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RESUMO

Sorroche BP. Inibidores de checkpoint imunolégico: desfecho clinico e biomarcadores para
predicdo de resposta em pacientes com melanoma. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de

Cancer de Barretos; 2024.

Introdugdo: O melanoma representa cerca de 6% dos tumores de pele e, apesar da baixa
incidéncia relativa, apresenta substancial risco de metastatizagdao e 6bito. Tumores iniciais sao
de bom progndstico e tratados de forma simples, em geral com cirurgias de pequeno porte.
J4 o tratamento da doenca avancada requer cirurgias complexas, radioterapia, e diversas
abordagens terapéuticas sistémicas. Crescentes avancos no tratamento de melanomas
irressecaveis e/ou metastaticos foram alcancados com a aprovagdo de anticorpos
monoclonais inibidores de checkpoints imunoldgicos (ICl), que estimulam a atividade
imunoldgica celular antitumoral adquirida. Entretanto, esta terapia é de alto custo, ndo é
isenta de efeitos adversos e é pouco efetiva em uma grande parcela dos pacientes. Objetivo:
O objetivo deste estudo é investigar marcadores moleculares capazes de prever a resposta
terapéutica, ou sua falha, no uso de ICl em portadores de melanoma avancado. Materiais e
Métodos: Foram selecionados todos os pacientes com melanoma avangado que realizaram
tratamento imunoterdpico com anti-PD-1 ou anti-CTLA-4 no Hospital de Cancer de Barretos
(HCB) entre 2011 e 2021, com amostras bioldgicas disponiveis. Foi avaliado o perfil de
expressdao de 579 genes relacionados a imunologia em amostras tumorais incluidas em
parafina, utilizando-se a plataforma NanoString e o painel Immunology V2. Além disso, a
expressao de PD-L1 tumoral por imunohistoquimica e a liberacdo de imunomediadores no
plasma por Cytometric Bead Array foram analisados. Os resultados moleculares foram
associados a dados demograficos, clinicos, histopatoldégicos e relacionados a resposta
terapéutica e sobrevida dos pacientes, utilizando-se os softwares IBM SPSS e o ambiente R.
Resultados: Este estudo identificou biomarcadores preditivos de resisténcia primaria ao
tratamento com ICl em pacientes com melanoma avangado. A auséncia de expressao de PD-
L1 no tumor foi associada a uma menor taxa de resposta objetiva (p = 0,010) e pior sobrevida
global (p = 0,048), especialmente na andlise com amostras provenientes de tecido tumoral
metastdtico. Niveis elevados de IL-6 no plasma (p = 0,019) foram associados a uma menor taxa

de resposta, enquanto IL-4 e IL-10 foram correlacionados com pior sobrevida global (p = 0,001



e p = 0,010, respectivamente). Ademais, o aumento no escore baseado em uma assinatura de
expressao de 4 genes (CD24, NFIL3, FN1 e KLRK1) demonstrou alta acurdcia preditiva (AUC =
0,935; p < 0,001), com pacientes no grupo de alto escore apresentando menor probabilidade
de resposta ao tratamento (p < 0,001) e sobrevida reduzida (p < 0,001). A assinatura génica
foi validada em duas coortes independentes. Esses achados destacam a importancia de
biomarcadores moleculares e imunolégicos, como a expressdao de PD-L1, a assinatura de 4
genes e o perfil de citocinas, na predicdo de resisténcia primaria e desfechos clinicos.
Conclusao: Evidenciamos o uso de PD-L1, uma assinatura de 4 genes e a concentracdo de IL-
6 no plasma como potenciais biomarcadores preditivos de resposta a imunoterapia, que
poderiam ser utilizados em conjunto com dados clinicos dos pacientes para identificar de
forma precisa os pacientes que ndo se beneficiariam destas terapias, além de se apresentarem

como novos potenciais alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Melanoma; Imunoterapia; Inibidores de checkpoint imunoldgico;

Biomarcadores.



ABSTRACT

Sorroche BP. Immune-checkpoint inhibitors: clinical outcome and biomarkers to predict
response in melanoma patients. Thesis (Ph.D. degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital;

2024.

Background: Melanoma accounts for approximately 6% of skin tumors and, despite its
relatively low incidence, carries a substantial risk of metastasis and death. Early-stage tumors
have a good prognosis and are typically treated with simple surgeries. However, advanced
disease requires complex surgeries, radiotherapy, and various systemic therapeutic
approaches. Significant advances in the treatment of unresectable and/or metastatic
melanoma have been achieved with the approval of monoclonal antibodies targeting immune
checkpoints (ICl), which stimulate acquired antitumor cellular immune activity. However, this
therapy is costly, not free from adverse effects, and ineffective in a significant proportion of
patients. Aim: This study aimed to investigate molecular markers capable of predicting
therapeutic response, or its failure, to ICl in patients with advanced melanoma. Material and
Methods: All patients with advanced melanoma who underwent immunotherapy with anti-
PD-1 and/or anti-CTLA-4 at the Barretos Cancer Hospital (BCH) between 2011 and 2021 with
available biological samples were selected. The expression profile of 579 immune-related
genes in paraffin-embedded tumor samples was evaluated using the NanoString platform and
the Immunology V2 panel. Additionally, tumor PD-L1 expression by immunohistochemistry
and plasma immunomediators by Cytometric Bead Array were analyzed. Molecular results
were associated with demographic, clinical, histopathological, and treatment response and
survival data using IBM SPSS software and the R environment. Results: This study identified
predictive biomarkers of primary resistance to IClI treatment in patients with advanced
melanoma. The absence of PD-L1 expression in the tumor was associated with a lower
objective response rate (p = 0.010) and worse overall survival (p = 0.048), particularly in the
analysis of metastatic tumor tissue samples. Elevated plasma levels of IL-6 (p = 0.019) were
associated with a lower response rate, while IL-4 and IL-10 were correlated with worse overall
survival (p = 0.001 and p = 0.010, respectively). Furthermore, an increased score based on a 4-
gene expression signature (CD24, NFIL3, FN1, and KLRK1) demonstrated high predictive

accuracy (AUC = 0.935; p < 0.001), with patients in the high-score group showing a lower



likelihood of treatment response (p < 0.001) and reduced survival (p < 0.001). The gene
signature was validated in two independent cohorts. These findings highlight the importance
of molecular and immunological biomarkers, such as PD-L1 expression, the 4-gene signature,
and cytokine profiles, in predicting primary resistance and clinical outcomes. Conclusion: We
demonstrated the potential use of PD-L1, a 4-gene signature, and plasma IL-6 levels as
predictive biomarkers of immunotherapy response. These biomarkers could be used in
conjunction with clinical data to accurately identify patients unlikely to benefit from these

therapies and may also represent new potential therapeutic targets.

Keywords: Melanoma; Immunotherapy; Immune checkpoint inhibitors; Biomarkers.



1  INTRODUCAO

1.1 Melanoma

Atualmente, o cdncer é considerado a principal causa de mortes no mundo!. A
Internacional Agency for Research on Cancer (IARC) estimou para 2022 cerca de 20 milhdes de
novos casos e 9,7 milhdes de mortes?.

O cancer de pele é o tipo de cancer mais frequente no mundo, representando um em
cada trés casos de cancer diagnosticados®. Os subtipos mais comuns sdo o carcinoma
basocelular, o carcinoma de células escamosas e o melanoma, que detém a maior letalidade®
5.

Para o melanoma, a taxa de incidéncia mundial para 2022 foi de 331.649 novos casos®,
enquanto a taxa de incidéncia brasileira anual prevista para o triénio 2023-20257 é de 8.980
novos casos. Uma revisdo sistematica e meta-andlise publicada em 2005 evidenciou que
caracteristicas fenotipicas e a exposicdo solar cumulativa sdo fatores preditivos significativos
para o desenvolvimento do melanoma®. O estudo, que analisou 60 artigos, utilizou modelos
de efeitos fixos e aleatdrios para calcular riscos relativos (RR) associados a cada fator,
destacando a importancia de aspectos como histdrico familiar de melanoma (RR = 1,74), tipo
de pele (fototipo I vs. IV: RR = 2,09), alta densidade de sardas (RR = 2,10), cor da pele clara (RR
= 2,06), olhos azuis (RR = 1,47), cabelos ruivos (RR = 3,64), lesGes pré-malignas e cancer de
pele (RR = 4,28) e indicadores de dano actinico (RR = 2,02) como determinantes relevantes
para aumento do risco de melanoma?.

Os melanomas se originam dos melandcitos, células responsaveis pela producdo de
melanina que colonizam a pele, olhos, mucosas e outros tecidos do corpo durante o
desenvolvimento®. Devido aos diferentes locais nos quais estas células se encontram, elas
podem dar origem a diferentes tipos de melanomal’. Existem quatro tipos principais de
melanomas cutaneos, classificados com base em caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e
moleculares: melanoma extensivo superficial, melanoma nodular, melanoma lentigo maligno
e melanoma lentiginoso acral*l. O melanoma extensivo superficial é o subtipo mais comum,
representando cerca de 70% dos casos. Ele se caracteriza por lesGes assimétricas, com bordas
irregulares e variacdo de cores, e esta frequentemente associado a mutacdes no gene BRAF.
O melanoma nodular, que corresponde a 15-30% dos casos, é conhecido por seu

comportamento mais agressivo, com crescimento rdpido e invasdo precoce das camadas mais



profundas da pele, podendo estar relacionado a muta¢des em BRAF ou NRAS. O melanoma
lentigo maligno, comum em idosos e associado a exposi¢do solar cronica, surge a partir de
lesGes pré-existentes e pode apresentar mutagdes em BRAF ou NRAS. Por fim, o melanoma
lentiginoso acral, mais prevalente em individuos com pele mais escura, ocorre em areas nao
expostas ao sol, como palmas das maos, solas dos pés e sob as unhas, e estd frequentemente
associado a amplificagdes no gene KIT 1113,

Existem também subtipos mais raros e distintos, como os melanomas de mucosa e
oculares!?. O melanoma de mucosa ocorre em superficies mucosas, como cavidade oral, trato
gastrointestinal, nasal, sinusal e geniturinario, representando cerca de 1% de todos os
melanomas. Esses tumores sdo frequentemente diagnosticados em estagios avancados
devido a sua localizacdo de dificil acesso e a falta de sintomas precoces. Molecularmente, os
melanomas de mucosa apresentam baixa frequéncia de muta¢des em BRAF e NRAS, mas
podem exibir alteracGes em KIT, SF3B1 e amplificagcdes em CCND1. Ja o melanoma ocular, que
inclui o melanoma uveal (o mais comum, afetando a iris, corpo ciliar e coroide) e o melanoma
conjuntival, é responsavel por aproximadamente 5% de todos os melanomas. O melanoma
uveal estd frequentemente associado a mutacdes em GNAQ e GNA11, além de alteracdes
em BAP1, que estdo ligadas a um pior progndstico. O melanoma conjuntival, por sua vez,
compartilha algumas caracteristicas moleculares com o melanoma cutaneo, como mutacdes
em BRAF. Ambos os subtipos (mucosa e ocular) tém um comportamento bioldgico agressivo
e sdo desafiadores no tratamento, exigindo abordagens multidisciplinares e personalizadas

com base em suas alteracdes moleculares especificas?!13,

1.2 Diagnostico e tratamento

O diagndstico de presungao do melanoma se dad pelo exame clinico de lesdes
pigmentadas suspeitas da pele, onde sdao observados assimetria, irregularidade nas bordas,
heterogeneidade de cores, tamanho da lesdo e evolucdo (alteracdo) no decorrer do tempo
(regra do ABCDE). Para auxiliar no diagndstico, é feito uso da dermatoscopia, uma técnica
ndo invasiva com o uso de lentes de aumento, capaz de aumentar significativamente a
acurdcia da deteccdo™.

Para estadiamento do tumor é utilizado o sistema tumor, linfonodo, metdstase (TNM),
que estd em sua oitava edi¢30®, e leva em consideracdo a espessura maxima da lesdo (medida

pelo indice de Breslow), a taxa mitdtica, a presenca de ulceragdo, o comprometimento de



linfonodos e a presenca de metdstases a distancia. Essa classificacdo é essencial para orientar
o tratamento e o progndstico dos pacientes!’. A classificagdo TNM divide o melanoma em
cinco estagios principais (0 a 1V), que refletem a progressao da doenca (Figura 1). O estagio 0
representa o melanoma in situ, confinado a epiderme, sem invasao ou risco de disseminacao.
Nos estagios | e Il, o tumor é localizado, com espessura varidvel e possivel ulceracdo, mas sem
envolvimento de linfonodos ou metdstases a distancia. O estdgio lll indica disseminag¢do para
linfonodos regionais ou metdstases em transito (lesdes cutdneas ou subcutaneas entre o
tumor primdrio e os linfonodos regionais), com subdivisdes que consideram o nimero de
linfonodos afetados e a carga tumoral (micro ou macrometdstases). J& o estagio IV
corresponde a doenca metastatica, com disseminacdo para orgdos distantes, como pulmaes,

figado ou cérebro, associado a um progndstico mais reservado'® 17,

Estadio | : Estadio Il : Estadio Il - Estadio IV
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Fonte: Adaptado do Biorender.

Figura 1 - Estadiamento clinico-patoldgico do melanoma, conforme descrito na 82 edicdo do manual
de classificacdo da American Joint Committee on Cancer (2017). O melanoma tem inicio com um
crescimento anormal localizado na epiderme (fase in situ), avangando gradualmente em tamanho e
profundidade até atingir as camadas mais profundas da pele. A medida que progride, pode invadir a
corrente sanguinea, o sistema linfatico e os tecidos adjacentes, com potencial para se disseminar para

outras regides do corpo.

Considera-se bom progndstico quando o tumor é diagnosticado e tratado em seu
estadio inicial (tumores finos sem metastases linfonodais ou distantes)*, sendo possivel

alcancar uma sobrevida em 5 anos em torno de 98% dos casos*®. Para tal, o tratamento é feito



através da excisdo do tumor com adequadas margens de seguranca'® 2°. Pode-se realizar a
biépsia do(s) linfonodo(s) sentinela para o microestadiamento linfonodal e, se este linfonodo
for positivo para células tumorais, uma cirurgia linfonodal mais extensa ou tratamento
sistémico adjuvante podem ser empregados?® 22, J4 o tratamento para melanomas avancados
pode envolver cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia alvo ou imunoterapia?’. Nestes
casos, quando o melanoma é diagnosticado em estadio lll (envolvimento linfonodal), a taxa
de sobrevida em 5 anos é de 62,4%, enquanto para casos com estadio IV (doenca metastatica
a distancia) é em torno de 18%*8.

Até cerca de uma década atras, o tratamento de pacientes com melanoma avangado era
bastante limitado, com op¢des de terapia sistémica pouco eficazes e frequentemente mal
toleradas®® 2. No entanto, a partir de 2011, houve avancos significativos no manejo de
melanomas irressecaveis e/ou metastaticos, transformando o panorama terapéutico e
oferecendo novas esperancas para os pacientes. Neste periodo, o Food and Drug
Administration (FDA) aprovou novos agentes para tratamento destes tumores, incluindo 5
anticorpos monoclonais inibidores de checkpoints imunoldgicos (ICl): ipilimumabe?®, que
bloqueia a interacdo entre cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4 (CTLA-4) e B7,
nivolumabe?®, pembrolizumabe?® e atezolizumabe?’, que inibem a interacdes entre os
receptores programmed cell death protein 1 (PD-1) dos linfécitos T e os ligantes programmed
death-ligand (PD-L)1 e PD-L2 das células tumorais (Figura 2) e, mais recentemente,
relatlimabe?®, que inibe a proteina lymphocyte activation gene-3 (LAG-3) expressa por

linfocitos citotoxicos exaustos.
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Figura 2 - Atuacdo das terapias com inibidores de checkpoints imunoldgicos na atividade imune
antitumoral. A ativac¢do dos linfécitos T (LT) ocorre com a interacdo entre o receptor de linfécitos T e
o antigeno no linfonodo, em conjunto com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Além
disso, é necessaria a ligacdo de B7, presente nas células apresentadoras de antigeno, como as células
dendriticas (CD), ao receptor coestimulatério CD28 nos linfdcitos T. CTLA-4, um homodlogo estrutural
de CD28, liga-se ao B7 com maior afinidade, exercendo, assim, uma fun¢ao reguladora negativa sobre
a ativacdo das células T. Os inibidores de CTLA-4, como o ipilimumabe, bloqueiam a ligacdo do CTLA-4
ao B7, favorecendo a ativacado e proliferacdo de células efetoras. Por outro lado, PD-1 regula a ativacao
dos linfécitos T no microambiente tumoral. O receptor PD-1 é encontrado em linfécitos T exaustos,
enquanto o PD-L1 é predominantemente expresso por células tumorais e macrofagos infiltrantes. No
microambiente tumoral, a interagdo entre PD-1 e PD-L1 reduz a producdo de citocinas e a expressao
de fatores de transcricdo, elementos essenciais para a funcdo efetora destes linfdcitos. Os inibidores
de PD-1/PD-L1, como nivolumabe e atezolizumabe, blogueiam essa interacdo, restaurando a

capacidade dos linfécitos T de combater o tumor.

Os ensaios clinicos com IClI demonstraram resultados promissores no tratamento do
melanoma, com melhoras significativas na resposta e na sobrevida destes pacientes. O estudo
CA184-0023°, um dos primeiros ensaios clinicos a avaliar o ipilimumabe (anti-CTLA-4) no
tratamento do melanoma avangado, demonstrou beneficios significativos em termos de

sobrevida e controle da doenca. Os resultados mostraram que o ipilimumabe proporcionou



uma taxa de sobrevida global em 1 ano de 45,6%, em comparacdo com 25,3% no grupo
controle que recebeu gp100 (um peptideo vacinal). Além disso, a mediana de sobrevida global
foi de 10,1 meses no grupo tratado com ipilimumabe, contra 6,4 meses no grupo controle. No
estudo CA184-0243!, que comparou a combinacdo de ipilimumabe + dacarbazina
(quimioterapico) com dacarbazina em monoterapia, a taxa de resposta objetiva foi de 15,2%
no grupo que recebeu ipilimumab, em comparagdao com 10,3% no grupo tratado apenas com
dacarbazina. Além disso, a combinacdo demonstrou uma melhora significativa na sobrevida
global, com taxas de 47,3% no primeiro ano, 28,5% aos 2 anos e 20,8% aos 3 anos, em
comparagao com 36,3%, 17,9% e 12,2%, respectivamente, no grupo que recebeu apenas
dacarbazina.

