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RESUMO

de Oliveira Taveira, Mateus. Avaliagao por imagem de medidas esplénicas e timicas como
biomarcadores de resposta em pacientes com cancer tratados com imunoterapia [Tese]. Sdo

Paulo; Fundagao Antoénio Prudente; 2023.

INTRODUCAO: Em menos de duas décadas, a imunoterapia consolidou-se como um dos
pilares do tratamento do cancer. Apesar da sua potencial elevada eficacia e resposta
duradoura, a proporg¢ao de pacientes que apresentam resposta objetiva é relativamente baixa
e existem poucos biomarcadores para selecionar os pacientes com maior potencial de
resposta. OBJETIVO: Nossa hipdtese era de que era possivel avaliar globalmente o sistema
imune do paciente através da mensuracdo por imagem do timo e do baco e usar essas
métricas como fator progndstico e preditivo de resposta a bloqueadores de checkpoint.
RESULTADOS: Os principais resultados foram: 1) As medidas timicas ndao se correlacionam
com a sobrevida em pacientes tratados com imunoterapia; 2) Hd aumento do volume
esplénico apds o uso de imunoterapia na maior parte dos pacientes, mas o grau de aumento
ndo se correlaciona com resposta a terapia; 3) Maior volume esplénico estd associado a pior
sobrevida livre de progressao em pacientes com melanoma tratados com imunoterapia, mas
essa correlacdo n3o pdde ser replicada em outros tipos tumorais. CONCLUSAO: a espessura
timica ndo se correlaciona com desfechos clinicos em pacientes oncoldgicos tratados com
imunoterapia. Menor volume esplénico antes de iniciar imunoterapia esta relacionada a
melhor progndstico em pacientes com melanoma, mas ndo em outros tipos tumorais.

PALAVRAS-CHAVE: 1. Imunoterapia. 2. Esplenomegalia. 3. Biomarcador.



ABSTRACT

de Oliveira Taveira, Mateus. Imaging evaluation of thymic and splenic measurements as
response biomarkers in cancer patients treated with immunotherapy [Thesis]. Sdo Paulo;

Fundagao Antonio Prudente; 2023.

INTRODUCTION: In less than two decades, immunotherapy has established itself as one of the
pillars of cancer treatment. Despite its potentially high efficacy and long-lasting response, the
proportion of patients who have an objective response is relatively low and there are few
biomarkers to select patients with the greatest response potential. OBJECTIVE: Our
hypothesis was that it was possible to assess the patient's immune system globally by
measuring the thymus and spleen by imaging and using these metrics as a prognostic and
predictive factor of response to immune checkpoint inhibitors. RESULTS: The main results
were: 1) Thymic measurements do not correlate with survival in patients treated with
immunotherapy; 2) There is an increase in splenic volume after the use of immunotherapy in
most patients, but the degree of increase does not correlate with response to therapy; 3)
Greater splenic volume is associated with worse progression free survival in patients with
melanoma treated with immunotherapy, but this correlation could not be replicated in other
tumor types. CONCLUSION: thymic thickness does not correlate with clinical outcomes in
cancer patients treated with immunotherapy. Smaller splenic volume before starting
immunotherapy is associated with better prognosis in patients with melanoma, but not other

tumor types. KEYWORDS: 1. Immunotherapy. 2. Splenomegaly. 3. Biomarker.
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1 INTRODUCAO

Baseado no principio da nao-maleficéncia, que afirma que ao médico, antes mesmo de
fazer o bem ao paciente é necessdrio ndo o causar mal, a Medicina tem buscado formas de
selecionar o tratamento mais adequado a cada paciente. Em poucas dareas a tarefa é mais
essencial que na Oncologia, onde o médico dispde de terapias altamente téxicas para tratar
uma doenca igualmente severa. Dessa forma, sempre se buscaram biomarcadores que
pudessem identificar quais subgrupos de pacientes oncoldgicos poderiam melhor responder

a quais terapias, individualizando o seu cuidado (Mehta et al. 2010).

