida pós-imunoterapia. Três delas são compostas por apenas um 

gene em cada e são bastante conhecidas e diretamente relacionadas aos mecanismos de 

ação dos atuais imunoterápicos: assinaturas PD-L1, PD-L2 e CTLA-4. Esses genes codificam 
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proteínas relacionadas a vias de sinalização inibitórias do sistema imune e foram 

previamente abordados no item 1.2.9. 

 Outras duas assinaturas também são compostas por genes isolados e da mesma 

forma estão relacionadas a proteínas inibitórias de linfócitos T: assinaturas IDO1 e TIGIT. Há 

inclusive novos imunoterápicos em desenvolvimento que têm como alvo as proteínas 

codificadas por esses genes e estudos clínicos iniciais demonstram atividade promissora 

dessas drogas, tanto em monoterapia quanto em combinação com outros agentes176-179. 

 Três assinaturas estão diretamente relacionadas ao infiltrado linfocitário e são 

compostas por três conjuntos distintos de genes relacionados a abundância de células 

citotóxicas e moléculas ligadas a essas células no microambiente tumoral. São elas: 

Cytotoxity, Cytotoxic cells e Exhausted CD8. A associação dessas assinaturas com sobrevida 

reforçam a importância do infiltrado linfocitário na resposta imune anti-tumoral secundária 

à utilização dos novos agentes imunoterápicos. Apesar desse resultado positivo, nossa 

avaliação direta do infiltrado linfocitário não encontrou qualquer associação com desfechos 

clínicos. No entanto, conforme discutido acima, houve limitações nas análises 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 significância estatística e já foi previamente relacionada a melhores desfechos 

clínicos em pacientes com CPCNP tratados com imunoterapia. Estudo com 92 pacientes 

tratados com durvalumabe demonstrou maior taxa de resposta, sobrevida livre de 

progressão e sobrevida global dentre pacientes cujos tumores apresentavam assinatura IFN 

Gamma, sendo independente da expressão de PD-L1180. O mesmo já foi observado em 

outros tumores sólidos141. Esse resultado demonstra consistência dos dados do presente 

estudo, reproduzindo os principais achados de estudos prévios.  

 Outras duas assinaturas, TIS e Lymphoid, combinam genes relacionadas a células 

inflamatórias do microambiente tumoral e citocinas pró-inflamatórias. Discriminam assim 

um fenótipo de tumores inflamados (quentes), propensos a responderem aos ICIs. A 

assinatura TIS é composta por 18 genes. Foi a segunda assinatura com maior significância 

estatística no estudo, e já foi relacionada a resposta a imunoterápicos em diferentes 

tumores sólidos181. 
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 As últimas duas assinaturas relacionadas a sobrevida, Immunoproteassome e APM, 

são complementares entre si e relacionadas à imunogenicidade tumoral. A primeira 

relaciona-se à atividade proteolítica do proteossoma, que aumenta a quantidade de 

moléculas (antígenos) a serem apresentadas pelo complexo MHC de classe I às células T 

CD8+. Já a assinatura APM mede justamente a abundância de genes relacionados ao 

complexo MHC classe I. Um estudo retrospectivo incluiu 51 portadores de CPCNP refratários 

à quimioterapia em tratamento com ICIs em monoterapia e avaliou o perfil de expressão 

gênica associado ao maquinário de apresentação de antígenos, sendo observada resposta 

significativamente maior entre aqueles com alta expressão desses genes (p=0,0001). 

Também foi observada melhor sobrevida livre de progressão (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 melanoma182. 

 Através do método estatístico LASSO, uma nova assinatura também pôde ser 

definida, a partir dos mesmos 66 casos incluídos nas análises 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 subpopulações de pacientes discriminadas a partir de um escore de risco calculado 

através da expressão diferencial desses genes. Pacientes com alto escore (alto risco para 

morte) apresentaram menor sobrevida pós-imunoterapia, menor sobrevida livre de 

progressão e menor taxa de resposta em relação aos pacientes de com baixo escore (baixo 

risco para morte). A proporção de pacientes vivos na data de corte de análise dos dados 

também é maior em relação àqueles 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 

seleção do corte de 50% de expressão de PD-L1 nos estudos com pembrolizumabe183. 