Relacionado as terapias anti-PD-1, o estudo CheckMate 066%°, que comparou o
nivolumabe com a dacarbazina em pacientes com melanoma metastdtico sem mutacao em
BRAF, o nivolumab demonstrou uma taxa de resposta objetiva de 40,0%, em contraste com
13,9% para dacarbazina. Além disso, a sobrevida global foi significativamente maior no grupo
tratado com nivolumabe, com uma taxa em 1 ano de 72,9%, comparada a 42,1% no grupo que
recebeu apenas quimioterapia. No CheckMate 03732, que avaliou nivolumabe em pacientes
que previamente progrediram ao tratamento com ipilimumabe, mostrou uma taxa de
resposta objetiva de 31,7%. J& no KEYNOTE-006%3, que comparou pembrolizumabe com
ipilimumabe, a taxa de resposta objetiva foi de 33,7% para pembrolizumab administrado a
cada 2 semanas e 32,9% para a administracdo a cada 3 semanas, em contraste com 11,9%
para ipilimumabe. A sobrevida global também foi superior no grupo pembrolizumabe, com
taxas em 1 ano de 74,1% (a cada 2 semanas) e 68,4% (a cada 3 semanas), comparadas a 58,2%
para ipilimumabe. Por fim, no estudo KEYNOTE-0023*, que avaliou o pembrolizumabe em
pacientes refratdrios ao tratamento com ipilimumabe, observou-se uma melhora significativa
nas taxas de sobrevida livre de progressao aos 6 meses: 34,0%-38,0% no grupo que recebeu
pembrolizumabe versus 16,0% no grupo que recebeu quimioterapia, demonstrando atividade
antitumoral mesmo em pacientes refratarios.

A combinacdo de nivolumabe e ipilimumabe foi avaliada no CheckMate 067°°, que
comparou a terapia combinada com a monoterapia de cada agente. A taxa de resposta
objetiva foi de 58,0% para a combinacdo, 44,0% para nivolumabe sozinho e 19,0% para
ipilimumabe sozinho. A taxa de sobrevida global em 3 anos foi de 58,0% para a

combinagdo, 52% para nivolumabe sozinho e 34% para ipilimumabe sozinho. Além disso, a



combinagao mostrou uma melhora significativa na sobrevida livre de progressao, com uma
mediana de 11,5 meses, comparada a 6,9 meses para nivolumabe e 2,9 meses para
ipilimumabe. No entanto, a combina¢do foi associada a uma maior incidéncia de efeitos
adversos graves.

O atezolizumabe (anti-PD-L1) foi estudado no IMspire150%/, que avaliou sua
combinagdo com cobimetinibe (inibidor de MEK) e vemurafenibe (inibidor de BRAF) em
pacientes com melanoma com mutacdo em BRAF. A taxa de resposta objetiva foi semelhante
entre os grupos; no entanto, observou-se uma melhora significativa na sobrevida livre de
progressao, com uma mediana de 15,1 meses no grupo que recebeu a combinag¢ado de terapia
alvo e imunoterapia, em comparagdao com 10,6 meses no grupo tratado apenas com
vemurafenibe e cobimetinibe.

Por fim, o relatlimabe (anti-LAG-3)foi avaliado no estudo RELATIVITY-047%8, que
comparou a combinacdo de relatlimabe e nivolumabe com nivolumabe em monoterapia em
pacientes com melanoma avancado previamente ndo tratado. A combinacdo relatlimabe-
nivolumabe demonstrou uma melhora significativa na sobrevida livre de progressdao, com uma
mediana de 10,1 meses, em compara¢do com 4,6 meses para nivolumab em monoterapia,
sugerindo que a inibicdo dual de LAG-3 e PD-1 pode ser mais eficaz no controle da progressao
da doenca.

Esses resultados destacam o impacto transformador dos ICls, tanto em monoterapia
guanto em combinacdo, no aumento das taxas de resposta objetiva, sobrevida livre de
progressdao e sobrevida global para pacientes com melanoma avancado. Tais achados
consolidam o papel central dessas terapias no manejo da doenga, estabelecendo a
imunoterapia como o padrdo-ouro no tratamento de primeira linha para o melanoma

avancado.

1.3 Inibidores de checkpoint imunolégico

O sistema imunoldégico monitora as células normalmente encontradas no organismo,
sendo capaz de distingui-las de células anormais e fazer com que o préprio organismo ataque
essas células estranhas. Para isso, ele utiliza checkpoints (pontos de verificacdo), que sdo
moléculas presentes em certas células imunes e servem para modular as respostas imunes
fisioldgicas, a fim de evitar respostas inflamatérias excessivas ou o desenvolvimento de

autoimunidade3®. No entanto, as células tumorais s3o capazes de explorar esses checkpoints



para evitar serem atacadas pelo sistema imune, criando um mecanismo de evasao
imunoldgica®’.

Células imunoldgicas podem ser encontradas dentro e ao redor de tumores. Essas
células sdo chamadas de linfdcitos infiltrantes de tumor (TILs) e sdo uma indicacdo de que o
sistema imunoldgico esta ativo com resposta inflamatdria ao tumor. Células imunoldgicas
podem ser encontradas dentro e ao redor de tumores. Essas células sdo chamadas de
linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) e sdo uma indicacdo de que o sistema imunoldgico estd
ativo, gerando uma resposta inflamatdria ao tumor. A presenga de TILs no tumor de um
paciente é frequentemente associada a um melhor progndstico, pois esses linfécitos tém a
capacidade de reconhecer e eliminar as células tumorais no microambiente tumoral3®4°, No
entanto, apds a ativacdo, os linfocitos T expressam receptores de checkpoint imunoldgico,
como PD-1 e CTLA-4, para manter a tolerancia aos autoantigenos e evitar danos ao tecido
saudavel*!. Esse mecanismo, que é essencial para a homeostase imunoldgica, pode ser
cooptado pelas células tumorais para suprimir a resposta imune.

Durante a ativacao crénica no microambiente tumoral, os linfécitos T adquirem um
estado disfuncional, que pode se manifestar como anergia ou exaustdo***3. A anergia é um
estado de inativacdo funcional dos linfdcitos T, no qual eles se tornam incapazes de responder
a antigenos especificos, mesmo na presenca de estimulos adequados. Esse fendmeno é
frequentemente induzido pela falta de sinalizagdo coestimulatéria ou pela presenca de
moléculas coinibitérias, como CTLA-4 e PD-1, que impedem a ativacdo completa destes
linfocitos. Além disso, a acdo supressora dos linfécitos T reguladores no microambiente
tumoral também contribui para a inducdao de anergia, limitando a capacidade do sistema
imunolégico de combater o tumor #%43, Por outro lado, a exaust3o de linfécitos T é um estado
de disfuncdo progressiva que ocorre em resposta a estimulacdo antigénica cronica®!.
Linfécitos T exauridos perdem sua capacidade de proliferar, secretar citocinas (como IFN-y e
IL-2) e mediar a citotoxicidade, tornando-se ineficazes na eliminacdo das células tumorais*'.
Essas células também expressam altos niveis de receptores inibitérios, como PD-1, CTLA-4,
TIM-3 e LAG-3*, que interagem com seus ligantes no microambiente tumoral, suprimindo
ainda mais sua fun¢do. Quanto maior o numero de receptores inibitdrios coexpressos por
linfécitos T exaustos, mais severa é a exaustdo®. Além disso, a exaustdo estd associada a
alteracgdes epigenéticas e transcricionais que modificam permanentemente o perfil funcional

dessas células?®, bem como a disfungbes metabdlicas, como a reduc¢do na glicdlise e na



fosforilacdo oxidativa, que limitam sua capacidade de gerar energia e realizar funcdes
efetoras®” 48,

A exaustdo, portanto, representa um obstdculo significativo para a resposta imune
antitumoral, onde a regulacdo de receptores inibitdrios pelos linfocitos T pode levar a uma
perda do potencial proliferativo e da funcdo efetora dessas células®'. No entanto, ao contrario
da anergia, que é mais dificil de reverter, a exaustao pode ser parcialmente revertida por meio
de terapias como o bloqueio de vias inibitérias (por exemplo, com anti-PD-1/PD-L1)*?. O
bloqueio simultaneo de multiplos receptores inibitorios tem mostrado resultados sinérgicos
na reversao da exaustao, restaurando parcialmente a fungao dos linfécitos T e melhorando a
resposta antitumoral®.

Fourcade e colaboradores®® demonstraram que linfocitos que exibem co-expressdo de
PD-1 e TIM-3 apresentam producao de citocinas inflamatérias e capacidade de proliferacao
reduzida em pacientes com melanoma. Outros estudos demonstraram que a co-expressao
destes checkpoints imunoldgicos levou a resisténcia ao tratamento imunoterapico® °! e que
o uso de combinagdes de tratamentos, como inibidores de LAG-3 e PD-1°? ou TIM-3 e PD-1°3
demonstraram melhores respostas em modelos pré-clinicos. Por estas razoes, anticorpos
monoclonais (mAbs) bloqueadores de checkpoints imunoldgicos tem se mostrado eficazes no
tratamento de multiplos tipos de cancer, incluindo o melanoma. O bloqueio destes
checkpoints, que regulam a duragao e extensao das respostas imunes, € uma abordagem pela
qual a imunidade antitumoral de células T pode ser reativada. Assim, mAbs que visam estes
marcadores podem bloquear sua ligacdo e aumentar a resposta imune contra células
tumorais3” 4>,

Outra estratégia sob recente investigacdo é a modulacdo destes checkpoints utilizando
anticorpos que fornecem um sinal agonistico via ativacdao de receptores nos linfécitos T. Um
dos alvos é OX40 (CD134), um membro da superfamilia do receptor do fator de necrose
tumoral (TNFR). Esta molécula coestimuladora é regulada positivamente nos linfocitos T
efetores apds a ativacdo e suporta diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia a longo prazo.
Além disso, media a inibicdo da atividade supressora dos linfécitos T reguladores, que
contribuem para a evas3o de células tumorais da imunidade de linfécitos T°*. A aplicacdo de
agonistas do 0X40, isoladamente ou em combinacdo com outros moduladores de checkpoint,
estimulou a atividade citotdxica dos linfécitos T e causou a regressao do tumor em modelos

pré-clinicos®>’. Assim como os resultados apresentados com o OX40, outro membro da
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familia TNFR também apresentou bons resultados: 4-1BB (CD137), que esta envolvido na
ativacdo e funcao dos linfécitos, incluindo expansao, sobrevivéncia e producao de citocinas

por linfécitos T efetores®®.

1.4 Biomarcadores de resposta a imunoterapia no melanoma

As células tumorais possuem mecanismos especificos que permitem que elas escapem
do reconhecimento e ac3o do sistema imunoldgico®®. Para isso, estas células sdo capazes de
regular negativamente algumas caracteristicas proprias que as tornam reconheciveis pelas
células do sistema imune, como antigenos tumorais®, ou podem se aproveitar de mecanismos
de feedback negativo que o proprio organismo possui como forma de evitar uma doenca
autoimune®® ®2, incluindo os receptores inibitérios como PD-1 e CTLA-4.

Considerando entdo que a ativacdao de muitos dos checkpoints imunes estd associada a
uma interacdo entre ligante e receptor, moléculas capazes de bloquear essa ligacdo, seja
através de anticorpos ou de formas recombinantes dos proéprios ligantes/receptores,
poderiam ser utilizadas®. A funcdo dos mAbs ICI é induzir a resposta imune antitumoral ao
reativar os linfocitos T exaustos no microambiente tumoral do individuo®. Esses agentes
foram responsaveis por induzir respostas objetivas duradouras em cerca de 40% e aumentar
a sobrevida global dos pacientes com melanoma?®, além de outros subtipos tumorais, como
cancer de pulm3o de ndo pequenas células®, cancer renal® e carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoco®’.

Entretanto, apenas uma parcela dos pacientes se beneficia com o tratamento, e as
caracteristicas celulares e moleculares associadas a essa resposta precisam ser melhor
elucidadas®®. Estudos envolvendo a busca de marcadores bioldgicos capazes de identificar
respondedores e ndao respondedores no inicio do tratamento estdo sendo sugeridos e
pesquisados em tecidos tumorais e/ou sangue periférico®.

Alguns estudos’® 7! identificaram a expressdo aumentada de PD-L1 nas células tumorais
como o biomarcador mais comum para prever a resposta a ICl. Todavia, o uso deste marcador
para predizer resposta é limitado’? 73, pois independentemente do método empregado para
avaliacdo da expressdo de PD-L1, pacientes tratados com ICl apresentaram aumento na
sobrevida de forma global, incluindo pacientes com baixa ou ausente expressdo de PD-L1.

Portanto, biomarcadores preditivos adicionais sdo necessarios’?.



11

Ayers e colaboradores® analisaram a expressdo de um painel de genes, a partir de acido
ribonucleico (RNA) de células tumorais de pacientes tratados com pembrolizumabe, e
identificaram assinaturas relacionadas ao sistema imunoldgico correlacionadas com o
beneficio clinico do tratamento. Hugo e colaboradores’* associaram o enriquecimento de
mutacdes no gene de reparo do dacido desoxirribonucleico (DNA) BRCA2 a uma melhor
resposta a terapia anti-PD-1, enquanto tumores resistentes apresentaram uma assinatura
transcricional, caracterizada pela superexpressdo de genes nas vias de adesdo celular,
organizacdo da matriz extracelular, cicatrizacdo de feridas e angiogénese. Outro estudo”
demonstrou que a carga mutacional global, a carga de neoantigenos e a expressdao de
marcadores citoliticos no microambiente tumoral foram significativamente associados a
resposta em pacientes com melanoma avancado tratados com ipilimumabe. Goodman et al.”®
encontraram que tumores com alta carga mutacional, como o melanoma, sdo mais propensos
a responder ao tratamento. Ainda, o indice de massa corporal (IMC) pode ser utilizado como
preditor de resposta a imunoterapia, onde pacientes obesos com melanoma avancado
respondem melhor, apresentando maior sobrevida global e livre de progressdao apods

tratamento com ICls quando comparados a pacientes ndo obesos’”7°.

1.5 Imunoterapia no Brasil

Assim como no cendrio mundial, a imunoterapia tem ganhado espago no Brasil. A
aprovacdo do tratamento com mAbs anti-CTLA-4 (ipilimumabe), anti-PD-1 (nivolumabe e
pembrolizumabe) e anti-LAG-3 (relatlimabe) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) se deu, respectivamente, nos anos 2012, 2016 e 2023. Um levantamento realizado
pelo nosso grupo, com pacientes da nossa instituicdo®, demonstrou que, dos pacientes com
melanoma metastatico diagnosticados entre 1996 e 2015, 67 foram submetidos a tratamento
com ICls, e que, juntamente com o tratamento com terapia alvo, a sobrevida em 5 anos destes
pacientes tratados com imunoterapia foi superior a dos pacientes tratados com quimioterapia
(34,2% vs. 20,0%), demonstrando o impacto da introducdo destas novas terapias na sobrevida
dos pacientes.

Ainda, a populacdo brasileira possui algumas peculiaridades, principalmente por se
tratar de uma populacdo com alto grau de diversidade e heterogeneidade étnica
(miscigenacdo entre amerindios, europeus e africanos)® 8. Em decorréncia disso, a

proporgao de melanomas do tipo lentiginoso acral diagnosticados no pais é maior do que
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aquela encontrada em populagdes predominantemente de pele branca, que representa
menos de 5% dos casos®> 8. Em estudo prévio do nosso grupo®, ja demonstramos que, em
uma populagdo portadora de melanoma, 5,6% dos pacientes de pele branca apresentavam
melanoma do subtipo acral, enquanto 18,5% dos pacientes de pele ndo-branca detinham este
subtipo da doenca. Vale ressaltar que os melanomas acrais sdo menos susceptiveis aos
tratamentos com ICIs®, o que torna importante sua investigac3o.

Outro fato interessante por nds apresentado previamente relaciona-se as taxas de
sobrevida por melanoma em 5 anos, onde a populacao brasileira apresentou 68,8% de
sobrevida®® contra cerca de 90% encontrada em paises desenvolvidos. Novamente, isso pode
estar relacionado as diferencas entre populac¢des, como frequéncia dos subtipos histoldgicos®
e espessura das lesdes, sendo que na populacdo brasileira hd uma expressiva frequéncia de

melanomas espessos (Breslow > 4.0 mm)%.
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2 JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre o melanoma avangou consideravelmente nos ultimos anos,
permitindo o desenvolvimento de novas terapias inovadoras para tratamento dos pacientes
com tumores avangados, como o uso de inibidores de checkpoint imunoldgico. Contudo, uma
parcela dos pacientes ndo responde ou desenvolve resisténcia a esses tratamentos, havendo
a necessidade de melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos e encontrar
biomarcadores capazes de predizer resposta. Apesar de ja existirem relatos de biomarcadores
de resposta em estudos pré-clinicos e clinicos, ainda ndo hd na pratica clinica um biomarcador
acessivel e suficientemente robusto para auxiliar o delineamento progndstico, além do
desenvolvimento de novos esquemas terapéuticos para o tratamento destes pacientes, de
forma a contribuir para melhoras nas taxas de sobrevida e na qualidade de vida. Uma vez que
a imunoterapia é dispendiosa, a busca por biomarcadores com suficiente valor preditivo
negativo de resposta terapéutica torna-se estratégica para identificacdo de pacientes que ndo
se beneficiarao deste tipo de tratamento, diminuindo as chances de privar os individuos que
podem responder a terapia.

Acredita-se que a populacdo brasileira apresente perfil de resposta e de interacdo dos
fatores estudados diferente do restante do mundo, principalmente pela grande presenca de
melanomas lentiginosos acrais e perfil nutricional e de indice de massa corpérea distintos,
ambos com impacto importante na evolucdo clinica e terapéutica dos melanomas. A
caracterizacdo do sistema imune dos pacientes tratados com inibidores de checkpoint
imunolégico no Hospital de Cancer de Barretos podera guiar a expansdo da imunoterapia para
a populacdo brasileira, permitindo o desenvolvimento de melhores estratégias para a
identificagdo dos pacientes que se beneficiardo do tratamento e seu uso racional para uma

futura inclusdo no Sistema Unico de Saude (SUS).
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3.1
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar marcadores moleculares associados a resisténcia primaria as terapias com

inibidores de checkpoint imunoldgico — anti-CTLA-4 e/ou anti-PD-1 — em portadores de

melanoma avangado.