A descoberta e estudo das moléculas PD-1 e CTLA-4 na década de 90, pelo Dr. Honjo e
Dr. Allison (Ishida et al. 1992; Leach et al. 1996) respectivamente, culminou na inauguracao
de uma nova era no tratamento do cancer. Os bloqueadores de correceptores imunes
(“bloqueadores de checkpoint”), ao bloquearem as vias inibitérias CTLA-4 ou PD-1/PD-L1,
permitem a ativacdo eficaz dos linfécitos T no microambiente tumoral e a subsequente
destruicdo das células tumorais através da citotoxicidade mediada pelos linfocitos T. Em 2014,
o ipilimumabe, um anticorpo contra CTLA-4, foi a primeira dessas drogas aprovadas para
tratamento de melanoma metastatico, com base em resultados de um estudo fase 3
demonstrando aumento da sobrevida nesses pacientes (Hodi et al. 2010). Ainda em 2014, dois
diferentes anticorpos contra PD-1 foram também aprovados, o pembrolizumabe e o
nivolumabe. Ao contrario da quimioterapia tradicional, que interfere principalmente em
células que se multiplicam rapidamente, e das terapias-alvo, que afetam as vias celulares que
regulam o crescimento e a invasdo das células tumorais; a imunoterapia age ao bloquear
mecanismos que as células tumorais utilizam para se evadirem da vigilancia do sistema imune
do paciente. Uma vez que esses mecanismos de inibicdo usados pelo tumor sdo bloqueados,
o sistema imune pode novamente reconhecer a célula tumoral como uma célula ndo-habitual
gue deve ser eliminada e desencadear uma cascata de eventos que levem a sua destruicdo
(Carter et al. 2018). Entretanto, nem todos os pacientes elegiveis respondem a imunoterapia,
e muitos deles desenvolvem resisténcia apds resposta inicial. E neste contexto da busca de

biomarcadores de resposta a imunoterapia (Wang et al. 2022) que nosso estudo se insere.



Hoje, apds quase 10 anos desde a aprovacdo do ipilimumabe para tratamento de
melanoma metastatico, varios outros bloqueadores de checkpoint foram aprovados e
atualmente 8 diferentes anticorpos sdo aprovados para 18 tipos tumorais (Lee et al. 2022).
Inclusive, em 2017, o pembrolizumabe, foi o primeiro medicamento aprovado pelo FDA para
uso em neoplasias com mutacdes do sistema de reparo do DNA ou alta instabilidade gendmica

de microssatélites independentemente do tipo histoldgico do cancer (Weis et al. 2021).

A imunoterapia determina padrdes ndao usuais de resposta tumoral. Nos testes
farmacoldgicos iniciais, observou-se que uma parte dos pacientes apresentavam aumento
tumoral no inicio do tratamento e apenas tardiamente exibiam sinais de resposta significativa
e sustentada. Esse padrdao foi denominado pseudoprogressdao (Chiou e Burotto 2015).
Objetivando melhor avaliar a resposta tumoral nestes pacientes, diversos critérios de
avaliacdo de resposta foram criados, como o irRC, irRECIST, iRECIST e imRECIST (Seymour et
al. 2017). Esses critérios foram criados para melhor capturar os padrées de resposta
observados nessa modalidade terapéutica, permitindo uma avaliagdo mais abrangente dos
seus efeitos e oferecendo uma nova ferramenta para a investigagao clinica da imunoterapia

em pacientes com cancer (Wolchok et al. 2009).

Entretanto, mesmo com o surgimento de novas estratégias de avaliacdo de resposta a
imunoterapia, ainda existem muitos fatores preditivos de resposta, mecanismos de
resisténcia e mecanismos de agdo secundarios que desconhecemos, visto que até 70% dos

pacientes continua a responder ao tratamento mesmo apds sua suspensao (Larkin et al. 2015).