 Dentres os seis genes da LungTS, os genes A, B e C fazem parte de uma superfamília 

de citocinas pró-inflamatórias. O gene C codifica proteínas envolvidas em processos 

imunorregulatórios e inflamatórios. A proteína codificada também pode estar envolvida no 

tráfico de células T e é um quimiotático para linfócitos, mas não para neutrófilosref. ocultada. O 

gene A codifica uma citocina pró-inflamatória que está envolvida em uma ampla variedade 

de processos, como quimiotaxia, diferenciação e ativação de células imunes periféricas 

(células T, monócitos e células NK), regulação do crescimento celular, apoptose e modulação 
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de efeitos angiostáticos. Este gene também pode ser um regulador chave da resposta imune 

da “tempestade de citocinas” à infecção por SARS-CoV-2ref. ocultadas. Já o gene B codifica uma 

citocina quimiotática para células T ativadas mas não para células T não estimuladas, 

neutrófilos ou monócitos. O IFN-gama é um potente indutor da transcrição desse gene. Pode 

desempenhar um papel importante nas doenças do SNC que envolvem o recrutamento de 

células T e em respostas imunológicas na peleref. ocultada.  

 O gene D codifica uma proteína que desempenha papel no metabolismo de 

aminoácidos e nos ciclos da uréia e do ácido tricarboxílico. Tem papel fundamental no 

equilíbrio redox intracelular. Perturbações neste equilíbrio redox podem provocar a 

produção de peróxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares, 

incluindo DNAref. ocultada. 

 O gene E codifica uma proteína que atua dentro do retículo endoplasmático e 

desempenha um papel na biossíntese do colágeno. Auto-anticorpos contra essa proteína já 

foram encontrados em pacientes com artrite reumatóide. A expressão desse gene pode ser 

um marcador de câncer, e polimorfismos de nucleotídeos nesse gene podem estar 

associados ao nascimento prematuro causado por ruptura prematura de membranasref. 

ocultada.  

 O gene F codifica uma proteína associada ao processamento de antígenos, sendo um 

membro da superfamília de transportadores de moléculas através das membranas extra e 

intracelulares. Combinada à TAP2 medeia o transporte de pepitídeos citosólicos para 

interação com o complexo MHC de classe Iref. ocultada. Normalmente transporta antígenos 

peptídicos intracelulares de 8 a 13 aminoácidos que surgem da proteólise citosólica via 

imunoproteassomaref. ocultadas. Dessa forma atua como um arcabouço molecular essencial 

para a montagem do complexo MHC de classe I e apresentação do antígenoref. ocultadas. 

Também está envolvida com resistência a múltiplas drogas e relacionada à via JAK-STATref. 

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). É a única das assinaturas 

avaliadas que abrange os três 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 população externa que 

apresentava características clínicas semelhantes, porém proveniente de outro continente e 

que foi tratada sob responsabilidade de outra equipe de saúde, reforçando o potencial papel 

preditivo da assinatura LungTS. Apesar disso, a heterogeneidade da nossa amostra em 

relação aos tipos de tratamento pode, pelo menos em teoria, afetar a validade desse perfil. 

Ou seja, o poder discriminatório pode ser diferente entre pacientes tratados em primeira 

linha versus linhas subsequentes, ou entre pacientes tratados com ICI isolado versus 

tratamentos combinados. Assim, futuros estudos serão necessários para estender esta 

assinatura em casuísticas mais robustas e avaliar o seu papel preditivo através de estudos 

prospectivos.  

 Por fim, esta assinatura sendo constituída por um número reduzido de genes, pode 

ser adequada a um ensaio NanoString customizado, que será muito mais econômico do que 

o atual painel IO-360. Além disso, os genes identificados poderão futuramente ser validados 

por imunoistoquímica, permitindo alargar ainda mais a sua exequibilidade prática. 
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7. CONCLUSÃO 

 Os inibidores de checkpoint imunológicos revolucionaram o tratamento do CPCNP e 

elevaram a sobrevida a patamares não imaginados à época da quimioterapia. Novos avanços 

seguem surgindo como as atuais combinações de imunoterápicos, combinados ou não à 

quimioterapia. 