3.2

33

Objetivos Especificos

1.  Avaliar a expressao de PD-L1 em 235 amostras tumorais incluidas em parafina;

2. Avaliar o perfil de citocinas presentes no plasma de 90 pacientes com melanoma
tratados com imunoterapia;

3. Caracterizar o perfil de expressao de 579 genes relacionados a imunologia em 35
amostras tumorais incluidas em parafina;

4.  Associar o perfil de PD-L1, de expressao génica e das citocinas liberadas no plasma
com a resposta destes pacientes a imunoterapia;

5.  Associar o perfil de PD-L1, de expressdo génica e das citocinas liberadas no plasma
com a sobrevida livre de progressao e a sobrevida global destes pacientes tratados com

imunoterapia.

Objetivo Exploratério

1. Avaliar os efeitos da inibicdo macréfago-especifica do gene GLUD1 no
microambiente tumoral e na distrofia muscular. Bolsa Estdgio de Pesquisa no Exterior
(BEPE) sob supervisdao do Dr. Massimiliano Mazzone, Laboratory of Tumor Inflammation
and Angiogenesis — VIB, KU Leuven Center for Cancer Biology (CCB), Catholic University
of Leuven — Leuven, Bélgica. Periodo: Mar/2022 a Fev/2023.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo observacional translacional com coleta retrospectiva de amostras

e obtencdo de dados.

4.2 Pacientes

Dados sobre pacientes com melanoma avancado — estadio clinico (EC) lll irressecavel ou
EC IV, que realizaram tratamento imunoterapico com anti-PD-1 e/ou anti-CTLA-4 no
Departamento de Cirurgia de Melanoma, Sarcoma e Tumores Mesenquimais do Hospital de
Cancer de Barretos (HCB) — Fundacao Pio Xll no periodo de 2011 a 2021 foram coletados dos
sistemas de gerenciamento de dados SISONCO e TASY. Neste periodo, 269 pacientes foram
submetidos as terapias anti-PD-1 e/ou anti-CTLA-4. Destes, foram selecionados, por
conveniéncia, 238 pacientes para as andlises moleculares. Apesar da ndo disponibilidade
destes medicamentos no SUS, sua aquisicdo é possivel por meio de acao judicial, pesquisa
clinica realizada pela propria instituicdo, doac¢des feitas por terceiros, convénio médico ou via
particular.

Foram levantados, em prontudrio, dados epidemioldgicos (sexo, idade, cor da pele),
clinicos (sub-localizagdo anatdomica, estadiamento TNM, comorbidades, tratamentos
realizados) e de anatomia-patoldgica (indice de Breslow, presenca de ulceracdao, nimero de
mitoses por mm?, presenca de infiltrado inflamatério intra- e peritumoral de forma
qualitativa).

A resposta clinica foi avaliada por oncologistas clinicos e radiologistas através dos
critérios para avaliacgdo de resposta a imunoterapia em tumores sdlidos (iRECIST)¥,
categorizando inicialmente os pacientes em progressao de doenga (PD), doenca estavel (DE),
resposta parcial (RP) e resposta completa (RC). Para fins de andlise comparativa, os pacientes
foram classificados como ndo respondedores (PD) ou respondedores (DE por no minimo 6
meses, RP e RC). Por fim, foram calculadas sobrevida livre de progressao e sobrevida global,
ambas calculadas apds o inicio do tratamento imunoterépico.

Os critérios de inclusdo para este projeto foram: portadores de melanoma localmente
avancado (EC Ill) ou disseminado (EC IV) tratados com inibidores de checkpoint imunolégico

(anti-CTLA-4 ou anti-PD-1). Foram excluidos pacientes que ndo realizaram tratamento no HCB,
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qgue nado tiveram avaliacdo radiolégica ou clinica de resposta e pacientes sem amostras

bioldgicas disponiveis para as andlises moleculares.

4.3 Coleta de amostras bioldgicas

O material analisado neste estudo consiste em amostras de tecido tumoral parafinado
e amostras de plasma, que foram utilizadas de acordo com cada objetivo especifico (Figura 3).
Todas as amostras de tecido foram coletadas antes da cirurgia, e, consequentemente, antes
de qualquer tratamento sistémico. Ja as amostras de plasma foram coletadas pré-tratamento
imunoterdpico. Os testes moleculares foram realizados no Centro Pesquisa em Oncologia

Molecular (CPOM) do HCB.
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Fonte: Criado com o Biorender.
Figura 3 - Fluxograma de disponibilidade de amostras de tecido tumoral parafinado e sangue periférico

para as analises moleculares do estudo. IHQ: imuno-histoquimica.

4.4 ReagoOes de PD-L1 por imuno-histoquimica

Apds a resseccdo de um melanoma, rotineiramente a peca cirldrgica é encaminhada para
analise anatomopatoldgica com confecg¢ao dos blocos de parafina e laminas de hematoxilina
e eosina (H&E). Os blocos sdo armazenados nos arquivos do Departamento de Anatomia

Patolégica do HCB.
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Para os 235 casos de pacientes submetidos a imunoterapia com ICI na instituicio com
amostras de tecido tumoral fixado em formalina e embebido em parafina (FFPE, do inglés
formalin-fixed paraffin-embedded) disponiveis, as dreas tumorais mais representativas dos
blocos de parafina foram selecionadas para analise da expressdo de PD-L1. Foram realizados
cortes de 3 um para montagem das laminas e posterior andlise por imuno-histoquimica da
expressao deste marcador. Um minimo de 100 células tumorais vidveis na lamina é necessario
para uma avaliacdo adequada de PD-L1.

A reagao foi realizada utilizando-se a plataforma Benchmark ULTRA e utilizando o
anticorpo monoclonal de coelhos anti-PD-L1 (clone E1L3N) da Cell Signaling Technology para
deteccdo da proteina PD-L1 em tecidos tumorais, utilizando o sistema de visualizacdo
Optiview DAB. O processo foi realizado conforme especificacdes do fabricante.

A avaliagdo das laminas foi realizada com auxilio de microscépio déptico por um
patologista com treinamento especializado para avaliagdo da expressao de PD-L1. A expressado
deste foi determinada através de dois indices: o Tumor Proportion Score (TPS) e o Combined
Positive Score (CPS). O TPS avalia a porcentagem de células tumorais viaveis que apresentam
coloracdo parcial ou completa da membrana em qualquer intensidade. Esse indice varia de 0-
100% e foi predefinido como positivo se detectado em pelo menos 1% das células tumorais
vidveis. O CPS avalia o numero total de células coradas PD-L1 positivas (células tumorais e
células do sistema imune — linfdcitos, macréfagos) em relagdo ao numero total de células
tumorais viaveis na lamina. Este indice varia de 0 a 100, e foi considerado positivo quando

maior ou igual a 1.

4.5 Analise dos niveis de citocinas presentes no plasma

O plasma dos pacientes foi obtido através do sangue periférico total. Este material é
rotineiramente coletado para pesquisa e armazenado no Biobanco da instituicdo. Todas as
amostras selecionadas foram coletadas previamente ao inicio do tratamento com ICls. A
separacdo foi realizada por centrifugacdo, a 3500 rpm por 10 minutos, e o material foi
congelado em aliquotas a -80°C até sua utilizacao.

As citocinas presentes no plasma de 90 pacientes com melanoma avangado tratados
com imunoterapia foram avaliadas utilizando-se a técnica de Cytometric Beads Array (CBA)
com o painel CBA - Human Th1/Th2/Th17 CBA Kit (BD Biosciences), conforme instrugdes do

fabricante. Através de beads, tal metodologia possibilita a identificacdo de citocinas expressas
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por linfocitos padrdo Thl, Th2 e Th17, incluindo as interleucinas (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
o fator de necrose tumoral (TNF) e o interferon (IFN)-y. Apds devida marcacdo, as andlises
imunofenotipicas foram realizadas em citémetro de fluxo BD C6 Accuri (BD BioSciences) e os

dados foram analisados utilizando-se o CBA Analysis software (BD BioSciences).

4.6 Painel de expressao génica — NanoString

Para selecdo das amostras para a analise de expressdo génica, foram utilizados os
seguintes critérios adicionais ao estudo: pacientes com melanoma avancado tratados de
forma paliativa com pelo menos 3 ciclos de terapia baseada em inibidores de PD-1, em
monoterapia, com amostras de tumor primario disponiveis. Amostras com menos de 60% de
area tumoral, com quantificacdo insuficiente de RNA e coletadas hd mais de 24 meses do inicio
do tratamento imunoterdpico foram excluidas, restando 35 amostras para avaliacdo nesta

etapa (Figura 4).

4 3\
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Tratamento adjuvante — 8
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com anti-PD-1
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Quantificagdo insuf. RNA -4
q ) Intervalo coleta-tratamento — 23
Selecionados
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Figura 4 - Critérios de sele¢do das amostras de tumor incluidas na analise de expressao génica pelo
painel NanoString nCounter® Immunology V2. Quadros em vermelho representam o motivo e a
guantidade de amostras que foram retiradas do estudo. FFPE: formalin fixed paraffin embedded,

insuf.: insuficiente.

A expressdo de 579 genes imunes e 15 genes de referéncia foi avaliada em amostras de
pacientes com melanoma avangado utilizando-se o NanoString nCounter® Immunology V2

Panel (Nanostring Technologies, Seattle, WA, USA), a partir de 250ng de RNA proveniente de
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tecido tumoral. Este painel abrange genes relacionados a diversas fungdes imunolégicas,
incluindo moléculas envolvidas na sinalizagao celular, respostas inflamatérias e modulacao da
atividade imune.

A partir de 5 cortes de 10 micra de cada bloco de tumor incluido em parafina, laminas
foram preparadas, coradas com H&E e tiveram sua drea tumoral delimitada por um
patologista para extragdo de RNA, utilizando-se o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
segundo instrucdes do fabricante.

A tecnologia nCounter da NanoString (NanoString Technologies, Seattle, EUA) baseia-se
na deteccdo de um cdédigo de barras digital codificado por cores que permite medir a
expressao génica a partir de baixas concentracdes de RNA mensageiro com alta precisdo e
sensibilidade®®, onde cada cddigo de barras corresponde a uma sonda de hibridizac3o
especifica para um gene alvo de interesse. O ensaio possui trés etapas principais: hibridizacao
a um par de sondas especificas para cada alvo; purificacdo e imobilizacdo das amostras no
cartucho do contador; e contagem e andlise para coleta de dados utilizando-se o nCounter
Digital Analyzer®. Todos os cartuchos foram escaneados utilizando-se 555 focos de visdo
(FOVs). Esta técnica é capaz de detectar fragmentos pequenos provenientes de amostras com
alto grau de degradacdo, como amostras derivadas de tecido parafinado, e ndo necessita
validagao por outro método.

Os resultados foram captados e analisados pelo nSolver Analysis Software v4.0
(NanoString Technologies) utilizando o mddulo Advanced Analysis em ambiente estatistico-
matemdtico R (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Austria). A analise foi realizada
seguindo as recomendacgdes do fornecedor. O processo inicia com o controle de qualidade,
que avalia a qualidade da imagem, a densidade de ligacdo, a linearidade dos controles
positivos e o limite de deteccao do ensaio. Em seguida, sdo realizadas etapas de normalizacao
e remocao de ruido, considerando a variabilidade técnica, a variabilidade da quantidade inicial
de RNA e a normalizacdo com base em genes de referéncia. A andlise de expressao diferencial
é conduzida, levando em conta varidveis do estudo, desenho experimental, valores atipicos e
possiveis confundidores. Por fim, s3o conduzidas analises para a contextualizacdo dos
resultados, abrangendo o enriquecimento de vias bioldgicas e a validagdo dos alvos
identificados.

Apds leitura dos cartuchos, as amostras passaram por uma primeira analise de controle

de qualidade, onde foi avaliado o desempenho geral do ensaio através dos controles positivos
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e negativos presentes no painel. Nenhuma das amostras apresentou problemas quanto aos

parametros técnicos do ensaio (Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicdo da contagem bruta (em Log2) dos 579 genes avaliados no painel de expressdo
génica, para cada paciente (n = 35). Cada boxplot representa um paciente. As cores representam os 3

diferentes cartuchos utilizados no experimento.

Apds a andlise de controle de qualidade da reagdo, foram excluidos os genes com
contagem inferior ao limite de deteccdo do ensaio (neste caso, contagem inferior a 20) para
todos os pacientes, restando 567 alvos para normalizacdao dos dados de contagem. Para esta
etapa, foi utilizada a razdo entre a média geométrica de 14 genes de referéncia para cada
amostra e a média aritmética das médias geométricas de todas as amostras. Assim, um fator
de normalizacdo especifico para cada amostra foi calculado e as contagens de todos os alvos
do painel foram multiplicadas por este fator para os respectivos pacientes. Na Figura 6 é
possivel observar a mediana de variagdo da expressao do conjunto de genes alvo para cada
paciente, antes e apds a normalizacdo. A selecdo dos 14 genes de referéncia foi feita baseada

nos genes mais estaveis no conjunto de amostras, utilizando-se o algoritmo geNorm®°,
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Figura 6 - Mediana de variacdo da expressao dos 567 genes alvo para cada um dos 35 pacientes
incluidos na analise de expressdao génica, antes e apds a normalizacdo por genes de referéncia. As
amostras estdo classificadas quanto a resposta ao tratamento imunoterdpico, segundo critérios do

iRECIST. DP: progressao de doenca; SD: doenca estdvel; PR: resposta parcial; CR: resposta completa.

A andlise de expressdo génica diferencial entre os grupos de resposta a imunoterapia
(pacientes respondedores vs. ndo-respondedores) foram realizadas, considerando como
varidveis confundidoras idade e sexo. Um valor de fold change 21,5 ou <-1,5 e um p < 0,05
foram adotados. Apds a identificacdo de alvos diferencialmente expressos entre os grupos,
analises de enriquecimento de processos bioldgicos utilizando-se uma hiper-representacao
através do algoritmo clusterProfiler®® e o banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG)®? foram realizadas.

Para propor a assinatura génica para a resposta anti-PD-1, os genes diferencialmente
expressos foram avaliados na andlise multivariada com a aplicacdo do método de regressao

logistica com selecdo condicional passo a passo (forward stepwise). Para entrada e remocao
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de dados, foram usados valores de p de 0,1 e 0,2, respectivamente. Uma pontuacdo foi
proposta com base na soma da multiplicacdo do coeficiente da regressado (B) e da expressao

absoluta do gene (X), conforme mostrado abaixo:

Pontuacdo génica = (B1*X1 )+(B2*X2 )+---+(Bn*Xn)

A analise da caracteristica operacional do receptor (ROC) foi usada para avaliar o valor
preditivo da pontuacdo proposta. Essa analise também foi realizada para cada gene,
separadamente. Um valor de corte foi definido para a pontua¢dao do gene e para os genes
individuais usando a ferramenta da web Cutoff Finder 3. Foi aplicado o método da curva ROC
com a distancia de Manhattan. Os casos foram classificados como baixo e alto de acordo com

o ponto de corte definido.

4.7 Validagao da assinatura génica

Para validar a assinatura génica proposta, os dados de sequenciamento de RNA (RNA-
seq) de duas coortes independentes foram acessados no banco de dados Gene Expression
Omnibus (GEO) - Coorte 1: GSE91061 °* e Coorte 2: GSE78220 °°. Foram usados somente dados
de amostras de tumor antes do tratamento com anti-PD-1. Os casos com histérico de
tratamento com a proteina 4 associada a linfocitos T citotdxicos (anti-CTLA-4) foram excluidos.

Foram coletados os dados de fragmentos por quilobase de transcricdo por milhdo de
leituras mapeadas (FKPM) dos genes-alvo, a resposta ao tratamento anti-PD-1 e os respectivos
dados de sobrevivéncia. A mesma metodologia para o cdlculo da assinatura do gene foi

empregada em ambas as coortes, conforme relatado na se¢do anterior.

4.8 Analise de associagao com dados clinico-patolégicos

Os resultados moleculares encontrados foram associados aos dados clinicos e
patolégicos dos pacientes utilizando-se o programa estatistico SPSS 23.0 e o ambiente de
programacao R v 4.2.0. Para as andlises de resposta ao tratamento, pacientes foram divididos
em respondedores (DE, RP ou RC) e ndo-respondedores (PD).

Foram utilizados os testes de qui-quadrado ou exato de Fisher para verificar a associacdo
entre as variaveis categoéricas de interesse. A significancia das diferencas em cada conjunto de

dados entre dois grupos nas varidveis continuas foi avaliada usando o teste t de Student ou o
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teste ndo paramétrico Mann-Whitney. As taxas de sobrevivéncia foram avaliadas pelo método
de Kaplan-Meier e as curvas comparadas usando o teste log-rank.

Analises multivariadas foram realizadas com o método de regressdo de Cox ou regressao
logistica bindria para variaveis com valor de p < 0,1 na andlise univariada ou consideradas de
ajuste no modelo multivariado. A significancia estatistica foi determinada para um valor de p

< 0,05 para todas as analises.

4.9 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de
Barretos (HCB) — Fundacéo Pio Xll sob o nimero 1772/2019 (Anexo A).

Este estudo, de cardter retrospectivo, envolveu a analise de amostras armazenadas em
blocos de parafina e dados secundarios obtidos de prontuarios médicos, o que justificou a
dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A decisdo foi baseada em
dois aspectos principais: (i) a inclusdo de pacientes com tumores em estagio avancado e/ou
que faleceram, cendrio que impossibilita ou dificulta significativamente o contato para
obtengao de consentimento adicional; e (ii) a auséncia de interferéncia no manejo clinico dos
participantes ou na necessidade de aconselhamento genético durante a pesquisa.

Quanto aos riscos, o estudo apresentou riscos minimos aos pacientes, restritos a
possibilidade de exposicdo acidental de dados confidenciais. Para mitigar esse risco, os
pesquisadores adotaram protocolos rigorosos de protecdo a privacidade, garantindo que as
informacbes coletadas fossem utilizadas exclusivamente para os objetivos do projeto.
Adicionalmente, os dados foram anonimizados, garantindo que a identificacdo direta ou
indireta dos participantes ndo seja possivel em quaisquer publicacbes ou divulgacdes

derivadas do estudo.

4.10 Inibicao de GLUD1 em macréfagos (KU Leuven, Bélgica)

Em colaboragdo com o Dr. Massimiliano Mazzone, da Catholic University of Leuven (KU
Leuven) — Leuven, Bélgica, realizei um estagio de pesquisa no exterior (BEPE-FAPESP, processo
n°® 2021/10922-9) com duracdo de 12 meses. adquiri expertise em diversas técnicas
avancadas, tais como injecdes ortotdpicas in vivo, processamento de amostras de sangue e
tecido tumoral, imunofluorescéncia, producdao e transducgdo de lentivirus, metabolomica,

isolamento de células mononucleares de sangue periférico por gradiente de Ficoll, isolamento
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de células imunes por beads magnéticas, além de protocolos de estimulacdo in vitro e
citometria de fluxo. Essas competéncias foram essenciais para o desenvolvimento do projeto
durante minha estadia no exterior e serdo de grande relevancia para os futuros projetos do
grupo de imuno-oncologia do HCB.