Além disso, a imunoterapia é uma terapia de alto custo (Tran e Zafar 2018) e, embora
possa levar a respostas extremamente duradouras e sustentadas em alguns pacientes e até
mesmo cura de neoplasias previamente incuraveis, a proporg¢do de pacientes que apresentam
resposta objetiva ainda é menor que naqueles tratados com quimioterapia (Haslam e Prasad
2019). Adicionalmente, embora seu perfil de toxicidade costume ser mais toleravel que o da
quimioterapia, as rea¢des adversas podem ser graves, inclusive levando a ébito caso nao

sejam prontamente identificadas e tratadas (Kennedy e Salama 2020).

Dessa forma, existe uma necessidade clinica ndo atendida de biomarcadores e fatores
preditivos de resposta que possam selecionar os pacientes que tém maior chance de se

beneficiar da imunoterapia, e minimizar seu uso futil e os riscos a ela associados em pacientes



com menor chance de resposta. Como a imunoterapia se baseia fundamentalmente em
restaurar a fung¢do imune que permite que nossas células imunes inatas e adaptativas
reconhecam o tumor como um tecido anémalo que deve ser combatido, é natural que se
investigue o papel dos 6rgaos imunes primarios (medula dssea e timo) ou secunddrios

(linfonodos e bago) na resposta a imunoterapia.

Em relagao aos 6rgaos imunes primarios, o estudo da medula 6ssea em pacientes
oncoldgicos é relevante e um tépico de exploragdao ativa (Ollivier 2006). Entretanto, seu
estudo apresenta desafios dada a distribuicdo heterogénea da medula dssea no esqueleto e
o limitado papel da tomografia computadorizada na sua avaliacao, que geralmente é feita com
sequéncias avangadas de ressonancia magnética, o que limita sua ampla utilizagdao (Hwang e
Panicek 2007). Como nosso objetivo era investigar um biomarcador de imagem que pudesse
ser extraido de exames de rotina em pacientes com cancer, o timo tornou-se o érgdo imune
primdrio mais interessante para investigacao, e seu papel como maestro central na tolerancia
ou reatividade a antigenos préprios ou de células tumorais anormais é investigado desde ao

menos a década de 1960 (Bluestone e Anderson 2020).

Mudancas no volume timico em consequéncia do uso de quimioterapia sdo
conhecidas desde a década de 1980, com atrofia durante a terapia citotdxica e regeneragao
apos (Choyke et al. 1987). Na fase de recuperacdo apds um estresse sistémico, o timo pode
inclusive aumentar acima do seu volume pré-estresse, fendmeno conhecido como hiperplasia
rebote (Nishino et al. 2006). Alguns estudos em paciente oncoldgicos tratados com
quimioterapia sugerem que essa hiperplasia rebote esta associada a bom progndstico (Cohen
et al. 1980; Kissin et al. 1987). No melhor do nosso conhecimento, ndo havia estudos
semelhantes relacionando varia¢gdes do volume timico no contexto da imunoterapia e
avaliando se havia associacdo com o progndstico clinico, conforme objetivamos realizar nesse

estudo.

Em relacdo aos 6rgaos imunes secundarios, o estudo dos linfonodos em pacientes com
cancer também é fundamental. Porém ndo foi objeto de estudo do nosso projeto pois sua
distribuicdo por todo o corpo humano, com tamanhos e morfologias variados conforme a
localizacdo regional, e sua fungdo primariamente na regulacdo imune local (Bronte e Pittet

2013) os tornam objeto de estudo mais util na avaliacdo do estadiamento loco regional



oncolégico e acometimento neoplasico secunddrio por disseminacao linfatica, sendo menos

interessante o seu estudo no contexto da resposta imune sistémica.