 Os pacientes com CPCNP tratados no contexto de saúde pública no estudo, 

apresentaram resultados semelhantes ao observado nos ensaios clínicos, sugerindo que há 

capacidade técnica dos profissionais de saúde brasileiros no manejo desses pacientes 

tratados com esses novos agentes. A seleção adequada de pacientes baseada em 

biomarcadores pode minimizar o impacto financeiro e estendem os benefícios da 

imunoterapia a uma população ainda carente de avanços tecnológicos. 

 MSI-H se mostrou demasiado raro na população com CPCNP não sendo útil para 

seleção de pacientes. Infiltrado tumoral inflamatório por sua vez, não foi capaz de 

discriminar melhores candidatos à imunoterapia, no entanto, novas análises merecem ser 

realizadas utilizando-se metodologia distinta que não limite a análise a sub populações 

específicas 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. É assim, mais abrangente que as 

demais assinaturas avaliadas, embora seja composta por um número reduzido de genes. 

Pacientes com baixo escore LungTS apresentaram melhores desfecho clínicos e em 

combinação com expressão de PD-L1 foi possível discriminar duas populações distintas em 

relação à sobrevida pós-imunoterapia dentre os pacientes PD-L1 positivos. Novos estudos 

com essa assinatura são desejados.  
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ANEXOS  

 