No laboratdrio do Dr. Mazzone, participei ativamente de um projeto focado na avaliacao
dos efeitos da inibicdo genética e farmacoldgica da enzima glutamato desidrogenase-1
(GLUD1) em macrofagos, investigando seu impacto no microambiente tumoral e na
degeneracdo muscular. Os resultados desse estudo foram submetidos para publicacdo em

periddico internacional The American Journal of Pathology (Anexo B).
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5 RESULTADOS

5.1 Dados clinico-patoldégicos

Como mencionado anteriormente, dados sobre pacientes com melanoma submetidos a
imunoterapia no HCB no periodo de 2011 a 2021 foram coletados dos sistemas de
gerenciamento de dados da instituicdo. Dos 269 pacientes submetidos as terapias com anti-
PD-1 e/ou anti-CTLA-4, 238 possuiam amostras disponiveis para as analises propostas neste
estudo e, portanto, foram incluidos.

As caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas e de tratamento dos pacientes estdo
demonstradas na Tabela 1. Aidade média ao diagnéstico foi de 53 anos (variando de 19 a 91
anos). Cinquenta e oito por cento dos pacientes eram do sexo masculino. O principal local de
acometimento do tumor primario foi os membros inferiores (30,3%), seguido pelo tronco
(21,8%). Em relacdo ao tratamento, 81,5% dos pacientes fizeram uso de agentes anti-PD-1 em
monoterapia, especialmente com o uso de Nivolumabe. A sobrevida global dos pacientes apds
o inicio da imunoterapia foi de 36,3% em 5 anos, com uma mediana de 18 meses (intervalo

de confianga de 95%: 13,9 — 24,2 meses; Figura 7).

Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 238 pacientes com melanoma
avancado tratados com imunoterapia no Hospital de Cancer de Barretos no periodo de 2011 a 2021.

Caracteristica n =238 Porcentagem (%)
Sexo
Masculino 138 58,0
Feminino 100 42,0
Cor da pele
Branco 203 85,3
N3o branco 35 14,7
Localizacdo da lesdao
Membros inferiores 72 30,3
Tronco 52 21,8
Cabeca e pescoco 47 19,7
Membros superiores 24 10,1
Outro 10 4,2
Primario desconhecido 33 13,9
Tipo histolégico
Nodular 62 26,1
Extensivo superficial 51 21,4
Lentiginoso acral 49 20,6
Outros 23 9,7
N3o classificavel 53 22,3

(continua na proxima pagina...)



26

Tabela 1 (continuagao) - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 238 pacientes com

melanoma avangado tratados com imunoterapia no Hospital de Cancer de Barretos no periodo de
2011 a 2021.

Caracteristica n =238 Porcentagem (%)
Mutacao BRAF V600
Mutado 84 35,3
Selvagem 116 48,7
N&o realizou teste 38 16,0
Mutagao NRAS
Mutado 10 4,2
Selvagem 75 31,5
N3o realizou teste 153 64,3
Medicamento
Nivolumabe (anti-PD-1) 131 55,0
Pembrolizumabe (anti-PD-1) 63 26,5
Ipilimumabe (anti-CTLA-4) 31 13,0
Nivolumabe + NKTR-214 (agonista da via de IL-2) 10 4,2
Nivolumabe + ipilimumabe 3 1,3
Linha de tratamento
Primeira 134 56,3
Segunda 71 29,8
Maior ou igual a terceira 33 13,9
Ciclos de terapia
<3 41 17,2
3-9 98 41,2
210 83 34,9
Desconhecido 16 6,7
Resposta ao tratamento
Progressao de doenca (PD) 122 51,3
Doenga estavel (DE) 44 18,5
Resposta parcial (RP) 34 14,3
Resposta completa (RC) 13 5,5
Tratamento adjuvante = SEDO 25 10,5

Intervalo entre coleta da amostra e tratamento com
ICl, em meses
Amostras tumorais, mediana (minimo - maximo) 21,5 (1,3 -202,3)
Amostras de plasma, mediana (minimo — méximo) 7,1(0,0-65,9)
SEDO: Sem evidéncia de doenca; ICl: inibidores de checkpoint imune.
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Figura 7 - Sobrevida pds imunoterapia de 233 pacientes com melanoma tratados com imunoterapia
no Hospital de Cancer de Barretos entre 2011 e 2021. A mediana de sobrevida observada foi de 18

meses. Cinco pacientes foram excluidos da andlise devido a auséncia de informacdes de seguimento.

Durante o periodo do estudo, observou-se um aumento nas solicitacbes de
imunoterapia (Figura 8), sendo 2019 o ano com mais pacientes iniciando tratamento com essa
modalidade terapéutica no HCB. Entretanto, houve uma queda no numero de pacientes
iniciando tratamento com ICls em 2020, onde 27,9% (12/43) destes foram incluidos em
ensaios clinicos pela Unidade de Pesquisa Clinica do hospital. Essa queda nos ultimos ano se
deu provavelmente ao impacto da pandemia do SARS-CoV-2 no nosso sistema Unico de saude,

o que dificultou ainda mais o acesso a essa medicacdo de alto custo.
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Figura 8 - Distribuicdo anual de 238 pacientes com melanoma avangado tratados com inibidores de

checkpoint imunolégico no Hospital de Cancer de Barretos entre 2011 e 2021.

5.2 Avaliagdao de PD-L1 no tumor

Relacionado as analises de PD-L1, o levantamento de todos os blocos e laminas de
parafina dos pacientes foi realizado. Dos 238 pacientes do estudo, 3 (1,3%) pacientes ndo
possuiam tecido tumoral parafinado para esta etapa, restando 235 pacientes para analise de
expressdo proteica de PD-L1 por imuno-histoquimica. Além disso, 25 pacientes receberam
tratamento com ICI como terapia adjuvante, isto é, sem evidéncia de doenca ativa durante o
tratamento, e, portanto, foram excluidos da analise. Os dados relacionados a esses pacientes
tratados de forma adjuvante no hospital serdao examinados posteriormente pelo grupo. Assim,
os resultados apresentados aqui sdo baseados em 210 pacientes submetidos a imunoterapia
em um contexto paliativo e foram publicados na revista Diagnostics em margo de 2023
(ANEXO C)°.

Todos os 210 pacientes foram submetidos a analise de expressao de PD-L1. A origem
das amostras analisadas dependeu da disponibilidade de blocos de FFPE no Departamento de
Patologia do hospital. Aproximadamente 54% dos pacientes possuiam amostra de tumor
primario armazenada, enquanto os demais pacientes possuiam amostras de tecido tumoral
metastdtico disponiveis, sendo estas provenientes de ndédulos subcutaneos, linfonodos ou

outros drgdos distantes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Disponibilidade e origem das amostras de tecido tumoral incluidas em parafina de 210
pacientes com melanoma do Hospital de Cancer de Barretos para andlise de expressdao de PD-L1 por
imuno-histoquimica.

Tipo de amostra disponivel (FFPE) Pacientes (n) %

Tumor primario 113 53,8
Metdastase subcutanea 59 28,1
Metastase linfonodal 21 10,0
Metdstase outros drgaos 17 8,1

FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded

Todas as amostras foram separadas e as laminas mais representativas de tumor foram
selecionadas e coradas para PD-L1 por imuno-histoquimica, com auxilio da patologista Dra.
lara Santana. A avaliacdo da expressdao deste marcador foi realizada utilizando-se os dois
scores (TPS e CPS), sendo que 44 (21,0%) amostras foram consideradas positivas, com
expressdo de PD-L1 superior a 1%, enquanto 166 (79,0%) amostras foram consideradas
negativas (Figura 9). Uma correlacdo positiva entre os dois scores foi encontrada (correlagao

de Pearson = 0.987, p< 0,001, Figura 10).

PD-L1 NEGATIVE (200x) ;

|

PD-L1 POSITIVE (200x)

Figura 9 - Detecgdo de PD-L1 por imuno-histoquimica utilizando o anticorpo E1L3N. As imagens foram
obtidas por microscopia dptica com magnificagdo original de 200x. A figura apresenta exemplos

representativos de expressao de PD-L1 negativa e positiva.
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Figura 10 - Andlise de correlacdo de Pearson entre o Tumor Proportion Score (TPS) e o Combined
Positive Score (CPS) na avaliacdo da expressdo de PD-L1 em amostras de pacientes com melanoma

avancado.

As caracteristicas clinicas dos pacientes e as caracteristicas moleculares das amostras
tumorais foram avaliadas como preditores de resposta ao tratamento com ICl. Os pacientes
foram classificados em dois grupos, respondedores e ndo respondedores, compreendendo 83
e 127 pacientes, respectivamente.

Encontramos que a expressao de PD-L1 inferior a 1% nas células tumorais e imunes, a
linha de tratamento imunoterapéutico diferente da primeira linha, o subtipo histolégico
lentiginoso acral e o tratamento com anti-CTLA-4 em monoterapia estavam associados a

piores respostas ao tratamento (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 210 pacientes com melanoma
avancado tratados com inibidores de checkpoint imunoldgico, estratificados por grupos de resposta a
terapia.

Todos Respondedores Nao-respondedores

Caracteristica Categoria n=210(%) n=83(%) n =127 (%)
Sexo Masculino 123 (58,6) 47 (56,6) 76 (59,8) 0,669
Feminino 87 (41,4) 36 (43,4) 51 (40,2)
Subtipo Nodular 38 (18,1) 15 (18,1) 23 (18,1) 0,020
histoldgico Lentiginoso acral 37 (17,6) 11 (13,3) 26 (20,5)
Extensivo superficial 31 (14,8) 20 (24,1) 11 (8,7)
Outros 22 (10,5) 7 (8,4) 15(11,8)
Missing 82 (39,0) 30(36,1) 52 (40,9)

(continua na préxima pagina...)
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Tabela 3 (continuagdo) - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 210 pacientes com
melanoma avangado tratados com inibidores de checkpoint imunoldgico, estratificados por grupos de
resposta a terapia.

Todos Respondedores Nao-respondedores

Caracteristica Categoria n=210(%) n=83(%) n=127 (%)
Localizagao tumor Membros inferiores 66 (31,4) 20(24,1) 46 (36,2) 0,245
primario Tronco 45 (21,4) 23 (27,7) 22 (17,3)

Cabeca e pescoco 39 (18,6) 15 (18,1) 24 (18,9)

Membros superiores 22 (10,5) 10 (12,0) 12 (9,4)

Outros 9 (4,3) 2(2,4) 7 (5,5)

Primario oculto 29 (13,8) 13 (15,7) 16 (12,6)
Estadiamento pré-Ill irressecavel 9 (4,3) 2(2,4) 7 (5,5) 0,249
imunoterapia IV (M1A) 32 (15,2) 10 (12,0) 22 (17,3)

IV (M1B) 52 (24,8) 26 (31,3) 26 (20,4)

IV (M1C) 58 (27,6) 20 (24,1) 38(29,9)

IV (M1D) 36 (17,1) 12 (14,5) 24 (18,9)

Missing 23 (11,0) 13 (15,7) 10 (7,9)
BRAF status V600 mutado 77 (36,7) 38 (45,8) 39(30,7) 0,132

Selvagem 106 (50,5) 40 (48,2) 66 (52,0)

Missing 27 (12,9) 5 (6,0) 22 (17,3)
NRAS status Mutado 10 (4,8) 2(2,4) 8(6,3) 0,094

Selvagem 67 (31,9) 34 (41,0) 33(26,0)

Missing 134 (63,3) 47 (56,6) 86 (67,7)
Droga do Anti-PD1 172 (81,9) 73 (88,0) 135 (81,8) 0,009
tratamento Anti-CTLA-4 28 (13,3) 4 (4,8) 24 (18,9)

Anti-PD-1 + IL-2 8(3,8) 4 (4,8) 4(3,1)

agonista

Anti-PD-1 + anti- 2 (1,0) 2(2,4) 0(0,0)

CTLA-4
Linha de Primeira 113 (53,8) 56 (67,5) 57 (44,9) 0,001
tratamento da Segunda 67 (31,9) 23 (27,7) 44 (34,6)
imunoterapia Igual ou maior quea 30 (14,3) 4 (4,8) 26 (20,5)

terceira
Resposta ao Progressao de doenga 127 (60,5) - 127 (100,0) -
tratamento (PD)

Doenca estavel (DE) 34 (16,2) 34 (41,0) -
Resposta parcial (RP) 36 (17,1) 36 (43,4) -
Resposta completa 13 (6,2) 13 (15,7) -

(RC)
Espressao de PD- Negativa (<1%) 166 (79,0) 57 (68,7) 109 (85,8) 0,005
L1 Positiva (>1%) 44 (21,0) 26 (31,3) 18 (14,2)

Em seguida, as varidveis status de mutacao BRAF, droga utilizada no tratamento com
ICl, linha de tratamento com ICI e expressao de PD-L1 foram incluidas na analise de regressao
logistica multivariada. A expressao de PD-L1 (p = 0,010) e a linha de tratamento que a ICl foi

utilizada (p = 0,002) permaneceram como varidveis independentes no modelo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Anadlises univariada e multivariada para avaliagdo do impacto das caracteristicas clinicas e
moleculares na falha de resposta terapéutica em pacientes com melanoma avancado tratados com
inibidores de checkpoint imune.

Andlise Raz3o de risco Andlise
Caracteristica Categoria Univariada Multivariada
(95% IC)
p p
BRAF status V600 mutado Referéncia
Selvagem 0,132 1,30 (0,69-2,44) 0,420
Missing = 27
Droga do Anti-PD1 Referéncia
tratamento  Anti-CTLA-4 0,712 (0,179-2,824) 0,629
Anti-PD-1 + Anti-CTLA-4 0,009 0,0 (0,0-0,0) 0,999
Anti-PD-1 + IL-2
nt . ¥ 0,999 (0,227-4,402) 0,999
agonista
Linha de Primeira Referéncia
tratamento da segunda 0.001 1,651 (0,871-3,132) 0,125
ICI i i ’
Maior ou igual a 6,087 (1,970-18,812) 0,002
terceira
Expressdo de  Negativa (<1%) Referéncia
- 0,005
PD-L1 Positiva (>1%) 0,394 (0,193-0,803) 0,010

IC: intervalo de confianca

Curvas de Kaplan-Meier foram usadas para estimar a sobrevida dos pacientes apos o
inicio do tratamento imunoterapico, comparando as curvas baseando-se nas caracteristicas
clinicas e moleculares dos pacientes (Tabela 3). Uma reducdo significativa no tempo de
sobrevida global foi observada em pacientes submetidos a linha de tratamento com ICI fora
da primeira linha (mediana de 6,3 meses para terceira linha e 9,6 meses para segunda linha
versus 22,1 meses para primeira linha; p < 0,001; Figura 11A), ao uso de terapias anti-CTLA-4
(mediana de 7,2 meses versus 15,9 meses para anti-PD-1; p = 0,013; Figura 11B), ao subtipo
histoldgico lentiginoso acral (9,7 meses versus mais de 15 meses para os outros subtipos; p =
0,009; Figura 11C), ao status selvagem da mutacdo BRAF V600 (mediana de 12,0 meses versus
27,7 meses para casos mutados; p = 0,009; Figura 11D) e a expressao negativa de PD-L1

(mediana de 12,8 meses versus 25,3 meses para expressao positiva; p = 0,049; Figura 11E).
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Figura 11 - Associagdo entre a sobrevida pds imunoterapia e varidveis clinicas e moleculares em 209
pacientes com melanoma tratados com inibidores de checkpoint imune (ICl). A analise incluiu: A) linha
de tratamento sistémico com ICI (primeira linha vs. subsequentes), B) tipo de ICI utilizado (anti-PD-1
vs. anti-CTLA-4), C) subtipo histolégico do melanoma, D) status da mutagdo BRAF V600 (mutado vs.
selvagem), e E) expressdo tumoral de PD-L1 (positiva vs. negativa). Um paciente foi excluido da analise

devido a perda de seguimento.
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Como os pacientes com melanoma sdo tratados com ICls no cendrio metastatico,
realizamos as andlises de associacdo entre resposta ao tratamento e sobrevida pods
imunoterapia estratificadas pelo tipo de amostra analisada (tumor primario [n = 113] ou
metastase [n = 97]). Observamos que a expressao de PD-L1 se mostrou significativamente
associada a resposta ao tratamento (p = 0,006; Figura 12A) e a sobrevida pds imunoterapia (p
= 0,048; Figura 12B) exclusivamente nas amostras metastaticas. Esse resultado reforca que,
no contexto metastatico, a expressdo de PD-L1 mantém seu papel como um marcador
preditivo relevante para a resposta terapéutica e a sobrevida em pacientes com melanoma

tratados com ICls.

p = 0.3087 p=0.0057 o
Amostra

Resposta a ICI

.
.
.
Survival probability

BH Noo respondedor
.. ES Respondedor

% PD-L1

p=0.048

. . -
. . .
-e - . Survival Following Immunotherapy (months)
- ..
Number at risk

Amostra -

Figura 12 - Associacdao da expressao de PD-L1 com resposta ao tratamento e sobrevida em 210
pacientes com melanoma tratados com inibidores de checkpoint imunolégico (ICl), estratificada por
tipo de amostra analisada (tumor primdrio [n = 113] e metdstases [n = 97]). A) A expressao positiva de
PD-L1 mostrou-se significativamente associada a resposta ao tratamento e B) a sobrevida pds

imunoterapia prolongada apenas nas amostras metastaticas.

5.3 Avaliacao de imunomediadores no plasma

Para a andlise do perfil de imunomediadores presente no plasma dos pacientes, foi
realizado um levantamento de amostras disponiveis no Biobanco da instituicdo. Dentre os
individuos que fizeram imunoterapia com anti-PD-L1 ou anti-CTLA-4, 90 possuiam amostras
de sangue coletadas, processadas e armazenadas no setor, e foram incluidos para avaliacao
do perfil de citocinas através da técnica de CBA. Dentre os pacientes analisados, 6 foram
submetidos ao tratamento com imunoterapia no contexto adjuvante, e por isso nao foi
possivel determinar o grupo de resposta ao quais eles pertenciam, uma vez que todos estavam

sem evidéncia de doenca e este quadro se manteve durante todo o tratamento. Sendo assim,
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para as analises de associacdo com resposta, 84 pacientes foram avaliados. Os dados clinicos
destes pacientes estdo apresentados na Tabela 5. A maioria dos pacientes (82,2%) foi tratada
com terapias anti-PD-1, em monoterapia, e 57,8% deles apresentaram progressao de doenga
apos o tratamento imunoterdpico. Novamente, a distribuicdo dos pacientes nos grupos de

resposta foi uniforme em relagdo as caracteristicas clinicas (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 84 pacientes com melanoma
avancado tratados com imunoterapia baseada em inibidores de checkpoint imune, cujas amostras de
plasma estavam disponiveis no Biobanco.