Optamos entdo por direcionar a parte da nossa pesquisa que estuda o sistema imune
secundario a avaliacdo do maior 6rgao linfoide secunddrio, o baco. Seu papel essencial na
imunidade sistémica ao cancer é fartamente reconhecido (Ugel et al. 2012; Levy et al. 2015),
além do drgdo ser um reservatorio imune ndo sé dos linfécitos, mas também de células do
sistema inato que sao direcionadas ao microambiente tumoral (Cortez-Retamozo et al. 2012).
Em estudos animais, evidenciou-se que a composicdo das células imunes presentes no baco
altera-se significativamente apds administracdo de bloqueadores de PD-L1 (Markel et al.
2018). Em seres humanos, estudos utilizando PET/CT mostraram alteracdo na atividade
metabdlica com o uso da imunoterapia (Schwenck et al. 2020). Um estudo de Wong e colegas
(Wong et al. 2020) associou alta atividade metabdlica pré-tratamento com pior progndstico
em pacientes com melanoma tratados com um bloqueador de CTLA-4. Assim como no caso
no timo, a varia¢do do volume esplénico ja foi estudada no contexto da quimioterapia (Wen
et al. 2015) e estudos animais sugeriram aumento do volume esplénico com uso de

imunoterapia (Schwenck et al. 2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

Um biomarcador de resposta oncolégica de ampla utilizagdo deve ser
preferencialmente barato, ndo invasivo, altamente disponivel e reprodutivel. Os métodos de
imagem poderiam desempenhar esse papel, visto que ja sdo rotineiramente utilizados na
avaliacdo de paciente oncoldgicos, ndo sdo invasivos, possuem riscos aceitaveis
(nominalmente a exposicao a radiacdo e possiveis reacdes adversas ao contraste) e custos

razoaveis.

Virios fatores preditivos de resposta a diversas quimioterapias sdo conhecidos e
estudados ha mais de 70 anos. J& em relagdo a imunoterapia, além do tipo de neoplasia,
existem poucos fatores preditivos universalmente reconhecidos. Aqueles ja existentes, como

carga mutacional (Chan et al. 2019) e quantificacdo de PD-L1 por imuno-histoquimica (Davis e



Patel 2019), dependem ambos de bidpsias invasivas para coleta das amostras, e apresentam
suas proprias limitacdes. Até mesmo a presenca de alta instabilidade microssatélite, um dos
fatores preditivos de resposta a bloqueadores de checkpoint com melhor performance, esta
associado a uma taxa de resposta objetiva de apenas cerca de 40% (a depender do tipo
tumoral), estando longe de garantir a efetividade do tratamento nessa populacdo de

pacientes oncoldgicos(Zhao et al. 2019).

Em relacdo ao método de imagem a ser analisado, nosso objetivo primario era
identificar um biomarcador de imagem de facil implementacdo universal. O método mais bem
posicionado nesse quesito, pela sua ampla disponibilidade, aceita¢ao e reprodutibilidade foi
a tomografia computadorizada e, em menor grau, a ressonancia magnética. O PET/CT
apresenta limitacdes de custo, disponibilidade e reprodutibilidade, que limitam sua adogao
difusa. Tanto a mensura¢do do timo como do baco poderia ser facilmente realizada em

qgualquer uma dessas modalidades.

Finalmente, o A.C.Camargo Cancer Center encontrava-se numa posi¢ao ideal para o
desenvolvimento desse estudo, sendo um dos centros brasileiros pioneiros em imunoterapia,
com mais de 400 pacientes tratados, e tendo inaugurado um Centro de Imunoterapia com
uma equipe multidisciplinar de mais de 70 profissionais para acompanhamento dedicado

desses pacientes.



2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar a espessura do timo e o volume do baco antes e apds o uso de imunoterapia
para tratamento oncoldgico e verificar se as medidas pré-tratamento e/ou a variagdo se

correlacionavam com desfechos clinicos de resposta oncoldgica.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Se a hipdtese principal se mostrasse verdadeira (i.e., havia diferencas entre bons
versus maus respondedores nas medidas pré-tratamento ou na variagao apds tratamento),
calculariamos um valor de espessura timica e volume esplénico para uso clinico para
diferenciar os bons respondedores versus maus respondedores a imunoterapia e

calculariamos a sensibilidade, especificidade e acuracia dessas medidas.