ANEXO A – Painel PanCancer IO 360 (NanoString Technology) – lista de genes 

A2M CD300A DEFB134 HIF1A ITGB2 NGFR RSAD2 TNFSF13 

ACVR1C CD36 DEPTOR HK1 ITGB3 NID2 RUNX3 TNFSF13B 

ADAM12 CD38 DKK1 HK2 ITGB8 NKG7 S100A12 TNFSF18 

ADGRE1 CD3D DLL1 HLA-A ITPK1 NLRC5 S100A8 TNFSF4 

ADM CD3E DLL4 HLA-B JAG1 NLRP3 S100A9 TNFSF8 

ADORA2A CD3G DNMT1 HLA-C JAG2 NOD2 SAMD9 TNFSF9 

AKT1 CD4 DPP4 HLA-DMA JAK1 NOS2 SAMSN1 TNKS 

ALDOA CD40 DTX3L HLA-DMB JAK2 NOTCH1 SBNO2 TP53 

ALDOC CD40LG DTX4 HLA-DOA JAK3 NOTCH2 SELE TPI1 

ANGPT1 CD44 DUSP1 HLA-DOB KAT2B NRAS SELL TPM1 

ANGPT2 CD45RA DUSP2 HLA-DPA1 KDR NT5E SELP TPSAB1/B2 

ANGPTL4 CD45RB DUSP5 HLA-DPB1 KIF2C OAS1 SERPINA1 TRAF1 

ANLN CD45RO E2F3 HLA-DQA1 KIR2DL3 OAS2 SERPINB5 TRAT1 

APC CD47 EDN1 HLA-DQA2 KIR3DL1 OAS3 SERPINH1 TREM1 

APH1B CD48 EGF HLA-DQB1 KIR3DL2 OASL SFRP1 TREM2 

API5 CD5 EGFR HLA-DRA KIT OLFML2B SFRP4 TRIM21 

APLNR CD58 EGR1 HLA-DRB1 KLRB1 OLR1 SFXN1 TSLP 

APOE CD6 EIF2AK2 HLA-DRB5 KLRD1 OTOA SGK1 TTC30A 

APOL6 CD68 EIF2B4 HLA-E KLRK1 P2RY13 SH2D1A TWF1 

AQP9 CD69 EIF4EBP1 HLA-F KRAS P4HA1 SHC2 TWIST1 

AREG CD7 EIF5AL1 HMGA1 LAG3 P4HA2 SIGLEC1 TWIST2 

ARG1 CD70 ELOB HMGB1 LAIR1 PALMD SIGLEC5 TYMP 

ARG2 CD74 ENO1 HNF1A LAMA1 PARP12 SIGLEC8 TYMS 

ARID1A CD79A ENTPD1 HRAS LAMB3 PARP4 SIRPA UBA7 

ARNT2 CD79B EOMES HSD11B1 LAMC2 PARP9 SIRPB2 UBE2C 

ATF3 CD80 EPCAM ICAM1 LCK PC SLAMF7 UBE2T 

ATM CD84 EPM2AIP1 ICAM2 LDHA PCK2 SLC11A1 ULBP2 

AXIN1 CD86 ERBB2 ICAM3 LDHB PDCD1 SLC16A1 VCAM1 

AXL CD8A ERO1A ICAM5 LGALS9 PDCD1LG2 SLC1A5 VCAN 

B2M CD8B ESR1 ICOS LIF PDGFA SLC2A1 VEGFA 

BAD CD96 EXO1 ICOSLG LILRA1 PDGFB SLC7A5 VEGFB 

BAMBI CDC20 EZH2 ID4 LILRA3 PDGFRB SMAD5 VEGFC 

BATF3 CDC25C F2RL1 IDO1 LILRA5 PDK1 SMAP1 VHL 

BAX CDH1 FADD IER3 LILRB2 PDZK1IP1 SNAI1 VSIR 

BBC3 CDH11 FAM124B IFI16 LILRB4 PECAM1 SNCA VTCN1 

BBS1 CDH2 FAM30A IFI27 LOXL2 PF4 SOCS1 WDR76 

BCAT1 CDH5 FANCA IFI35 LRRC32 PFKFB3 SOX10 WNT10A 

BCL2 CDK2 FAP IFI6 LTB PFKM SOX11 WNT11 

BCL2L1 CDK6 FAS IFIH1 LTBP1 PGPEP1 SOX2 WNT2 

BCL6B CDKN1A FASLG IFIT1 LY9 PIAS4 SPIB WNT2B 

BID CDKN1C FBP1 IFIT2 LY96 PIK3CA SPP1 WNT3A 

BIRC3 CDKN2A FCAR IFIT3 LYZ PIK3CD SPRY4 WNT4 

BIRC5 CDKN2B FCGR1A IFITM1 MAGEA1 PIK3CG SREBF1 WNT5A 

BLK CEACAM3 FCGR2A IFITM2 MAGEA12 PIK3R1 SRP54 WNT5B 

BLM CEBPB FCGR2B IFNA1 MAGEA3/A6 PIK3R2 STAT1 WNT7B 

BMP2 CENPF FCGR3A/B IFNAR1 MAGEA4 PIK3R5 STAT2 XCL1/2 

BNIP3 CEP55 FCGRT IFNG MAGEB2 PKM STAT3 ZAP70 

BNIP3L CES3 FCN1 IFNGR1 MAGEC1 PLA1A STAT4 ZC3H12A 
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BRCA1 CHUK FCRL2 IFNGR2 MAGEC2 PLA2G2A STC1 ZEB1 