. Respondedor Na&o-respondedor
Caracteristica P P

(n=32) (n=52)
Sexo
Masculino 21 (65,6%) 28 (53,8%) 0,364
Feminino 11 (34,4%) 24 (46,2%)
Idade, mediana em anos (minimo — maximo) 54 (27 - 77) 56 (26 — 75) 0,822
Cor da pele
Branca 26 (83,8%) 42 (87,5%) 0,454
Preta 1(3,2%) 0(0,0%)
Parda 4 (12,9%) 6 (12,5%)
Exposigao solar
Nenhuma 9 (33,3%) 16 (35,6%) 0,947
Intermitente 2 (7,4%) 4 (8,9%)
Cronica 16 (59,3%) 25 (55,6%)
Sem informacao (n=9)
Localizacdo da lesao
Membros inferiores 9(28,1%) 16 (30,8%) 0,987
Tronco 6 (18,8%) 9(17,3%)
Cabeca e pescoco 7 (21,9%) 10 (19,2%)
Membros superiores 5(15,6%) 7 (13,5%)
Primario desconhecido 4(12,5%) 9(17,3%)
Outros 1(3,1%) 1(1,9%)
Tipo histolégico
Nodular 7 (21,9%) 14 (26,9%) 0,706
Extensivo superficial 8 (25,0%) 7 (13,5%)
Lentiginoso acral 3(9,4%) 9(17,3%)
Nao classificavel 6 (18,8%) 11 (21,2%)
Outros 8 (25,0%) 11 (21,2%)
Estadiamento ao diagndstico
I 0 (0,0%) 3 (6,5%) 0,440
Il 9 (34,6%) 19 (41,3%)
1l 12 (46,2%) 15 (32,6%)
vV 5(19,2%) 9 (19,6%)

(continua na proxima pagina...)
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Tabela 5 (continuagdo) - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 84 pacientes com
melanoma avangado tratados com imunoterapia baseada em inibidores de checkpoint imune, cujas
amostras de plasma estavam disponiveis no Biobanco.

. .. Respondedor N&do-respondedor
Caracteristica P P

(n=32) (n=52)
Estadiamento pré-imunoterapia
Il irresecavel 2 (6,3%) 0 (0,0%) 0,143
IV (M1A) 1(3,1%) 4(7,7%)
IV (M1B) 16 (50,0%) 17 (32,7%)
IV (M1C) 7 (21,9%) 18 (34,6%)
IV (M1D) 6 (18,8%) 13 (25,0%)
Numero de sitios de metastase visceral
0-1 21 (65,6%) 26 (50,0%) 0,271
2-3 6 (18,8%) 18 (34,6%)
4-5 5(15,6%) 8 (15,4%)
Mutacao BRAF V600
Mutado 16 (50,0%) 17 (36,2%) 0,075
Selvagem 14 (43,8%) 30(63,8%)
Inconclusivo 2 (6,3%) 0(0,0%)
Expressdo de PD-L1
Negativa (<1%) 19 (61,3%) 42 (84,0%) 0,033
Positiva (>1%) 12 (38,7%) 8 (16,0%)
Medicamento
Nivolumabe (anti-PD-1) 20 (62,5%) 33 (63,5) 0,824
Pembrolizumabe (anti-PD-1) 9 (28,1%) 12 (23,1)
Ipilimumabe (anti-CTLA-4) 1(3,1%) 4(7,7%)
Nivolumabe + NKTR-214 (agonista da via de IL-2) 2 (6,3%) 3 (5,8%)
Linha de tratamento
Primeira 19 (59,4%) 25 (48,1%) 0,311
Segunda 11 (34,4%) 18 (34,6%)
Maior ou igual a terceira 2(6,3%) 9(17,3%)
Resposta ao tratamento
Progressao de doenca (PD) - 52 (100,0%) -
Doenca estavel (DE) 14 (43,8%) -
Resposta parcial (RP) 12 (37,5%) -
Resposta completa (RC) 6 (18,8%) -

A concentracdo de citocinas liberadas no plasma foi determinada utilizando o CBA
Analysis software e baseada na curva padrdo. A concentracdo detectada de cada uma das 7

citocinas avaliadas esta demonstrada na Figura 13.
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Figura 13 - Concentragdo (pg/mL) das sete citocinas analisadas no plasma de 84 pacientes com
melanoma avang¢ado submetidos a imunoterapia no Hospital de Cancer de Barretos. As dosagens
foram realizadas utilizando a técnica de Cytometric Bead Array (CBA), com detecgdo por citometria de

fluxo.

A fim de compreender melhor o perfil inflamatdrio dos pacientes, razdes entre as
citocinas pré- e anti-inflamatérias foram calculadas. Os valores foram dicotomizados para alta
e baixa concentracdo, de acordo com cada citocina. Exceto para as citocinas IL-6 e IL-10, o
valor de corte para esta dicotomizacdo foi 0 pg/mL, ou seja, todos os pacientes que tiveram
qualquer concentracdo acima deste valor foram classificados no grupo de alta concentracgao.
Para a IL-6, o valor de corte foi 3,29 pg/mL e para a IL-10, o valor de corte foi 1,39 pg/mL. A
partir da classificagdo, tais citocinas foram comparadas entre os grupos de pacientes
respondedores e ndo respondedores para a imunoterapia com ICls (Tabela 6).

Foi observado que 65,6% (21/32) dos pacientes respondedores foram classificados no
grupo com baixa liberagdo plasmatica de IL-6, enquanto 69,2% (36/52) dos ndo respondedores
foram classificados no grupo com alta concentragao (p = 0,003). A razdo aumentada entre as
citocinas IL-6/1L-10 também foi associada a ndo resposta dos pacientes (p = 0,003). As demais

citocinas e razdes ndo foram associadas a resposta ao tratamento imunoterdpico (Tabela 6).
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Tabela 6 - Associagdo entre os niveis de citocinas e razdes imunes, quantificados por Cytometric Bead
Array (CBA), e a resposta terapéutica e sobrevida em 84 pacientes com melanoma tratados com
inibidores de checkpoint imune.

Respondedor  Nao-respondedor

Log rank p

Caracteristica p (resposta)

n=32 (%) n=52 (%) (sobrevida pos ICI)

IL-17A
Baixo 21 (65,6) 29 (55,8) 0,493 0,290
Alto 11 (34,4) 23 (44,2)

IFN-y
Baixo 14 (43,8) 25 (48,1) 0,822 0,486
Alto 18 (56,3) 27 (51,9)

TNF
Baixo 23 (71,9) 40 (76,9) 0,614 0,677
Alto 9(28,1) 12 (23,1)

IL-10
Baixo 18 (56,3) 23 (44,2) 0,369 0,010
Alto 14 (43,8) 29 (55,8)

IL-6
Baixo 21 (65,6) 16 (30,8) 0,003 0,589
Alto 11 (34,4) 36 (69,2)

IL-4
Baixo 26 (81,3) 41 (78,8) 1,000 0,001
Alto 6 (18,8) 11 (21,2)

IL-2
Baixo 28 (87,5) 44 (84,6) 1,000 0,378
Alto 4 (12,5) 8(15,4)

Razdo IL-17A/IL-10
Baixo 23 (88,5) 32(72,7) 0,144 0,788
Alto 3(11,5) 12 (27,3)
Missing (n = 14)

Razdo IL-6/I1L-10
Baixo 18 (69,2) 14 (31,8) 0,003 0,816
Alto 8(30,8) 30 (68,2)
Missing (n = 14)

Razdo IFN-y/IL-10
Baixo 14 (53,8) 23 (52,3) 1,000 0,269
Alto 12 (46,2) 21(47,7)

Missing (n = 214)

ICl: inibidores de checkpoint imunoldgico

Relacionado a sobrevida dos pacientes, observamos que maiores concentragdes
plasmaticas de IL-4 e IL-10 correlacionaram-se significativamente com uma menor sobrevida
global apds o inicio da terapia com ICI (p = 0,001 e p = 0,010, respectivamente; Tabela 6,
Figuras 14A e 14B). Nenhuma das razdes imunes adicionais avaliadas demonstrou diferenca
significativa nas curvas de sobrevida dos pacientes. Adicionalmente, combinagdes envolvendo

IL-17A, IL-2 e IL-4 ndo foram exploradas, uma vez que essas citocinas ndo foram detectadas
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no plasma da maioria dos pacientes da casuistica analisada, limitando a avaliacdo de seu

potencial impacto clinico.

A IL-4 == High == Low B IL-10 == High =~ Low

Survival probability
Survival probability

p = 0.001 *#1 p=0.01

30 40 50 60 ) 1 50

10 20 10 20 30 40 §
Survival following immunotherapy (months Survival following immunotherapy (months)
Number at risk Number at risk
High 17 1 5 4 2 1 ( High
Low 7 63 43 29 21 1€ 1 Low

Figura 14 - Sobrevida global apds imunoterapia em pacientes com melanoma avangado (n = 84),
estratificada pela concentragdo plasmatica das citocinas A) IL-4 e B) IL-10, comparando grupos com

alta e baixa concentrag¢do. A mediana (med.) de sobrevida (em meses) é indicada para cada grupo.

As varidveis concentragao plasmatica de IL-6, expressdao de PD-L1 e mutacdao em BRAF
foram incluidas em uma regressdo logistica multivariada para predicdo de resposta a
imunoterapia. IL-6 e PD-L1 se mantiveram como significativas no modelo (Tabela 7). Pacientes
com altas concentra¢bes de IL-6 tiveram 3,5 vezes mais risco de n3ao responderem ao
tratamento com ICls, enquanto pacientes com expressdo negativa de PD-L1 (< 1%)

demonstraram 4,8 vezes mais risco de falha na resposta ao tratamento.

Tabela 7 - Andlise de regressao logistica binaria uni- e multivariada para predicdo de falha de resposta
a imunoterapia em pacientes com melanoma avancgado tratados com inibidores de checkpoint imune
no Hospital de Cancer de Barretos entre 2011 e 2021.

Andlise Univariada Razdo derisco Analise Multivariada

Caracteristica Categoria
p (95% IC) P
Concentragdo de IL-6 Baixa 0,003 Referéncia -
Alta 3,53 (1,23 -10,09) 0,019
Expressdo de PD-L1 Positiva 0,033 Referéncia -
Negativa 4,84 (1,44 — 16,27) 0,011
Status de BRAF Mutado 0.075 Referéncia -
Selvagem ’ 1,76 (0,62 - 5,05) 0,291

IC: intervalo de confianca
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5.4 Painel de expressao génica

Para a etapa de andlise de expressao génica pela técnica nCounter da Nanostring, 35
pacientes foram incluidos. Os dados clinico-patoldgicos desta coorte estao descritos na Tabela
8, estratificados por resposta as terapias anti-PD-1. A mediana de idade ao diagnéstico dos
pacientes foi de 58 anos (minimo de 24 e maximo de 78 anos). Assim como demonstrado
anteriormente, a maioria dos pacientes era do sexo masculino (62,9%), com lesdes em
membros inferiores (34,3%), com tumores do subtipo nodular (34,3%) e sem mutacdo no gene
BRAF (68,6%). Ainda, 62,9% dos pacientes foram tratados com imunoterapia como primeira
linha de tratamento, e 48,6% dos pacientes tiveram progressao de doenga apds o tratamento
imunoterapico, enquanto 25,7% dos pacientes tiveram resposta parcial ou completa. Nos
respondedores, a duracdo mediana da resposta ao tratamento foi de 30,38 meses.

A distribuicdo dos pacientes entre os grupos de resposta foi homogénea em relagao as
caracteristicas clinicas (p > 0,05; Tabela 8), indicando que as diferencas na resposta ao
tratamento ndo foram impulsionadas por esses fatores basais. No entanto, o estadiamento ao
diagnéstico foi identificado como um preditor de resposta a imunoterapia (p = 0,024), com
pacientes diagnosticados nos estadios Ill ou IV apresentando maior probabilidade de
responder ao tratamento. Esses achados indicam uma possivel influéncia de mecanismos

moleculares subjacentes na determinacao da eficicia terapéutica.

Tabela 8 - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 35 pacientes com melanoma
avanc¢ado tratados com anti-PD-1 submetidos a andlise de expressdao génica utilizando o painel
NanoString nCounter Immunology V2, estratificados por resposta a terapia.

Caracteristica Respondedor N3o-respondedor .
(n=18) (n=17)
Sexo
Masculino 12 (66,7%) 10 (58,8%) 0,631
Feminino 6 (33,3%) 7 (41,2%)
Idade, mediana em anos (minimo 58 (24 - 78) 57 (33 -178) 0,636
— maximo)
Exposicao solar
Nenhuma 4(22,2%) 4 (23,5%) 0,510
Intermitente 0(0,0%) 1(5,9%)
Cronica 9 (50,0%) 10 (58,8%)
Sem informagao 5(27,8%) 2(11,8%)
Comorbidade imunometabdlica
Nao 14 (77,8%) 13 (76,5%) 0,926
Sim 4(22,2%) 4 (23,5%)

(continua na préxima pagina...)
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Tabela 8 (continuagdo) - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 35 pacientes com
melanoma avangado tratados com anti-PD-1 submetidos a analise de expressdo génica utilizando o
painel NanoString nCounter Immunology V2, estratificados por resposta a terapia.

Caracteristica Respondedor Nao-respondedor
(n=18) (n=17)
Localizacdo da lesdao
Membros inferiores 6 (33,3%) 6 (35,3%) 0,964
Tronco 2(11,1%) 1(5,9%)
Cabeca e pescoco 3(16,7%) 4 (23,5%)
Membros superiores 4 (22,2%) 3(17,6%)
Outro 3(16,7%) 3(17,6%)
Tipo histolégico
Nodular 5(27,8%) 7 (41,2%) 0,785
Extensivo superficial 6 (33,3%) 5(29,4%)
Lentiginoso acral 4(22,2%) 4 (23,5%)
Outros 3(16,7%) 1(5,9%)
Estadiamento ao diagndstico
I 0(0,0%) 1(5,9%) 0,120
I 3(16,7%) 8 (47,1%)
I 13 (72,2%) 6 (35,3%)
v 2(11,1%) 2(11,8%)
Estadiamento ao diagndstico
categorizado
Inicial (1/11) 3 (16,7%) 9 (52,9%) 0,024
Avancado (l1I/IV) 15 (83,3%) 8(47,1%)
Estadiamento pré-imunoterapia
[l irressecavel 0 (0,0%) 1(5,9%) 0,296
v 18 (100,0%) 16 (94,1%)
Linfdcitos infiltrantes de tumor
(TILs)
Ausente 0(0,0%) 2(11,8%) 0,325
Presente inativo 11 (61,1%) 9(52,9%)
Presente ativo 7 (38,9%) 6 (35,3%)
Mutagdo BRAF V600
Mutado 6 (33,3%) 5(31,2%) 0,614
Selvagem 11 (61,1%) 11 (68,8%)
Expressao de PD-L1
Negativa (<1%) 15 (83,3%) 16 (94,1%) 0,316
Positiva (>1%) 3(16,7%) 1(5,9%)
ECOG/PS
0 5(31,2%) 6 (40,0%) 0,798
1 9 (56,2%) 8(53,3%)
2 2(12,5%) 1(6,7%)
Linha de tratamento
Primeira 10 (55,6%) 12 (70,6%) 0,475
Segunda 7 (38,9%) 5(29,4%)
Maior ou igual a terceira 1(5,6%) 0(0,0%)

(continua na préxima pagina...)
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Tabela 8 (continuagdo) - Caracteristicas clinico-patoldgicas e de tratamento dos 35 pacientes com
melanoma avangado tratados com anti-PD-1 submetidos a analise de expressdo génica utilizando o
painel NanoString nCounter Immunology V2, estratificados por resposta a terapia.

Caracteristica Respondedor Nao-respondedor
(n=18) (n=17)
Resposta ao tratamento
Progressdo de doenca (PD) - 17 (100,0%) -
Doenca estavel (DE) 9 (50,0%) -
Resposta parcial (RP) 7 (38,9%) -
Resposta completa (RC) 2(11,1%) -

Duracao da resposta a
imunoterapia, em meses?
Sobrevida pés imunoterapia, em
meses®

aDados expressos em mediana (minimo — maximo).

30,4 (8,3 — 66,2) ] ]

36,5(12,2-69,5) 6.7 (1,5-22,8) <0,001

A andlise de expressao diferencial entre pacientes respondedores e ndo respondedores
aos inibidores de PD-1 foi realizada, considerando-se um valor de fold change >1,5 ou <-1,5
e um p < 0,05. Foram encontrados 21 genes diferencialmente expressos entre os grupos
analisados (Figura 15), sendo 18 genes superexpressos nos pacientes nao respondedores, e 3

genes superexpressos nos pacientes respondedores.
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Figura 15 - Genes diferencialmente expressos nos pacientes respondedores (n = 18) e nédo
respondedores (n = 17) as terapias anti-PD-1. A esquerda (azul) destacam-se os 18 genes com
expressdo aumentada nos pacientes ndo-respondedores, e a direita (laranja), os 3 genes com

expressao aumentada em pacientes respondedores.
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Os dados de expressao de cada um dos 21 genes foram padronizados, convertidos em
z-score e estdo demonstrados na Figura 16, juntamente com as informacgdes de resposta ao
tratamento e informagdes clinicas relevantes. O agrupamento hierarquico destacou a
segregacao dos pacientes com base na expressdo desses genes, com grupos parcialmente
diferenciados. Além disso, foram integradas caracteristicas clinicas como idade, sexo, status

vital e cartucho experimental.

Sexo Idade Cartucho Status iRECIST Resposta
Feminino 80 Cc1 Vivo Doenga estavel B N3o respondedor
! Masculino c2 B Obito [ Progressao de doenga [ Respondedor
60
B Resposta parcial
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Figura 16 - Heatmap dos valores normalizados de expressao dos 21 genes diferencialmente expressos
entre respondedores (n = 18) e ndo respondedores (n = 17) a terapia com inibidores de PD-1.
A figura apresenta a expressdo génica normalizada (escores z) dos genes, com agrupamento
hierarquico destacando a segregacdo entre respondedores (ciano) e ndo respondedores (magenta). A
integracdo de caracteristicas clinicas e de resposta ao tratamento permite visualizar associacdes entre
padroes de expressdo génica e desfechos terapéuticos, reforcando o potencial desses genes como

biomarcadores preditivos.