No subgrupo de pacientes que foram examinados com PET/CT, quantificar a atividade
metabdlica do timo e baco em relagao ao figado antes e apds o uso de imunoterapia através
da medida do SUV (Standardized Uptake Value) e verificar se o SUV pré-tratamento e/ou a

variacao se correlaciona com desfechos clinicos de resposta.

Avaliar se ha alta correlacdao entre medidas unidimensionais do baco e a volumetria
esplénica e se o volume esplénico apresenta uma curva de distribuicdo normal em pacientes

oncolégicos.

Avaliar se hda correlagdo entre a espessura do timo e volume esplénico em pacientes

oncolégicos.



3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de coorte, com coleta retrospectiva, analitico, observacional, unicéntrico, que
foi desenvolvido no Departamento de Imagem com apoio do Departamento de Oncologia

Clinica do A.C.Camargo Cancer Center.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do
A.C.Camargo Cancer Center / Fundag¢do Antbnio Prudente, sob supervisio da Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa, e foi iniciado apenas apds a aprovacdo dele (parecer

3.280.881).

Foi solicitada e concedida dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido. Os
dados clinicos coletados foram depositados na plataforma REDCap e foram realizadas analises
dos exames de imagem dos sujeitos incluidos na pesquisa. Conforme Termo de Anuéncia
assinado pelos pesquisadores, os dados coletados depositados na plataforma REDCap e seu
uso em futuras pesquisas da Fundagao Anténio Prudente ja estdo implicitamente autorizados,
respeitada a politica de protecdo de dados da instituicdo e as normas de ética em pesquisa do

Conselho Nacional de Saude.

Conforme protocolo aprovado pelo Comité de Etica, na eventualidade de que novos
achados de imagem fossem caracterizados durante o estudo, eles seriam avaliados
conjuntamente pelos pesquisadores envolvidos e caso fossem julgados de relevancia clinica
seriam comunicados ao oncologista clinico responsavel pelo cuidado do sujeito de pesquisa.

Durante toda a duracdo do nosso projeto, ndo se observaram tais achados.



3.3 POPULACAO DO ESTUDO

Os participantes de pesquisa elegiveis para o estudo foram os pacientes oncolégicos
adultos submetidos a tratamento com drogas da classe das imunoterapias no A.C.Camargo

Cancer Center.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

° Inicio do uso de drogas imunoterapicas (anticorpos anti-CTLA4, anti-PD1, anti-PD-L1)
como terapia Unica ou em combinag¢do com outros tratamentos entre janeiro de 2019 e maio
de 2021).

[ Apresentarem ao menos 1 exame de imagem da regido toracica e/ou abdominal
realizado até 3 meses antes do inicio da imunoterapia. Os pacientes que ndo apresentaram
exames de ambas as regides acima ainda assim foram incluidos no estudo e seus dados
analisados apenas em relacdo a métrica aplicavel (espessura do timo se exame exclusivo do
térax e volume do baco se exclusivo do abdome).

° Os exames de imagem aceitos para satisfazer o critério de inclusdo acima foram:
tomografia computadorizada, ressonancia magnética ou PET/CT. O uso do contraste venoso

nao foi obrigatdrio para inclusao neste estudo.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

° Menores de 18 anos de idade.

° Antecedente de esplenectomia.

° Diagndstico estabelecido de esplenomegalia devido a hipertensdo portal ou cirrose
hepatica.

° Pacientes com nédulos esplénicos, metastases esplénicas (suspeitas a imagem ou

confirmadas por bidpsia) ou lesdes timicas e/ou mediastinais anteriores focais.