BRCA2 CLEC14A FGF13 IGF2R MAML2 PLOD2 SYK ZEB2 

BRD3 CLEC4E FGF18 IHH MAP3K12 PMS2 TAF3  

BRD4 CLEC5A FGF9 IKBKB MAP3K5 PNOC TAP1  

BRIP1 CLEC7A FGFR1 IKBKG MAP3K7 POLD1 TAP2  

BTLA CLECL1 FLNB IL10 MAP3K8 PPARG TAPBP  

C1QA CMKLR1 FLT1 IL10RA MAPK10 PPARGC1B TAPBPL  

C1QB CNTFR FOSL1 IL11 MARCO PRF1 TBX21  

C2 COL11A1 FOXP3 IL11RA MB21D1 PRKAA2 TBXAS1  

C5 COL11A2 FPR1 IL12RB2 MELK PRKACB TCF3  

C5AR1 COL17A1 FPR3 IL15 MET PRKCA TCL1A  

C7 COL4A5 FSTL3 IL16 MFGE8 PRKX TDO2  

CASP1 COL5A1 FUT4 IL17A MFNG PRLR TGFB1  

CASP3 COL6A3 FYN IL18 MGMT PROM1 TGFB2  

CASP8 COMP FZD8 IL18R1 MICA PRR5 TGFB3  

CASP9 CPA3 FZD9 IL1A MICB PSMB10 TGFBR1  

CBLC CRABP2 GAS1 IL1B MKI67 PSMB5 TGFBR2  

CCL13 CSF1 GBP1 IL1R2 MLANA PSMB8 THBD  

CCL14 CSF1R GBP2 IL1RN MLH1 PSMB9 THBS1  

CCL18 CSF2 GBP4 IL2 MMP1 PTCD2 THY1  

CCL19 CSF2RB GHR IL21R MMP7 PTEN TICAM1  

CCL2 CSF3 GIMAP4 IL22RA1 MMP9 PTGER4 TIE1  

CCL20 CSF3R GIMAP6 IL24 MMRN2 PTGS2 TIGIT  

CCL21 CST2 GLI1 IL2RA MRC1 PTPN11 TLR1  

CCL22 CTAG1B GLS IL2RB MRE11 PTPRC TLR2  

CCL3/L1 CTLA4 GLUD1 IL2RG MS4A1 PVR TLR3  

CCL4 CTNNB1 GLUL IL32 MS4A2 PVRIG TLR4  

CCL5 CTSS GMIP IL33 MS4A4A RAD50 TLR5  

CCL7 CTSW GNG4 IL34 MS4A6A RAD51 TLR7  

CCL8 CX3CL1 GNLY IL4 MSH2 RAD51C TLR8  

CCNA1 CX3CR1 GOT1 IL6 MSH6 RASAL1 TLR9  

CCNB1 CXCL1 GOT2 IL6R MTOR RASGRF1 TMEM140  

CCND1 CXCL10 GPC4 IL7R MX1 RB1 TMEM173  

CCND2 CXCL11 GPR160 INHBA MXI1 RBL2 TNF  

CCND3 CXCL12 GPSM3 IRF1 MYC RELA TNFAIP3  

CCNE1 CXCL13 GZMA IRF2 MYCT1 RELB TNFAIP6  

CCNO CXCL14 GZMB IRF3 MYD88 RELN TNFRSF10B  

CCR2 CXCL16 GZMH IRF4 NBN REN TNFRSF10C  

CCR4 CXCL2 GZMK IRF5 NCAM1 RICTOR TNFRSF10D  

CCR5 CXCL3 GZMM IRF7 NCR1 RIPK1 TNFRSF11A  

CD14 CXCL5 H2AFX IRF8 NDUFA4L2 RIPK2 TNFRSF11B  

CD163 CXCL6 HAVCR2 IRF9 NECTIN1 RIPK3 TNFRSF14  

CD19 CXCL8 HCK ISG15 NECTIN2 RNLS TNFRSF17  

CD1C CXCL9 HDAC11 ITGA1 NEIL1 ROBO4 TNFRSF18  

CD2 CXCR2 HDAC3 ITGA2 NF1 ROCK1 TNFRSF1A  

CD209 CXCR3 HDAC4 ITGA4 NFAM1 ROR2 TNFRSF1B  

CD244 CXCR4 HDAC5 ITGA6 NFATC2 RORC TNFRSF25  

CD247 CXCR6 HDC ITGAE NFIL3 RPL23 TNFRSF4  

CD27 CXorf36 HELLS ITGAL NFKB1 RPL7A TNFRSF8  

CD274 CYBB HERC6 ITGAM NFKB2 RPS6KB1 TNFRSF9  

CD276 DAB2 HES1 ITGAV NFKBIA RPTOR TNFSF10  

CD28 DDB2 HEY1 ITGAX NFKBIE RRM2 TNFSF12  
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ANEXO B – Assinaturas de expressão gênicas  

 
Assinaturas imunes: 

 

• TIS (Anti-Tumor Immune Activity): mede a supressão da resposta imune dentro do 

tumor. Esta assinatura originalmente prevê resposta à terapia anti-PD1 

(pembrolizumabe). É composta por genes relacionados à sinalização do intérferon 

gama (IFNγ), apresentação de antígenos, células natural killer (NK), células T e vias 

inibitórias. Esta assinatura é útil para prever a resposta à terapia anti-PD1 e 

determinar o fenótipo tumoral imunológico “quente” e “frio” em vários tipos de 

câncer. 

 

• ARG1 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressão do gene Arginase-1 (ARG1) 

que é expresso por células mielóides e catalisa a conversão de arginina em ornitina e 

uréia. Isso suprime a resposta de células T por inibir sua proliferação que é 

dependente da disponibilidade de arginina para síntese protéica.  