Uma analise de enriquecimento de processos bioldgicos foi conduzida com foco nos 18
genes superexpressos em pacientes nao respondedores. As vias enriquecidas indicam uma
regulacdo positiva de genes associados a apresentagdo de antigenos, supressdo da produgao

de citocinas e inibicdo de vias de sinalizacdo criticas, como a via JAK-STAT (Figura 17). Esses
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mecanismos podem estar diretamente relacionados a resisténcia ao tratamento observada

Nnesses pa cientes.

Positive Regulation Of Leukocyte Cell-Cell Adhesion (GO:1903039)
Regulation Of Protein Modification Process (GO:0031399)
Negative Regulation Of Cytokine Production (GO:0001818)

0S| 042325)

IPeptide Antigen Assembly With Wil c Class 11 Protein Complex (G0:0002503)
IMHC Ciass i Protein Complex Assembly (G0:0002399)

INegative Regulation Of Receptor Signaling Pathway Via STAT (GO:1904893)
INEgatiVEREBUIBtIBRIB R  ceptor Signaling Pathway Via JAK-STAT (GO:0046426)

- Assembly With MHC Protein Complex (GO:0002501)
-bulin Production Involved In Immunoglobulin-Mediated Immune Response (GO:0002381)

Figura 17 - Andlise de enriquecimento de Processos Bioldgicos dos 18 genes superexpressos em
pacientes ndo respondedores ao tratamento com anti-PD-1. A andlise destaca vias envolvidas na
regulacdo imunoldgica e mecanismos de resisténcia, incluindo apresentagao de antigenos, supressao

de citocinas e inibigdo de vias de sinalizacao de receptores.

Os dados de expressdao génica foram analisados em modelo de regressdo logistica
bindria multiparamétrica. A partir desta analise, a combinacdo dos genes CD24, NFIL3, FN1 e
KLRK1 surgiu como preditor mais significativo de falha na resposta a terapia com anti-PD-1.
Esses quatro genes, que demonstraram superexpressao em pacientes ndo respondedores
(Figura 15), foram integrados ao calculo de um escore preditivo, utilizando os coeficientes da
regressao logistica e os niveis de expressao génica. O escore foi, entdo, avaliado em modelo
de curva ROC para avaliacdo do valor preditivo e determinacdo de ponto de corte para
classificacdo desta assinatura em alta ou baixa.

O modelo preditivo resultou em uma area sob a curva (AUC) de 0,935 (p < 0,001, Figura
18A). Com um ponto de corte de 6,36 para categorizar os pacientes em grupos de baixo e alto
escore, o modelo alcangou uma sensibilidade de 94,1% e uma especificidade de 88,9%. Além
disso, foi observado que pacientes com alto escore detinham taxas reduzidas de sobrevida
global (p < 0,001, Figura 18B), sobrevida pds imunoterapia (p < 0,001, Figura 18C) e sobrevida
livre de progressao (p < 0,001, Figura 18D) quando comparados aos pacientes com baixo
escore, demonstrando mais uma vez o potencial uso desta assinatura para predizer o

progndstico de pacientes com melanoma avangado tratados com anti-PD-1.
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Figura 18 - Valor progndstico da assinatura preditiva baseada em 4 genes (CD24, NFIL3, FN1 e KLRK1)
em pacientes com melanoma tratados com imunoterapia (n = 35). A) Curva ROC demonstrando a
acuracia preditiva da assinatura génica para resposta a imunoterapia com anti-PD-1. B) Sobrevida
global dos pacientes, estratificada por escores preditivos alto e baixo. C) Sobrevida apds o inicio da
imunoterapia, estratificada por escores preditivos alto e baixo. D) Sobrevida livre de progresséo,

comparando pacientes com escores alto e baixo.

A assinatura proposta, juntamente com a varidvel estadiamento ao diagndstico (inicial
vs. avancado), foi incluida em modelo de regressao logistica binaria multivariada para célculo
da taxa de risco relativo para predicdo de falha de resposta ao tratamento imunoterapico
(Tabela 9). Nesta analise, a assinatura génica foi o Unico preditor independente de resposta
(p<0,001), onde pacientes com valores altos no escore da assinatura de 4 genes tinham quase
230 vezes mais risco de ndo responderem ao tratamento com anti-PD-1 do que pacientes com

baixos valores do escore.
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Tabela 9 - Andlise de regressdo logistica bindria uni- e multivariada para predigdo de falha de resposta
a imunoterapia em pacientes com melanoma avancado.

Analise Univariada Razdo derisco Analise Multivariada

Caracteristica Categoria
p (95% IC) p
Score assinatura Baixo Referéncia -
génica Alto <0,001 226,85 (12,85 - < 0,001
4004,18)
Estadiamento ao Inicial (1/11) 0.024 Referéncia -
diagndstico Avancado (l1I/IV) ’ 0,40 (0,02 — 8,65) 0,557

IC: intervalo de confianca

Em uma andlise estratificada por estadiamento ao diagndstico, o escore dos 4 genes
previu com precisdo a resposta em todos os casos diagnosticados nos estéagios I/1l, com uma
AUC de 1,000 (p = 0,013; Figura 19A). A assinatura génica manteve-se significativa para casos

diagnosticados em estagios Ill/IV (AUC = 0,887; p = 0,003; Figura 19B).

Semamvey
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Figura 19 - Poder preditivo da assinatura de 4 genes para resposta a imunoterapia, estratificado por
estadiamento ao diagndstico dos pacientes. A) Curva ROC para predi¢do de resposta em pacientes com
estadiamentos | e Il ao diagndstico (n = 12). B) Curva ROC para predi¢do de resposta em pacientes com

estadiamentos lll e IV ao diagnéstico (n = 23).

Os resultados desta etapa do estudo foram submetidos ao periddico Journal of

Molecular Medicine (Anexo D).

5.5 Validagdo in silico da assinatura de expressao génica
O valor preditivo da assinatura proposta com base na expressdo dos 4 genes

selecionados foi validade em duas coortes independentes’* %, com dados de RNA-seq
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disponiveis. As caracteristicas dos pacientes de cada coorte estao demonstrados na Tabela

10.

Tabela 10 - Caracterizagao dos pacientes das coortes independentes de validagao, derivadas de
estudos previamente publicados. A coorte 1 é composta por 23 pacientes selecionados, enquanto a
coorte 2 inclui 26 pacientes.

Coorte 1 (GSE91061) Coorte 2 (GSE78220)
Nao- N3o-
Respondedor Respondedor
respondedor P respondedor P
(n=11) (n=14)
(n=12) (n=12)

Status BRAF

Selvagem 6 (54,5%) 8(66,7%) 0,552  8(57,1%) 6(50,0%)  0,552°

Mutado 5 (45,5%) 4 (33,3%) 6 (42,9%) 6 (50,0%)
Resposta a

imunoterapia
Doenca estdvel 5(45,5%) - - - - -

Resposta
. 4 (36,4%) - 10 (71,4%) -
parcial
Resposta
2 (18,2%) - 4 (28,6%) -
completa
Progressao de
- 12 (100,0%) - 12 (100,0%)
doenca
Sobrevida 30,10 (9,10- 13,35(3,30- 18,27 (12,13 9,93 (1,80 -
0,008¢ 0,002¢
(meses)? 40,90) 34,30) —-35,33) 23,47)

2Dados expressos em mediana (minimo - maximo)
b Teste de qui-quadrado
¢ Teste de Mann-Whitney

Na primeira coorte, a assinatura apresentou uma AUC de 0,758 (p = 0,036; Figura 20A)
para predicdo de resposta ao tratamento com anti-PD-1. Utilizando um ponto de corte de
0,745, a assinatura demonstrou uma sensibilidade de 66,7% e uma especificidade de 81,8%.
Na segunda coorte, uma AUC de 0,839 (p = 0,003; Figura 20B) foi demonstrada. Com um ponto
de corte de 1,72, a sensibilidade aumentou para 91,7% e a especificidade foi de 71,4%. Embora
pacientes com escores baixos na coorte 1 tenham apresentado uma tendéncia a maior
sobrevida global, o resultado n3do foi estatisticamente significativo (p = 0,076; Figura 20C). Ja
a coorte 2 confirmou a significancia da assinatura na predicdo de sobrevida, com escores mais

baixos associados a uma sobrevida global prolongada (p = 0,039; Figura 20D).
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Figura 20 - Validagdo do escore preditivo de 4 genes para resposta as terapias anti-PD-1 em duas

coortes independentes. A figura apresenta as curvas ROC da A) coorte 1 (GSE91061), composta por 23

pacientes, e da B) coorte 2 (GSE78220), com 26 pacientes, demonstrando a acuracia do escore na

predicdo de resposta ao tratamento. Além disso, sdo exibidas as associa¢bes dos escores com a

sobrevida global na C) coorte 1 e na D) coorte 2, estratificadas pelo valor 6timo de corte definido

utilizando a ferramenta Cutoff Finder.
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6 DISCUSSAO

Assim como em todo o mundo, a imunoterapia com ICls vem ganhando espago no
Brasil®. Embora esta modalidade tenha trazido melhoras para o tratamento do melanoma,
apenas uma parcela dos pacientes se beneficia de seu uso°. Portanto, é necessario explorar
mecanismos que possam prever a resposta ao tratamento, permitindo um melhor manejo dos
pacientes. Este estudo teve como objetivo investigar o perfil de expressao tumoral de PD-L1,
o perfil de expressdao génica e a concentracdo de citocinas plasmaticas como biomarcadores
preditivos de resposta a terapia com ICI em pacientes brasileiros com melanoma avangado
em um cenario de mundo real. Aqui, demonstramos que o uso de PD-L1, de uma assinatura
génica ou da concentracdo de IL-6, juntamente com informacgdes clinicas, como a linha e o
agente do tratamento imunoterapico, e moleculares, como mutag¢des em BRAF, poderiam ser
implementados no cenario clinico para identificar pacientes que poderiam se beneficiar dos
tratamentos com terapias de bloqueio de checkpoints imunes.

O microambiente tumoral influencia a eficacia dos tratamentos imunoterdpicos e
permite a identificacdo de possiveis estratégias para melhorar as respostas terapéuticas,
visando a interacdo entre células tumorais e células imunes. Como exemplo, a matriz
extracelular densa e a formacdo anormal de vasos sanguineos podem limitar a infiltracdo e a
distribuicdo de agentes imunoterapicos dentro do tumor, reduzindo sua eficacia®’. As células
tumorais podem produzir fatores que suprimem as respostas imunoldgicas, como as proteinas
PD-L1 que se ligam aos receptores correspondentes PD-1 nos linfdcitos T, levando a exaustao
destes e a respostas antitumorais prejudicadas®® °°. Além disso, o microambiente tumoral
pode recrutar células imunes reguladoras, como linfdcitos T reguladores e células supressoras
derivadas de mieloides, que suprimem ainda mais a atividade antitumoral®00 10,

Os biomarcadores fornecem sinais biolégicos que ajudam a identificar os melhores

102 Exjste uma

candidatos para tratamentos sistémicos do cancer com maior precisao
necessidade crescente de biomarcadores para serem usados no dia a dia de um centro
oncolégico, sendo que o custo deve ser viavel para a expansao para toda a popula¢dao. No
Brasil, por exemplo, o Sistema Unico de Satide n3o consegue cobrir todos os custos para a
aplicagdo generalizada desse tratamento, e os efeitos adversos relacionados a terapia

também acarretam custos substanciais para o servico publico, reforcando a demanda por

biomarcadores para orientar as indica¢Ges terapéuticas e reduzir as desigualdades na
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saudel®19 para aimunoterapia, essa abordagem personalizada é especialmente importante,
pois pode aumentar as taxas de sucesso do tratamento, reduzindo o risco de efeitos
colaterais!®, Diversos estudos identificaram biomarcadores promissores para varios tipos de
cancer, como a expressdo de PD-L1%%7, a carga mutacional do tumor!®®, status de instabilidade
de microssatélites'®®, a interacdo entre ICI e o microambiente tumoral*l®, e assinaturas
génicas!!!. No entanto, o cendrio do melanoma ainda carece de marcadores aprovados e
validados!t2114,

Em estudos clinicos, a expressdo tumoral de PD-L1 é considerada um preditor
insuficiente da resposta objetiva aos ICls, onde os pacientes se beneficiam do tratamento
independentemente dos niveis de expressdo de PD-L1 detectados?® 3% 3>, corroborando com
0 nosso estudo, onde demonstramos que a expressdao de PD-L1 esteve significativamente
associada a resposta ao tratamento e a sobrevida pds-imunoterapia nas amostras de tecido
tumoral metastatico. Isso pode ser explicado por sua expressdo dindmica e heterogéneal!™
116 que varia de acordo com a progressdo da doenca'!’ e diferentes protocolos de tratamento,
incluindo a imunoterapia®*. Além disso, varias razdes poderiam explicar a heterogeneidade
nos niveis de expressdo de PD-L1 como biomarcador previsivel de resposta: diferencas nas
amostras de tecido, valor de corte para considerar positiva sua expressao, uso de TPS ou CPS,
bem como a técnica de detecgao utilizada. Neste estudo, 34,3% dos pacientes com expressao
negativa de PD-L1 apresentaram respostas objetivas apds o tratamento com ICl, sugerindo
que seu uso deve ser combinado com outras varidveis clinicas relevantes na pratica da
especialidade. Uma comparagdo entre a positividade de PD-L1, que variou de 21,0% a 81,7%,
e as taxas de resposta objetiva em pacientes sem expressao desse biomarcador, que variaram
de 20,7% a 37,9%, é apresentada na Tabela 11, em conjunto com os resultados obtidos neste

estudo, permitindo contextualizar nossos achados em relagao a literatura existente.

Tabela 11 - Comparacgao da positividade de PD-L1 e taxas de resposta em casos com expressdo negativa
de PD-L1 em pacientes com melanoma tratados com imunoterapia em diferentes populagGes.

Estudo Clone (IHC) Populagdo n PD-L1 Resposta objetiva em
(Estudo clinico) pos (%) casos PD-L1 neg (%)

Sorroche et al.®®* E1L3N Brasil 210 21,0 34,3

Taube et al.118 5H1 EUA 110 39,0 N3o avaliado

Carlino et al.11? 22C3 Multicéntrico 821 81,7 20,7

(KEYNOTE-006)

(continua na préxima pagina...)
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Tabela 11 (continuagdo) - Comparacgdo da positividade de PD-L1 e taxas de resposta em casos com
expressao negativa de PD-L1 em pacientes com melanoma tratados com imunoterapia em diferentes
populagdes.

Estudo Clone (IHC) Populagdo n PD-L1 Resposta objetiva em
(Estudo clinico) pos (%) casos PD-L1 neg (%)

Morrison et al.12° 28-8 EUA e Espanha 298 33,0 37,9

In et al.12! SP142 EUA 745 35,6 N3o avaliado

Placke et al.1?? 28-8 Alemanha 448 40,0 22,3
(CA209-578)

Caraban et al.’*® CAL10 Roménia 61 45,9 N3o avaliado

IHC: imuno-histoquimica; Pos.: positivo; Neg.: negativo.

Células Th1 secretam citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2, que promovem a ativacdo de
linfdcitos T citotdxicos e macréfagos, levando a morte celular tumoral, enquanto células Th2
produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estimulam a produgdo de anticorpos por células B e a
ativacdo de eosindfilos, sendo importantes para a defesa contra patdgenos extracelulares?*
126 Ainda, células Th17 secretam IL-17, IL-21 e IL-22, que promovem a resposta inflamatdria e
a producdo de antimicrobianos, sendo crucial na defesa contra patdgenos intracelulares'?*,
Na imunoterapia com ICl, as citocinas desempenham papéis distintos na modulacdo da
atividade dos linfécitos T e na determinacdo do sucesso do tratamento!?. Neste estudo,
encontramos que altas concentra¢des de IL-4, IL-6 e IL-10 no plasma de pacientes com
melanoma avancado estavam associadas a falhas na resposta e diminuicdo das taxas de
sobrevida apds a imunoterapia. A IL-10 é uma citocina pleiotropica com fungdes importantes
na regulacao da resposta imune, principalmente na supressao da inflamagdo e na promocgao
da tolerancia'?’. J4 a IL-6 é uma citocina inflamatéria que desempenha um papel importante
na regulacdo do sistema imunoldgico e na resposta inflamatdriat?8.

No contexto do melanoma, a IL-6 tem sido objeto de estudo, especialmente no ambito
da imunoterapia'?®131, Esta citocina pode criar um ambiente imunossupressor, promovendo
a ativacdo de células imunes supressoras e interferindo na atividade dos linfécitos T
efetores3?, Além disso, a IL-6 também pode influenciar o microambiente tumoral,
estimulando a proliferagao celular, angiogénese e resisténcia a apoptose, contribuindo para a
progressdo do melanoma®3! 133 134 Estudos indicam que niveis elevados de IL-6 podem estar
associados a uma menor resposta a imunoterapia nestes pacientes?® 130 135 136 om

concordancia com as nossas analises, que evidenciaram a associagao entre os altos niveis de
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liberacdo de IL-6 no plasma e a falha na resposta ao tratamento com ICl. De maneira
interessante, estudos clinicos recentes, como o NCT05428007, estao investigando a
combinagdo de anti-IL-6R (sarilumabe) com ICls, como ipilimumabe, nivolumabe e
relatlimabe, visando superar a resisténcia a imunoterapia e melhorar os desfechos em
pacientes com melanoma.

A razdo aumentada entre IL-6/1L-10 também mostrou estar associada a ndo resposta ao

137 revelou que a IL-10

tratamento com ICl. Um estudo conduzido por Ryan e colaboradores
pode viabilizar o processo de respiracdo celular em linfécitos T exaustos, restabelecendo sua
capacidade de atuar contra o tumor. Entretanto, altas concentra¢des de IL-10 e IL-4 no plasma
demonstraram associacdo com uma menor sobrevida pds imunoterapia desses pacientes.
Resultado semelhante foi demonstrado por Mahipal e colaboradores'® para a IL-10,
evidenciando uma diminui¢do na sobrevida no grupo de pacientes com concentragao elevada
desta citocina em comparacdo ao grupo com baixa concentracdo. Além disso, tanto IL-10
quando IL-4 possuem func¢des imunossupressoras, que promovem o crescimento e a
metdstase de tumores, auxiliando no desenvolvimento de um ambiente imunossupressor!3®
140 o que poderia explicar o pior progndstico encontrado na nossa casuistica.