° Imagens dos exames indisponiveis no PACS (Picture Archiving and Communication
System — Sistema de comunicagao e arquivamento de imagens).

° Exames com qualidade técnica insatisfatdria para realizacdo das medidas propostas
(por exemplo, artefatos de movimentagdao respiratéria acentuados em um exame de
ressonancia magnética do abdome que impossibilitavam a medida da volumetria esplénica).
° Foram avaliados no Centro de Referéncia de Imunoterapia mas nao chegaram a iniciar
o tratamento por qualquer motivo.

° Evoluiram a ébito em menos de 30 dias apds o inicio da imunoterapia.

[ Participantes de pesquisa clinica duplo-cega (portanto, sem informag¢do no prontudrio
sobre haver recebido imunoterapia ou placebo).

° Perda de seguimento apds receber apenas a primeira dose de terapia.

3.6 SELECAO DOS PACIENTES

O A.C.Camargo Cancer Center implementou o conceito de “Centro de Referéncia” para
organizar o atendimento clinico dos seus pacientes. A maior parte dos Centros de Referéncias
sdo organizado por tipo da neoplasia, mas foi também criado um “Centro de Imunoterapia”,
em que os pacientes sdo direcionados devido ao seu tratamento com imunoterapia
independente do tipo da neoplasia. O Centro de Imunoterapia possui equipe de mais de 70
colaboradores, incluindo oncologistas clinicos, patologistas, radiologistas, radioterapeutas,
pneumologistas, dermatologistas, endocrinologistas, intensivistas e médicos em atendimento
de emergéncia, além de enfermeiros dedicados, responsaveis pelo acompanhamento desses

pacientes.

Aproveitando a existéncia desse Centro, conforme aprovado pelo Comité de Etica da
instituicdo, solicitamos compartilhamento do nimero de registro dos pacientes que foram
encaminhados para possivel tratamento com imunoterapia de 2013 a 2021. Os registros e
dados clinicos anonimizados foram depositados em um banco de dados na plataforma
institucional REDCap (PID 183). Os prontuarios eletronicos foram acessados via sistema
interno H2TC, banco também anonimizado, para aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo

e foram coletados os dados clinicos de interesse.
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Apds selecionados os participantes elegiveis, foram tabulados os dados clinicos de
interesse para o projeto e realizadas as medidas dos drgao-alvo (timo e bago) usando o
programa de visualizacdo de imagens clinicas Carestream PACS. Todos os exames de imagem
foram avaliados por um médico radiologista junior (inferior a 5 anos de experiéncia) e

revisados por um médico radiologista sénior (superior a 20 anos de experiéncia).

3.7 MENSURACAO DO TIMO

O timo habitual tem uma morfologia bilobada, com uma aparéncia de cabeca de seta
em estudos com cortes axiais, como os que foram utilizados em nossa pesquisa. Entre 20 e 40
anos de idade, ha substituicdo gradual do seu parénquima por tecido gorduroso (Moore et al.
1983), substituicdo essa que pode ser quantificada por ressonancia magnética (de Geer et al.
1986). Dada a epidemiologia das neoplasias cujo tratamento aprovado inclui a imunoterapia,
esperdvamos que a nossa coorte fosse composta majoritariamente por pacientes idosos, com
glandulas lipossubstituidas. O calculo preciso do volume timico nessa populacao é dificultado
(Baron et al. 1982) pela dificil delimitagdo dos seus limites cranial e caudal. Entretanto,
diversos autores mostraram que a medida da espessura (E) do timo correlaciona-se bem com
o seu volume total (Francis et al. 1985; de Geer et al. 1986). Além disso, a espessura é uma
métrica de mais facil utilizacdo e padronizagao e, portanto, com maior potencial para ser
utilizada rotineiramente na clinica. Para efeito de consisténcia, foi mensurada sempre a
espessura do lobo esquerdo, que é ligeiramente maior que o direito (Baron et al. 1982), no
corte axial em que apresentava a maior area total, escolhida de forma subjetiva pelo

examinador, conforme esquematizado abaixo (Figura 1).
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Legenda: L: largura, maior eixo do lobo esquerdo. E: espessura, perpendicular a largura.