 

• B Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundância de 

células B no microambiente tumoral. As células B são um dos principais componentes 

da resposta imune humoral tendo funções como produção de anticorpos e 

apresentação de antígenos às células T. Sua presença no microambiente tumoral 

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

 

• CD45 (Immune Cell Population Abundance): mede a expressão do gene CD45. A CD45 

é uma proteína do tipo tirosina-fosfatase (receptor tipo C) e é expresso em todas as 

células do sistema imunológico. 

 

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

de células T CD8+ no microambiente tumoral. 

 

• CTLA4 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressão do gene da proteína 4 

associada a linfócitos T citotóxicos (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-estimulação 

via CD28. 

 

• Cytotoxic Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a 

abundância de células citotóxicas no microambiente tumoral. Células citotóxicas, 

como células NK e células T CD8+ usam várias moléculas, incluindo perforinas, 

granzimas e membros da família de receptores semelhantes à 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 citolítica contra as células tumorais. As células 

citotóxicas, como as células NK e T CD8+, usam várias moléculas, incluindo 

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

 

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

células dendríticas no microambiente tumoral. 

 

• Exhausted CD8 (Immune Cell Population Abundance): esta assinatura mede a 

abundância de células CD8+ exauridas (menos funcionais) no microambiente 

tumoral. As células T no microambiente tumoral frequentemente se tornam 

exauridas após a exposição a fatores de células supressoras imunológicas, estromais 

e malignas. Essas células T exauridas perdem a capacidade de eliminar tumores. As 

células T exauridas expressam marcadores e genes que estão associados à redução 

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 ativação de 

vias de sinalização ligadas ao interferon. Tanto interferons do tipo I quanto do tipo II 

estão implicados nas respostas imunes tumorais e regulam a atividade antitumoral. 

As células malignas e imunes no microambiente tumoral produzem interferon do tipo 

I, que desempenham papel na vigilância imunológica. 
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• IFN Gamma (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura rastreia a resposta 

canônica ao interferon tipo II, incluindo os componentes mais universais dessa 

resposta. O IFNγ induz a ativação de macrófagos e células NK, aumenta a 

apresentação de antígenos e induz padrões de transcrição gênica que podem levar 

ao recrutamento de células imunes para o tumor. A expressão de sinalização de IFNγ 

está associada à resposta à terapia anti-PD-(L)1. 

 

• IL10 (Inhibitory Immune Signaling): mede a expressão do gene da interleucina-10 

(IL10). A IL10 é uma citocina pleiotrópica expressa predominantemente por 

monócitos. Ele impacta vários aspectos da resposta imune do tumor, incluindo 

apresentação de antígeno, ativação de células T e produção de citocinas. 

 

• Inflammatory Chemokines (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede as 

citocinas inflamatórias que são moléculas que possuem a capacidade de recrutar 

populações mieloides e linfóides para o microambiente tumoral. 

 

• Lymphoid (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede um amplo conjunto 

de genes envolvidos no funcionamento das células linfóides, incluindo a abundância 

de células T, abundância de células B, abundância de células NK, atividade citotóxica, 

sinalização de IFNγ, sinalização JAK-STAT e moléculas co-estimulatórias e co-

inibitórias de células T. Esta assinatura captura uma visão ampla do status 

imunológico linfóide de um tumor. 

 

• Macrophages (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a 

abundância de macrófagos no microambiente tumoral. Os macrófagos podem 

aumentar a imunidade tumoral (por exemplo, apresentando antígeno) ou suprimir a 

imunidade tumoral (por exemplo, liberando citocinas imunossupressoras). 

 

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

de mastócitos no microambiente tumoral. 
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• MHC2 (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede os principais antígenos 

leucocitários humanos (HLA) envolvidos na apresentação de antígenos MHC de classe 

II. As células apresentadoras de antígenos (células dendríticas, macrófagos e células 

B) usam o MHC de classe II para apresentar antígenos extracelulares às células T 

CD4+. A ativação de células T CD4+ induz a expressão de citocinas que promovem 

ativação de células T citotóxicas e respostas imunes adaptativas antitumorais. 