No campo da investigacdo da imunoterapia, o estudo de biomarcadores isolados é
frequentemente prejudicado pela heterogeneidade do tumor, taxas de resposta variaveis e
efeitos colaterais significativos associados a terapias de alto custo, pois podem nao captar
toda a complexidade dos processos bioldgicos envolvidos'* 42, Para enfrentar esses desafios,
as assinaturas genéticas surgiram como uma abordagem proeminente. O uso de diferentes
parametros em uma assinatura permite uma avaliacdo abrangente das caracteristicas do
tumor, minimizando os efeitos da heterogeneidade tumoral que muitas vezes dificultam o
estudo de biomarcadores isolados na pesquisa de imunoterapia'**'#’. No entanto, a maioria
das assinaturas de expressdo desenvolvidas atualmente é derivada de dados de
sequenciamento de RNA completo (RNA-seq) ou de sequenciamento de RNA de células Unicas
(scRNA-seq), técnicas de alto custo que ndo estdo amplamente disponiveis, especialmente em
paises em desenvolvimento. Neste estudo, apresentamos uma assinatura génica altamente
preditiva desenvolvida utilizando a tecnologia NanoString nCounter. Esse método é
reconhecido por sua alta sensibilidade e custo reduzido em comparagdo com o RNA-

sequenciamento, tornando-o uma alternativa mais acessivel e econdmica para a geracao de

assinaturas progndsticas confidveis42,
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Em nossa andlise envolvendo 35 pacientes tratados com anti-PD-1, encontramos 21
genes diferencialmente expressos entre respondedores e ndo respondedores. A partir de uma
regressao logistica multivariada, propusemos uma assinatura de 4 genes (CD24, NFIL3, KLRK1
e FN1) altamente preditiva, onde todos os genes demonstraram regulacdo positiva em
pacientes ndo respondedores tratados com terapias anti-PD-1. A assinatura proposta se
mostrou um preditor independente da resposta ao tratamento com ICI, bem como da
sobrevida livre de progressao e sobrevida global dos pacientes. O valor preditivo da assinatura
foi consistentemente significativo nas coortes de validagao, apesar das variagdes na
quantificacdo da expressao génica devido a diferengas nos métodos de analise.

O gene CD24 codifica uma proteina altamente glicosilada que é normalmente expressa
em granulécitos, mondcitos e linfécios T e B. Essa proteina atua como uma molécula
coestimuladora que aumenta a proliferacdo de linfécitos T CD4*'4°. No entanto, o CD24
também estd associado a mecanismos imunossupressores, COMo a superexpressao e a
estimulacdo funcional de células T reguladoras®™® e a evasdo da fagocitose por macréfagos
associados a tumores®?!. A expressdo elevada de CD24 em células tumorais estd associada a
piores desfechos. No melanoma, esse gene foi relacionado a células com caracteristicas de
células-tronco tumorais'®?, sobrevida global reduzida °3, e metdstase '**, sugerindo um
fenétipo mais agressivo que pode contribuir para a menor resposta aos ICl observada neste
estudo.

O gene NFIL3 codifica um fator de transcricdo que controla a diferenciacdo de células
imunes, promove a regeneracao nervosa e influencia o metabolismo energético por meio de
seu papel na regulacdo do ritmo circadiano>. Em células tumorais, o NFIL3 pode inibir a
morte celular e estd associado a um pior progndstico®®®. Zhou et al. demonstraram uma
correlacdo negativa entre a expressao de NFIL3 e a infiltracdo de linfécitos T CD8* no
melanoma, além de seu valor preditivo para resisténcia a terapia com anti-PD-1 7, Ainda, o
NFIL3 estd associado a inducdo de TIM-3 em linfécitos T, o que contribui para um
microambiente imunossupressor!®2,

O gene KLRK1 codifica a proteina NKG2D, um importante receptor estimulatério em
células natural killer (NK). Normalmente, o estresse celular induz a expressao dos ligantes de
NKG2D, ativando as células NK para destruir células danificadas por meio de mecanismos
mediados por perforina. A NKG2D também fornece estimulo adicional para células T CD8*1>°

160 pPor outro lado, a NKG2D pode estar associada a inflamac¢3o promotora de tumores em
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certos tipos de cancer, destacando a complexidade das intera¢des imunoldgicast® 162, Niveis
mais elevados de ligantes soluveis de NKG2D e maior infiltracdo de células NK foram
relacionados a resisténcia ao tratamento com anti-PD-1 no melanoma®® 164 A expressio
basal aumentada de KLRK1 em pacientes ndo respondedores em nosso estudo pode indicar
mecanismos imunolégicos adaptativos e interacdes complexas entre células imunes,
contribuindo para a variabilidade observada na resposta ao tratamento.

Por fim, a glicoproteina FN1, abundantemente encontrada na matriz extracelular,
desempenha diversas funcbes no desenvolvimento, crescimento celular, diferenciacao,
adesdo e processos de migracdo’®. No melanoma, a FN1 estd associada a proliferacdo
tumoral, migracdo e metastase!®®. Além disso, ela estd relacionada a infiltracdo de células
imunes. Analises scRNA-seq em amostras de melanoma identificaram um subconjunto de
macrofagos com alta expressdo de FN1 que prediz a falta de resposta aos ICI*®7, corroborando
os achados apresentados neste estudo.

A assinatura preditiva desenvolvida neste estudo apresentou desempenho consistente
e robusto em multiplas coortes, com valores de AUC variando de 0,758 a 0,935, demonstrando
alta capacidade discriminatéria e um potencial promissor para aplicacdo clinica como
biomarcador na predicdo da resposta a terapia com anti-PD-1. Um achado relevante foi a
precisdao da assinatura em prever a resposta mesmo em pacientes diagnosticados em estagios
iniciais (AUC = 1,000 no estagio I/ll), evidenciando sua utilidade para orientar decisGes
terapéuticas antes da progressdo para doenca avancada. A validacdo em duas coortes
independentes reforcou a confiabilidade e a generalizabilidade da assinatura. Enquanto a
coorte 1 apresentou uma AUC moderada, o desempenho foi significativamente superior na
coorte 2, sugerindo que fatores especificos, como caracteristicas demograficas dos pacientes
ou protocolos de tratamento, podem impactar a acuracia preditiva. Essas variacdes na
sensibilidade e especificidade entre as coortes destacam a importancia de estudos
prospectivos adicionais em populacdes diversas, visando aprimorar o modelo preditivo e
assegurar sua aplicabilidade em diferentes contextos clinicos.

Uma andlise de enriquecimento dos genes superexpressos em ndo respondedores
identificou vias-chave associadas a evasdo imunoldgica e a resisténcia a terapia ICl. Os
processos bioldgicos enriquecidos incluiram apresentacdo de antigenos, supressdo da

producdo de citocinas e inibicdo de vias de sinalizacdo criticas, como a via JAK-STAT,
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reforcando ainda mais o papel de um ambiente imunossupressor e promotor de tumores em
ndo respondedores 168173,

Nas células neoplasicas, caracterizadas por crescimento e divisdo anormais, as vias
metabdlicas desempenham um papel fundamental. Essas células geralmente apresentam
alteragdes em seu metabolismo energético, conhecido como efeito Warburg, em que
dependem preferencialmente da glicdlise para a producdo de energia, mesmo na presenca de
oxigéniol’%. Essa mudanca metabdlica permite que as células neopldsicas sustentem seu
rapido crescimento e proliferacdo. A reconfiguracdo do metabolismo das células tumorais
apresenta dois desafios as células do sistema imunoldgico: 1) a produgdo de produtos
residuais que suprimem a fung¢do imunoldgica e 2) o esgotamento dos nutrientes de que as
células imunes precisam para funcionar adequadamente’>. Um fator importante na batalha
entre o cancer e o sistema imunolégico é a adapta¢ao do metabolismo das células imunes no
ambiente tumoral. Os TILs, uma populacdo heterogénea de células imunes, podem se infiltrar
nos tecidos tumorais e desencadear uma resposta imunoldgica contra as células tumorais.
Essas células sdo atraidas para o microambiente tumoral por uma complexa interacdo de
sinais quimicos, incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, os quais sdo
produzidos tanto pelas células tumorais quanto pelas células estromais circundantes'’®. Essas
alteracdes podem ter um impacto significativo na resposta imune®”’, dificultando a infiltragdo,
a ativacdo e as funcdes efetoras dos linfécitos!’® 172, Notavelmente, uma taxa aumentada de
TILs em pacientes com melanoma é considerada um indicador progndstico positivo*.

Neste estudo, validamos alguns biomarcadores relatados anteriormente em outras

populacdes, como a expressdo PD-L1 em células tumorais e células imunes'®!

, as mutacdes
BRAF V60082, e a concentracdo de IL-6'%¢, e desenvolvemos uma assinatura baseada em 4
genes para predicdo de resposta a ICls em uma populacdo de pacientes com melanoma
avancado brasileiros. O entendimento dos mecanismos envolvidos a estes biomarcadores é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes!®3. As
caracteristicas clinicas descritas neste estudo estdo alinhadas com achados prévios do grupo
em relagdo as frequéncias observadas. Embora o subtipo histoldgico nodular nao seja o mais

184 "ele foi o subtipo mais frequente em todas as etapas

comum em pacientes com melanoma
da nossa andlise. Liu et al. demonstraram que a taxa mediana de crescimento de melanomas
nodulares é de 0,49 mm por més, em contraste com 0,12 mm em melanomas extensivos

superficiais®. Além disso, estudos anteriores, como o de Cherobin et al.’®, indicaram que o
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subtipo nodular é um fator de risco independente para o desenvolvimento de metastases,
reforcando a importancia de considerar essa varidvel na avaliacdo progndstica e no manejo
terapéutico dos pacientes. Em relagdo ao tratamento, nossos resultados também estdo de
acordo com outros estudos em que os pacientes que receberam monoterapia com anti-PD1
ou uma combinacdo de anti-PD1 e anti-CTLA-4 responderam melhor do que os pacientes
tratados apenas com anti-CTLA-4182 187 Além disso, um estudo clinico recente demonstrou
que o uso do ICl como primeira linha é benéfico para pacientes com melanoma avancado'®,
e a geracao de novas combinacdes de checkpoints imunes que beneficiariam uma populacio
mais ampla de pacientes?.

Até o momento, este estudo representa a primeira analise abrangente de multiplos
biomarcadores e dados clinico-patoldgicos na populagdo brasileira com melanoma avancgado,
investigando sua relagcdo com a resposta ao tratamento com ICl, em um cendrio de mundo
real. A estratificacdo de pacientes é particularmente importante para evitar que pacientes que
ndo se beneficiardo de determinados tratamentos sejam submetidos a eles, evitando assim a
toxicidade, dando tempo para que outros tratamentos sejam considerados e economizando
no custo dos tratamentos. Apesar da crescente adogao global da imunoterapia adjuvante e
neoadjuvante'®®, essas abordagens terapéuticas ainda n3o foram aprovadas em paises
subdesenvolvidos. Isso levou a um aumento nas disputas de salde relacionadas ao
tratamento do melanoma avangado, destacando a necessidade de otimizar a aloca¢do da
terapia e reduzir as disparidades de satde®®°,

Uma limitacdo importante deste estudo é a predominancia de amostras provenientes
de tumores primarios, em detrimento de metdstases, devido a natureza retrospectiva da
pesquisa e as dificuldades associadas a obtencdo de amostras de 6rgdos viscerais, onde a
maioria das metdastases de melanoma ocorre. Além disso, o intervalo entre a coleta do
material bioldgico e o inicio da imunoterapia variou significativamente, desde alguns dias até
varios anos, o que pode influenciar a representatividade do microambiente tumoral no
momento do tratamento. O uso de uma coorte retrospectiva e a analise de material bioldgico
em massa também podem ter contribuido para aumentar a heterogeneidade dos dados. Em
algumas andlises, o tamanho reduzido da amostra representou uma limitacdo adicional,
especialmente em subgrupos especificos. Apesar dessas limitacGes, os dados obtidos
fornecem novas percepcdes que podem ser exploradas no desenvolvimento de um painel

personalizado de biomarcadores para predizer a resposta ao tratamento com ICl em pacientes
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com melanoma. Estudos prospectivos, com coleta de amostras padronizada e
acompanhamento clinico rigoroso, sdo necessdrios para validar nossas descobertas e

aprimorar a compreensao desse cendrio clinico.
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7 CONCLUSAO

Em conclusao, neste estudo observamos que a expressao positiva de PD-L1 em amostras
tumorais metastaticas foi associada a uma melhor resposta ao tratamento e a uma sobrevida
prolongada. Por outro lado, niveis aumentados de IL-6 foram associados a uma menor
resposta a terapia, enquanto concentracdes elevadas de IL-4 e IL-10 mostraram associa¢do
com sobrevida global diminuida. Finalmente, desenvolvemos uma assinatura de 4 genes
(CD24, NFIL3, FN1 e KLRK1) que demonstrou alta precisdo na predicdo de resisténcia primadria
ao tratamento com anti-PD-1. Essa assinatura foi validada em coortes independentes,
confirmando sua confiabilidade e utilidade na identificacdo de pacientes com menor
probabilidade de se beneficiar da terapia.

A integracdao desses biomarcadores com informagdes clinicas e moleculares, como a
linha de tratamento e o status de mutacdo em BRAF, permitiu uma abordagem mais
personalizada para prever a resposta a terapia. A assinatura de 4 genes e os niveis de citocinas
mostraram-se particularmente Uteis na identificacdo de pacientes resistentes ao tratamento.
Os resultados deste estudo oferecem contribuicGes importantes para a compreensao e
estratificacdo do melanoma avancado em pacientes brasileiros, dentro de um contexto de
mundo real. A validacdo de biomarcadores previamente descritos na literatura, juntamente
com o desenvolvimento de uma assinatura génica robusta relacionada a resposta imune,
reforca a confiabilidade e a utilidade desses preditores na orientacdo de decisOes

terapéuticas.
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Abstract: Immune checkpoint blockade (ICB) agents are prominent immunotherapies for the treat-
ment of advanced melanoma. However, they fail to promote any durable clinical benefit in a large
cohort of patients. This study assessed clinical and molecular predictors of ICB response and sur-
vival in advanced melanoma. A retrospective analysis was performed on 210 patients treated with
PD-1 or CTLA-4 inhibitors at Barretos Cancer Hospital, Brazil. PD-L1 expression was assessed by
immunohistochemistry using formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues collected prior to ICB
therapy. Patients were divided into responders (complete and partial response and stable disease
for more than 6 months) and non-responders (stable disease for less than 6 months and progressive
disease). Among them, about 82% underwent anti-PD-1 immunotherapy, and 60.5% progressed after
the ICB treatment. Patients that received ICB as first-line therapy showed higher response rates than
previously treated patients. Higher response rates were further associated with superficial spreading
melanomas and positive PD-L1 expression (>1%). Likewise, PD-L1 positive expression and BRAF
V600 mutations were associated with a higher overall survival after ICB therapy. Since ICBs are
expensive therapies, evaluation of PD-L1 tumor expression in melanoma patients should be routinely
assessed to select patients that are most likely to respond.

Keywords: melanoma; immune checkpoint blockade; response; PD-L1 expression

1. Introduction

Cancer is considered a worldwide public health concern that affects a significant
and growing number of individuals, especially among developing countries [1]. The
recent success of immunomodulatory agents in patients with refractory solid tumors
demonstrates that activating the immune system is effective as a therapeutic modality [2].
However, tumor cells develop mechanisms to evade recognition and activation of the
immune response in a dynamic process called immunoediting [2].

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer [3,4], responsible for 325,000 new
cases and 57,000 deaths worldwide in 2020 [5]. The treatment for advanced melanomas
may involve complex surgery, radiation therapy, and various systemic therapeutic ap-
proaches [6]. When the tumor is diagnosed at stage III, the 5-year overall survival rate
is 66.5%, while for cases at stage IV, it is around 25.0% [7]. In the last decade, the use of
immune checkpoint blockade (ICB) agents has significantly improved melanoma patients’
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survival outcomes [8-10]. Nevertheless, about 30% of these patients benefit from the treat-
ment as monotherapy [11,12], and the cellular and molecular aspects associated with this
response need to be further elucidated [13].

Previous studies have identified an increased expression of programmed death-ligand
1 (PD-L1) on tumor cells as the most common biomarker to predict response to ICB [14,15].
However, the use of this marker is controversial due to the overall survival benefit of ICB
regardless of PD-L1 tumor expression levels [16,17].

As in the wider world, ICB has been gaining ground in Brazil [18]. Thus, this study
aimed to investigate the PD-L1 tumor expression profile as a predictive biomarker of
response to ICB therapy in Brazilian patients with advanced melanoma in a real-world
scenario. Here, we demonstrated that the use of PD-L1, together with clinical information,
could be implemented in the clinical setting to identify patients that might benefit from
ICB treatments.

2. Materials and Methods
2.1. Patients

We selected 210 consecutive patients with advanced melanoma who underwent im-
munotherapy treatment with antibodies against programmed cell death protein 1(PD-1)
and/or cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) at Barretos Cancer Hospital
(BCH) between January 2011 and December 2021.

Epidemiological, clinical, and anatomopathological data were collected from medical
records and internal data management systems. Clinical response was assessed by clinical
oncologists based on the routine radiological evaluation. Patients were subjected to positron
emission tomography with computed tomography (PET/CT) every 3 months for disease
follow-up and treatment response evaluation. In addition, when brain metastasis was
suspected, the patients underwent magnetic resonance imaging (MRI). Inclusion criteria
included every advanced melanoma patient with irresectable (stage III) or metastatic
(stage IV) disease treated with ICB, with biological tumor samples available. Patients
without measurable disease, treated with ICB in the adjuvant setting, were excluded from
this study.

2.2. PD-L1 Tumor Expression

The most representative areas of the formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor
tissues were selected for PD-L1 expression analysis by immunohistochemistry (IHC). Sam-
ples from all patients were collected prior to ICB treatment. The reaction was performed
using the Benchmark® ULTRA platform using the rabbit anti-PD-L1 monoclonal antibody
(clone E1L3N, 1:200 dilution, Cell Signaling Technology). The Optiview DAB visualization
system was used for PD-L1 protein detection in 5 um sections, according to the manufac-
turer’s specifications. A minimum of 100 viable tumor cells on the slide was required for
an adequate evaluation of PD-L1.

PD-L1 expression was determined by a specialized pathologist using two scores: the
tumor proportion score (TPS) and the combined positive score (CPS). The TPS evaluates
the percentage of viable tumor cells that show partial or complete membrane staining at
any intensity. The CPS evaluates the total number of PD-L1-positive stained cells (tumor
and immune system cells) among the total number of viable tumor cells on the slide. Both
indexes range from 0 to 100% and were considered positive when greater than or equal
to 1%.