Figura 1 - Desenho esquematico do formato piramidal bilobado do timo em corte axial

3.8 MENSURACAO DO BAGO

Para a volumetria esplénica, usamos o software padrdo de visualizacdo de imagens da
instituicdo (Vue PACS v11.0.14.40, Carestream, Rochester, Nova lorque, Estados Unidos). Esse
software possuia uma aplicacdo para segmentacdo semiautomatica de lesdes chamada
Livewire (Vue PACS Livewire, Carestream, Rochester, Nova lorque, Estados Unidos). Essa
aplicacdo usa um algoritmo que delineia e ajusta em tempo real os contornos de uma
estrutura com base na diferenca de atenuagdo entre o drgao ou lesdao de escolha e suas
estruturas adjacentes, levando em conta os contornos da lesdo que sdo desenhados pelo
usuario em alguns dos cortes. Apds a aceitacdo pelo usudrio dos contornos pré-desenhados,
o software automaticamente interpola os limites da estrutura para os outros cortes em que
ndo foi feita a segmentacdo e define o volume total, a maior medida da estrutura no plano
axial e o maior eixo perpendicular a ela no mesmo corte axial. O processo de delineacdo do
baco demorou cerca de 30 segundos por pacientes, tendo sido assim muito mais rapido do
gue uma segmentacdo totalmente manual, que pode durar alguns minutos, seria. O processo

pode ser visualizado na Figura 2 e o resultado evidenciado na Figura 3.
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Legenda: (A) Selecdo da ferramenta de segmentagdo automatica Livewire; (B) Contornos da lesdo sugeridos em
tempo real pelo programa com base em um clique inicial na margem central e um segundo clique na margem
lateral; (C) contorno do bago realizado e aceito pelo usudrio com 3 cliques no corte demonstrado; (D) calculo do

maior eixo axial e o eixo perpendicular ao mesmo apds aceitacdo pelo usuario da segmentacao total.

Figura 2 - Demonstracao da ferramenta Livewire em exame de tomografia

- 3 {

Legenda: Imagem de tomografia computadorizada nos planos axial, coronal e sagital com o resultado da
segmentacdo semiautomadtica utilizando a ferramenta Livewire. Os limites da estrutura de interesse (bago)
encontram-se em verde e o volume total apresentado ao lado. Neste exemplo, foram necessarios cerca de 10

cliques para delimitagdo do bago e todo o processo durou menos de 30 segundos.

Figura 3 - Resultado em trés planos da segmentagdo esplénica usando a ferramenta Livewire
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O maior eixo axial da estrutura e o maior eixo perpendicular a ele calculados pelo
software quando aplicados ao bago correspondem, respectivamente, a largura (L) e espessura
1 (E1), definidas por Bezerra e colegas (Bezerra et al. 2005). De acordo com o estudo publicado
por Bezerra e colegas, a medida unidimensional que mais se correlacionaria com o volume
esplénico total seria o comprimento (C) esplénico, definido como o nimero de cortes axiais
em que o bago pode ser visto no exame multiplicado pela espessura dos cortes. Com o
advento dos tomdgrafos modernos que adquirem imagens com cortes isovolumétricos e
permitem reformag¢des sem perda de resolugdo, essa medida pode ser mais facilmente
realizada usando-se uma reformatagao coronal, escolhendo-se o corte onde o bago apresenta
o maior tamanho cranio-caudal, e medindo-se uma linha reta nesse mesmo eixo que vai do

limite superior até o limite inferior do baco (Figura 4).

a) b) T

Legenda: (A) Desenho esquemdtico do bago em corte axial com a largura (L) e espessura (E1), calculadas
automaticamente pelo software. (B) Desenho esquematico do bagco em corte coronal com o comprimento (C)

medido desde seu limite superior até seu limite superior em linha reta cranio-caudal verdadeira.