 

• Myeloid (Anti-Tumor Immune Activity): essa assinatura mede genes marcadores e 

efetores-chave de células imunológicas de linhagem mielóide. As células mielóides 

regulam as atividades antitumorais e pró-tumorais. Esta assinatura captura uma 

visão ampla do status imunológico mielóide de um tumor. 

 

• Myeloid Inflammation (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede a 

abundância de células de linhagem mieloide com funções pró e antitumorais. As 

células mielóides produzem várias citocinas e quimiocinas que promovem estado de 

inflamação. Dependendo do contexto, elas podem promover a tumorigênese ou 

respostas imunes antitumorais. 

 

• Neutrophils (Immune Cell Population Abundance): esta assinatura mede a abundância 

de neutrófilos no microambiente tumoral. No contexto do tumor, os neutrófilos 

tendem a ter atividade imunossupressora. 

 

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

abundância de um subconjunto de células NK com a maior atividade citotóxica. 

 

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

células NK no microambiente tumoral. 

 

• NOS2 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressão do gene NOS2 (óxido nítrico-

sintase isoforma 2). NOS2 é induzido por sinalização de IFNγ. Ele regula a expressão 
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de óxido nítrico, que em níveis baixos pode promover o crescimento do tumor, mas 

em níveis elevados pode ser citostático ou citotóxico para as células tumorais. 

 

• PD-1 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressão do gene PD-1 que é expresso 

predominantemente por linfócitos. É um regulador negativo da ativação imune, 

evitando a proliferação e a secreção de citocinas. 

 

• PD-L2 (Inhibitory Immune Signaling): mede expressão do gene PD-L1 que é um 

ligante para PD-1 e regulador negativo da atividade de células T. É expresso 

principalmente por células apresentadoras de antígeno. 

 

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

células T no microambiente tumoral. 

 

• TH1 Cells (Immune Cell Population Abundance): essa assinatura mede a abundância 

de células T TH1. Essas células promovem a atividade imune antitumoral através da 

produção de IFNγ. 

 

• TIGIT (Inhibitory Immune Signaling): essa assinatura mede a abundância 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 abundância de 

células T regulatórias. Treg é medido pela expressão gênica 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 expressão de genes 

relacionados à apresentação de antígeno via complexo MHC de classe I e alguns 
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genes chaves envolvidos no processamento dos antígenos antes de sua 

apresentação. Normalmente, os antígenos do citoplasma da célula são apresentados 

na classe I e reconhecidos pelo TCR nas células T CD8+ citotóxicas. O MHC de classe I 

é expresso por todas as células nucleadas do corpo, mas a regulação negativa das 

vias do MHC de classe I é uma estratégia de evasão que pode ser empregada por 

células tumorais. Uma resposta imune antitumoral eficaz depende de células T 

citotóxicas que encontrem neoantígenos apresentados na superfície das células 

tumorais. Fortes respostas imunes antitumorais são tipicamente acompanhadas por 

alta expressão de genes apresentadores de antígenos. 

 

• APM Loss (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede a perda de expressão do 

maquinário de apresentação (ou processamento) de antígenos. A apresentação de 

antígenos via MHC de classe I em células tumorais é um mecanismo importante para 

o reconhecimento imunológico de tumores. Mutação ou perda de expressão de 

genes chaves do MHC de classe I conferem resistência à imunoterapia. 

 

• Apoptosis (Tumor Sensitivity to Immune Attack): essa assinatura captura genes 

associados a processos apoptóticos, especificamente genes envolvidos na 

integridade da membrana mitocondrial. Inclui genes pró e anti-apoptóticos. 

 

• B7-H3 (Inhibitory Tumor Mechanisms): expressão do gene B7-H3 (CD276). B7-H3 é 

um regulador negativo da atividade das células T que é expresso em células tumorais 

e imunológicas. 

 

• Hypermutation (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede as alterações na 

expressão gênica associadas à perda da atividade MMR em tipos de tumor onde a 

perda MMR é mais prevalente. 