2.3. BRAF and NRAS Mutation Status

BRAF and NRAS mutation status were evaluated by next-generation sequencing using
the TruSight Tumor 15 panel on MiSeq instrument (Illumina, San Diego, CA, USA), as
previously described [19]. When DNA quality did not allow reliable sequencing results,
BRAF mutation was evaluated by real-time PCR using the Cobas4800 BRAF V600 Mutation
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Test assay in the Cobas4800 system (Roche Molecular Diagnostics, Switzerland), following
the manufacturer’s instructions.

2.4. Statistical Analysis

The statistical software SPSS 23.0 was used for data entry and statistical analysis.
Patients with partial (PR), complete response (CR), and stable disease (SD) for more than
6 months were considered as responders to ICB treatment, whereas patients with progres-
sive (PD) and SD for less than 6 months were considered non-responders. Clinical and
molecular predictors of ICB response and survival in advanced melanoma were investi-
gated. Survival rates were assessed using the Kaplan—-Meier method, and curves were
compared using the log-rank test. Multivariate analyses were performed by the logistic
regression method, with treatment response as the dependent variable. p-values < 0.05
were considered significant.

3. Results
3.1. Clinicopathological Data

About 59% of the patients were male and 86.2% were Caucasian. The median age at
diagnosis was 53 (ranging from 19-91) years old. The main primary tumor site was the
lower limbs (31.4%) followed by the trunk (21.4%). Most patients (81.9%) were treated with
anti-PD-1 agents in monotherapy, and 60.5% of them showed disease progression after
ICB treatment. Patients were divided into two groups, responders vs. non-responders,
comprising 83 and 127 patients, respectively. Additional patient information is presented
in Table 1.

Table 1. Clinicopathological and treatment characteristics of the 210 advanced melanoma patients
undergoing immune checkpoint blockade, by patient response groups.

. Non-
Characteristic Category All Patle?ts Responc'!l)ers Responders p-Value
n =210 (%) n =83 (%) o
n =127 (%)
Male 123 (58.6) 47 (56.6) 76 (59.8)
Sex Female 87 (41.4) 36 (43.4) 51 (40.2) 0.669
Caucasian 181 (86.2) 71 (85.5) 110 (86.6)
Race Non-Caucasian 24 (11.4) 10 (12.0) 14 (11.0) 0.827
Missing 5(2.4) 2(24) 3(24)
Lower limbs 66 (31.4) 20 (24.1) 46 (36.2)
Trunk 45 (21.4) 23 (27.7) 22 (17.3)
. . Head and neck 39 (18.6) 15 (18.1) 24 (18.9)
Primary tumor site Upper limbs 22 (10.5) 10 (12.0) 12 (9.4) 0.245
Other 9 (4.3) 2 (2.4) 7 (5.5)
Primary unknown 29 (13.8) 13 (15.7) 16 (12.6)
Nodular 38 (18.1) 15 (18.1) 23 (18.1)
) . Acral lentiginous 37 (17.6) 11 (13.3) 26 (20.5)
HIStgltOglcal Superficial spreading 31 (14.8) 20 (24.1) 11(8.7) 0.020
subtype Other 22 (10.5) 7 (8.4) 15 (11.8)
Missing 82 (39.0) 30 (36.1) 52 (40.9)
I 9 (4.3) 2 (2.4) 7 (5.5)
IVa 32 (15.2) 10 (12.0) 22 (17.3)
Pathological Vb 52 (24.8) 26 (31.3) 26 (20.4) 0249
staging Ve 58 (27.6) 20 (24.1) 38 (29.9) .
vd 36 (17.1) 12 (14.5) 24 (18.9)
Missing 23 (11.0) 13 (15.7) 10 (7.9)
V600 mutated 77 (36.7) 38 (45.8) 39 (30.7)
BRAF status Wild Type (WT) 106 (50.5) 40 (48.2) 66 (52.0) 0.132

Missing 27 (12.9) 5 (6.0) 22 (17.3)




Diagnostics 2023, 13, 1041 4o0f 11
Table 1. Cont.
. Non-
Characteristic Category All Patle?ts Responclers Responders p-Value
1'l=210(/o) 11=83(/o) o,
n =127 (%)
Mutated 10 (4.8) 2 (2.4) 8(6.3)
NRAS status WT 67 (31.9) 34 (41.0) 33 (26.0) 0.094
Missing 134 (63.3) 47 (56.6) 86 (67.7)
Nivolumab (anti-PD-1) 116 (55.2) 49 (59.0) 67 (52.8)
Pembrolizumab (anti-PD-1) 56 (26.7) 24 (28.9) 32(25.2)
Treat ; . Ipilimumab (anti-CTLA-4) 28 (13.3) 4 (4.8) 24 (18.9)
reatment agen Nivolumab + NKTR-214 0.021
(IL-2 agonist) 8 (3.8) 4 (4.8) 4 (3.1)
Nivolumab + ipilimumab 2 (1.0) 2(2.4) 0(0.0)
Anti-PD1 172 (81.9) 73 (88.0) 135 (81.8)
Treatment agent Anti-CTLA-4 28 (13.3) 4 (4.8) 24 (18.9)
grouped Anti-PD-1 + IL-2 agonist 8(3.8) 4 (4.8) 4(3.1) 0.009
Anti-PD-1 + anti-CTLA-4 2 (1.0) 2 (2.4) 0(0.0)
First 113 (53.8) 56 (67.5) 57 (44.9)
ICB treatment line Second 67 (31.9) 23 (27.7) 44 (34.6) 0.001
Greater than or equal to third 30 (14.3) 4(4.8) 26 (20.5)
Disease progression (DP) 127 (60.5) 0(0.0) 127 (100.0)
Treatment Stable disease (SD) 34 (162) 34 (410) 0 (00)
response Partial response (PR) 36 (17.1) 36 (43.4) 0(0.0) <0.001
Complete response (CR) 13 (6.2) 13 (15.7) 0(0.0)

We observed an increase in indications for ICB at BCH from 2014 until 2019 (Figure 1).
However, there was a drop in the number of patients starting treatment with ICB in
2020 due to the impact of the SARS-CoV-2 pandemic on the Brazilian National Health
System [20], which made access to this high-cost medication more challenging.

60

50

10

30

20 14

10

0

0
°

SN S N N\ P PN A WIS A SISO

32 e
24
13
4

0 o
{ ]

® Patients treated peryear

Figure 1. Total number of patients with advanced or metastatic melanoma who received treatment

with ICB at BCH, by year.

3.2. PD-L1 Expression Analysis

All 210 patients were subjected to PD-L1 expression analysis. The source of samples
depended on the availability of FFPE blocks in the Department of Pathology. Approximately
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fifty-four percent of the patients had samples from their primary tumor, while for the
remaining patients, only metastatic tumor tissue samples were available (Table 2).

Table 2. Origin of tumor tissue samples from patients.

Source of FFPE Sample n (%)
Primary tumor 113 (53.8)
Subcutaneous metastasis 59 (28.1)
Lymph nodal metastasis 21 (10.0)
Metastasis in other organs 17 (8.1)

The evaluation of PD-L1 expression was performed using two scores, TPS and CPS: 44
(21.0%) samples were considered positive by both scoring methods, while 166 (79.0%) sam-
ples were considered negative for PD-L1 expression (IHC represented by Figure 2), with a
positive correlation between the two scores (Pearson correlation = 0.987, p< 0.001, Figure 3).

PD-L1 NEGATIVE (200x) | PD-L1 POSITIVE (200x) |
(a) (b)
Figure 2. Detection of PD-L1 expression by IHC using the E1IL3N antibody, with an optical magnifi-

cation of 200 . Representative images of PD-L1-(a) negative and -(b) positive expressions are shown.

Turmer

Figure 3. Pearson correlation analysis between TPS and CPS scores to evaluate PD-L1 expression in
advanced melanoma patients’ samples.

The PD-L1 expression was associated with BRAF V600 mutation status, where 31.2%
(24/77) of the patients with mutations in this gene presented PD-L1 positive samples,
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compared to 15.1% (16/106) of BRAF WT tumors (p = 0.011, Figure 4a). PD-L1 expression
was also associated with the FFPE sample source, where positive PD-L1 expression was
detected in 30.9% (30/97) of the metastatic samples, against 12.4% (14/113) positivity in the
primary tumor samples (p = 0.001, Figure 4b). The other clinical characteristics evaluated
were not significantly associated with the PD-L1 expression profile (data not shown).

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%

WT V600 mutated Primary tumor Metastasis

BRAF FFPE sample source
PD-L1 Negative PD-L1 Positive PD-L1 Negative PD-L1 Positive
(a) (b)

Figure 4. Association of (a) BRAF V600 mutation status and (b) source of FFPE tumor samples with
PD-L1 expression profile.

3.3. Biomarkers of Therapeutical Response and Survival

The clinical characteristics of the patients and the molecular characteristics of the
tumor samples were evaluated as predictors of response to ICB treatment. We found that
PD-L1 expression lower than 1% in tumor and immune cells, a line of immunotherapeutic
treatment other than the first line, an acral lentiginous histological melanoma subtype, and
an anti-CTLA-4 treatment as monotherapy were associated with poor responses (Table 1).

Moreover, the variables of BRAF mutation status, ICB treatment agent, ICB treatment
line, and PD-L1 expression were included in the multivariate analysis. PD-L1 expression
and ICB treatment line remained significant in the model (Table 3). Regarding PD-L1
expression analysis, 85.8% (109/127) of the non-responder patients presented less than 1%
of PD-L1 tumor and immune cells” expression, whereas 31.3% (26/83) of the responder
patients presented higher expression (>1%) of this protein with both TPS and CPS methods
(p = 0.005). In addition, patients treated with ICB therapy as the first line of systemic
treatment had higher response rates when compared with patients treated in subsequent
lines (49.6% vs. 34.3% in the second line and 13.3% in the third line; p = 0.001).

Kaplan-Meier survival curves were used to estimate the overall survival of the patients
after ICB treatment initiation, according to the characteristics described above. Lower
survival was associated with the line of the ICB treatment (log-rank p< 0.001; Figure 5a),
the type of ICB used (log-rank p = 0.013; Figure 5b), the histological melanoma subtype
(log-rank p = 0.009; Figure 5c), BRAF V600 mutation status (log-rank p = 0.009; Figure 5d)
and PD-L1 expression (log-rank p = 0.049; Figure 5e).

Since melanoma patients are treated with ICB therapies in the metastatic setting,
we performed the same association analyses using only the metastatic samples (n = 97).
The ICB treatment line and PD-L1 expression were also associated with the patient’s
treatment response (p = 0.03 and p = 0.004, respectively) and overall survival (p = 0.153
and p = 0.026, respectively), showing that irrespective of the tumor sample type, PD-L1
expression maintains its relevance.
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Table 3. Univariate and multivariate analyses evaluating the effect of clinical and molecular features

on the therapeutic response of advanced melanoma patients treated with ICB.

Univariate Analysis

Regression Coefficient

Multivariate Analysis

Characteristic Category p-Value (95% CI) p-Value
V600 mutated Reference
BRAF status Wild Type (WT) 0.132 1.297 (0.689-2.444) 0.420
Missing = 27
Anti-PD1 Reference
Treatment agent Al’ltl—CTLA-4 0712 (0179—2824) 0629
grouped Anti-PD-1 + Anti-CTLA-4 0.009 0.0 (0.0-0.0) 0.999
Anti-PD-1 + IL-2 agonist 0.999 (0.227-4.402) 0.999
First Reference
ICB treatment line Second 0.001 1.651 (0.871-3.132) 0.125
Greater than or equal to third 6.087 (1.970-18.812) 0.002
. Negative (<1%) Reference
PD-L1 . v
expression Positive (>1%) 0.005 0.394 (0.193-0.803) 0.010
P ICB treatment line ICB therapy
' |} | First 1 Anti-PD1
“\L Second Anti-CTLA-4
X b Ip_H—Nwo
08 1 4 T NiveHL2
h
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Figure 5. Association of (a) systemic ICB treatment line, (b) type of ICB, (c) histological melanoma
subtype, (d) BRAF V600 mutation status, and (e) PD-L1 expression with overall survival after the ICB
treatment in advanced melanoma patients.

4. Discussion

This study aimed to characterize the clinical and molecular profile of advanced
melanoma patients in a Brazilian population and to identify predictive biomarkers of
response to ICB therapies. We demonstrated that PD-L1 expression by either TPS or CPS,
the line and agent of immunotherapeutic treatment, the histological melanoma subtype,
and BRAF V600 mutation status were associated with response and/or overall survival
after ICB treatment.

Our immune system uses checkpoint receptors to regulate the duration and extent of
immune responses to prevent damage to healthy tissues [21]. To avoid being killed by leuko-
cytes, tumor cells exploit this immunosuppressive mechanism by upregulating checkpoint
ligands that engage corresponding receptors expressed on immune cells [22]. An example
of the mechanism of immune evasion is the ligation of PD-1 expressed on immune cells to
PD-L1 expressed on tumor and tumor-infiltrating immune cells, which leads to effector
cell inactivation. Therefore, the blockade of immune checkpoints is an approach through
which anti-tumor immunity can be re-activated in the tumor microenvironment [21,22].
These agents have been responsible for the induction of long-lasting objective responses in
about 40% of melanoma patients, and for the increase in overall survival in advanced-stage
melanoma patients [12,23], as well as other tumor types such as non-small cell lung can-
cer [24], renal cancer [25] and head and neck squamous cell carcinoma [26]. Despite the
higher response rates to ICB in comparison with chemotherapy, a large cohort of patients
are refractory or acquire resistance to these therapies. Characterization of ICB resistance
mechanisms would allow for superior selection of patients that would benefit from these
therapies, and for the generation of novel ICB combinations that would benefit a wider
population of patients. These developments would lead to more cost- and therapeutically
effective ICB strategies [13], which is especially important in Brazil, where most of the
healthcare system is public.

There is a growing need for viable biomarkers to be used in the day-to-day life of an
oncologic center, wherein the cost must be feasible for expansion to the entire population.
Ayers et al. analyzed the expression of a panel of genes using tumor cells from patients
treated with pembrolizumab, and identified signatures related to the immune system which
correlated to the clinical benefit of the treatment [13]. Another study demonstrated that
global mutational load, neoantigen load, and expression of cytolytic markers in the tumor
microenvironment were significantly associated with response in patients with advanced
melanoma treated with ipilimumab [27]. Goodman et al. found that tumors with a high
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mutational load, such as melanoma, are more likely to respond to treatment [28]. Addi-
tionally, body mass index (BMI) can be used as a predictor of response to immunotherapy,
where obese patients with advanced melanoma respond better, showing greater overall
and progression-free survival after treatment with ICBs when compared to non-obese
patients [29-31]. Unfortunately, all of the aforementioned, except for BMI, are limited by
cost for the entire population.

In clinical trials, PD-L1 tumor expression is considered a poor predictor of objective
response to checkpoint inhibition, where patients benefit from the treatment independently
of PD-L1 expression levels detected in tumor samples [12,23,32]. This can be explained by its
dynamic and heterogeneous expression [33,34], which varies upon disease progression [35]
and different treatment protocols, including ICB [36]. Moreover, there are several reasons
that could explain the heterogeneity in levels of PD-L1 expression as a predictable biomarker
of response: differences in tissue samples, PD-L1 expression cut-off, the use of TPS or CPS,
as well as the detection technique used. In this study, 34.3% of patients with negative PD-L1
expression presented objective responses after the ICB treatment, suggesting its use should
be combined with other relevant clinical techniques in the practice of the specialty, thus
allowing for better prognostic outlining as well as the development of new therapeutic
schemes to contribute to improvements in survival rates and the quality of life of these
patients. Patient stratification is particularly important to prevent patients who will not
benefit from certain treatments from undergoing them, thereby avoiding toxicity, allowing
time for other treatments to be considered, and saving on the cost of treatments.

To the best of our knowledge, this is the first study evaluating the PD-L1 tumor expres-
sion and clinicopathological data of the Brazilian advanced-stage melanoma population,
and their association with ICB response, in a real-world scenario. Here, we validated some
previously reported biomarkers such as PD-L1 tumor and immune cells” expression [37],
and BRAF V600 mutations [38], in a very heterogeneous population. Our results are also in
accordance with other studies [10,38] in which patients receiving anti-PD1 monotherapy or
a combination of anti-PD1 and anti-CTLA-4 responded better than those patients treated
with anti-CTLA-4 alone. Moreover, a recent clinical trial has demonstrated that using ICB
as first line is beneficial for advanced melanoma patients [39], and new ICB combinations
show greater treatment outcomes [40].

One limitation of this study is the fact that most of the samples for PD-L1 analysis were
from the primary tumors and not from the metastatic sites. This is due to the study’s retro-
spective nature and the difficulty of obtaining samples from visceral organs in which most
melanoma metastases are located. Prospective studies are needed to validate our findings.

In conclusion, due to high ICB cost constraints, biomarker-driven selection of advanced
melanoma patients should be implemented as a routine practice to predict treatment
response as well as overall survival. This would reduce costs and improve the therapeutic
efficacy of ICB therapies.
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Background: Melanoma poses a significant health concern due to its propensity to
metastasize and its high mortality rate. Imnmunotherapy has emerged as a promising
treatment strategy for harnessing the patient's immune system to fight tumor cells.
However, not all patients respond equally to immunotherapy, highlighting the need for
predictive biomarkers to identify potential responders and optimize treatment
strategies. Material and methods: Using data from 579 immunology-related genes
evaluated by the NanoString nCounter Human Immunology v2 Panel, we integrated
transcriptomic data with the clinical characteristics of 35 individuals to develop a
predictive signature for immunotherapy response in melanoma patients. Results:
Through comprehensive analysis, we identified 18 genes upregulated in non-
responder patients and three upregulated in responder patients. In multivariate
analysis, CD24, NFIL3, FN1, and KLRK1 were identified as key predictors with
significant potential for forecasting treatment outcomes. We then calculated a score
incorporating the expression levels of these genes. The score achieved high accuracy
in discriminating responders from non-responders, with an area under the curve of
0.935 (p < 0.001). The signature was also significantly associated with progression-
free survival, overall survival, and survival following immunotherapy (p < 0.001). The
validation of the signature in two independent cohorts confirmed its robustness and
applicability, with areas under the curve of 0.758 (p = 0.036) and 0.839 (p = 0.003),
respectively. Conclusion: This study represents a significant advance in precision
medicine for melanoma. By identifying patients unlikely to benefit from immunotherapy,
our approach could help optimize treatment allocation and improve patient outcomes.
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