 

• IDO1 (Inhibitory Tumor Mechanisms): mede expressão do gene IDO1 (indoleamina 

2,3-dioxigenase 1). IDO1 é expressa por células tumorais, imunológicas e estromais e 

é a enzima limitadora da taxa do catabolismo do triptofano. Ao catalisar a 
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degradação do triptofano, que é necessário para a proliferação e atividade das 

células T citotóxicas, 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 clássico. Agrega células imunes e células não-imunes após exposição a 

citocinas pró-inflamatórias ou estresse oxidativo. O imunoproteassoma induz 

diferentes padrões de degradação de proteínas, gerando novos antígenos que são 

apresentados pelo complexo MHC de classe I. A expressão 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 à 

perda de expressão da via JAK-STAT. Essa assinatura mede a perda de genes 

associados à sinalização JAK-STAT, que tem sido identificado como um mecanismo de 

resistência adquirido aos inibidores de checkpoint imune. 

 

• MAGEs (Tumor Immunogenicity): expressão gênica do antígeno associado ao 

melanoma (Melanoma-Associated Antigen Gene Expression). Esta assinatura mede 

vários antígenos que têm sido implicados na biologia tumoral e são frequentemente 

usados como alvos de imunoterapia. 

 

• MMR Loss (Tumor Immunogenicity): essa assinatura mede os níveis de expressão de 

vários genes de reparo chaves. A deficiência de reparo geralmente ocorre quando um 

desses genes tem perda significativa de expressão. Tumores deficientes nos 

mecanismos de reparo do DNA de reparo têm altas taxas de mutação. A perda de 

MMR está associada a um melhor reconhecimento imunológico em certos tipos de 

tumor. Altas pontuações nesta assinatura indicam deficiência de MMR. A deficiência 

de reparo de incompatibilidade e a instabilidade de microssatélites (MSI) predizem a 

resposta aos ICIs. 

 

• 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 expressão de PD-L1 (CD274) que é o 

ligante do PD-1 e é um regulador negativo da atividade de células T. É expresso em 

células tumorais e imunes. 

 

• Proliferation (Tumor Sensitivity to Immune Attack): essa assinatura mede os genes 

envolvidos na proliferação tumoral. Um tumor altamente proliferativo pode superar 

uma resposta imune se a replicação exceder a detecção e eliminação mediada pelo 

sistema imunológico. 

 

• TGF-Beta (Inhibitory Tumor Mechanisms): essa é uma assinatura que mede expressão 

do gene TGFB1 que codifica a TGFβ (citocina pleotrópica que inibe a atividade imune 

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

 

• Assinaturas relacionadas ao microambiente tumoral: 

 

• Endothelial Cells (Stromal Factors): essa assinatura mede a expressão de genes 

associados ao tecido vascular e à angiogênese. A angiogênese é importante para o 

tráfego de nutrientes e oxigenação adequada para o crescimento do tumor. 

 

• Glycolytic Activity (Inhibitory Metabolism): essa assinatura mede a expressão de 

genes que participam do consumo de energia. Glicólise hiper-regulada e aumento do 

consumo de glicose são quase universais em tumores. A glicólise pode inibir a 

resposta imune efetora, privando as células imunológicas de glicose no 

microambiente tumoral e alterando outras moléculas que normalmente sinalizariam 

ao sistema imunológico. 

 

• Hypoxia (Inhibitory Metabolism): essa assinatura mede a expressão de genes 

associados a redução de oxigenação no tumor. A hipóxia pode induzir vários 

processos de promoção do câncer como invasão, motilidade e reprogramação 
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metabólica. Também pode promover resistência à lise celular mediada por células 

imunes. 

 

• Stroma (Stromal Factors): essa assinatura mede a abundância de tecido estromal. 

Esta assinatura mede os componentes do estroma no microambiente tumoral. O 

estroma tumoral é a coleção de componentes de tecido não cancerosos e não 

imunes que cercam o tumor. O estroma pode atuar como uma barreira física que 

exclui as células imunes do tumor, impedindo a imunidade antitumoral eficaz, 

mesmo quando os antígenos associados ao tumor induziram o priming e a ativação 

das células imunes.  
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ANEXO C – Parecer consubstanciado de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Fundação Pio XII – Hospital de Câncer de Barretos 
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ANEXO D – Parecer consubstanciado de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

do Hospital A.C. Camargo 
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