Figura 4 - Desenho esquematico dos eixos do baco

Com essas medidas, C, L e E1, pudemos calcular o volume esplénico também através
das férmulas tridimensional [CxLxE1 = (2.4074xVolume) — 6.5029] ou unidimensional [C =
(0.0126 x Volume) + 5.8006] proposta pelos autores. Ambas apresentariam alta correlacdo
com o volume calculado manualmente (Bezerra et al. 2005). Um dos objetivos secundarios do
nosso estudo foi comparar estas medidas unidimensionais e o volume resultante da aplicacao
férmulas acima em relacdo ao volume calculado pelo software de segmentacdo

semiautomatica, considerado o padrdo-ouro em nosso estudo. .
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Outro dos objetivos secundarios foi avaliar se a atividade metabdlica dos dois érgaos
linfoides estudados também variaria com o uso da imunoterapia e se essa varia¢do seria fator
preditivo de resposta. Para isso, no subgrupo de pacientes que realizaram PET/CT antes da
imunoterapia, quantificamos o SUVmax (Gambhir 2002) do bago e do timo, e comparamos
esses valores com o SUVmax do figado, usado para controle interno do metabolismo do
paciente em cada exame. Para cdlculo do SUVmax do bago e timo, foram escolhidas
manualmente as maiores regides de interesse volumétricas (VOI) que abrangiam essas
estruturas sem incluir estruturas adjacentes. No figado, foram escolhidos ao menos dois VOlIs,

um em cada lobo e evitando os vasos hepaticos, e a média usada para definir o SUVmax .

3.9 VARIAVEIS DO ESTUDO

Os dados coletados dos prontudrios eletrénicos e do PACS constam abaixo (Tabela 1):

Tabela 1 - Dados coletados dos prontudrios eletronicos e do PACS

Variaveis

RGH (nimero)

DATA DE NASCIMENTO (data)

IDADE AO INICIO DA IMUNOTERAPIA (ndmero)

SEXO (masculino, feminino)

SITIO PRIMARIO DA NEOPLASIA (melanoma, pulmonar, renal, urotelial, carcinoma espinocelular de cabega e
pescoco, colon, colo uterino, endométrio, esofago, figado, estdbmago, mama, linfoma, outros)
IMUNOTERAPICO (nome genérico do medicamento)

DATA INICIO IMUNOTERAPICO (data)

QUIMIOTERAPIA CONCOMITANTE (sim, ndo)

DESFECHO (progressdo, morte, toxicidade, outros)

SE OUTROS, ESPECIFICAR (texto livre)

SE OBITO, DATA DO OBITO (data)

SE PROGRESSAO, DATA DA IMAGEM QUE EVIDENCIOU PROGRESSAO OU DATA DA AVALIACAO CLINICA (data)
SE TOXICIDADE, DATA DA SUSPENSAO DA MEDICAGAO (data)

EXAME PRE-TRATAMENTO (TC e/ou PET/CT e/ou, RM)

DATA DO EXAME PRE-TRATAMENTO (data)

EXAME POS-TRATAMENTO (TC e/ou PET/CT e/ou RM)

DATA DO EXAME POS-TRATAMENTO (data)
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As varidveis calculadas a partir dos dados acima coletados foram:

1. Sobrevida livre de progressdo: definida como o tempo decorrido desde o inicio da
imunoterapia até morte, progressao de doenga evidenciada por exame de imagem ou

suspensdo de imunoterapia devido a progressao clinica de acordo com o médico assistente.
2. Espessura timica: medida conforme descrito no subitem 4.6.

3. Comprimento esplénico: medido conforme descrito no subitem 4.6.

4. Largura esplénica: medida conforme descrito no subitem 4.6.

5. Espessura 1 esplénica: medida conforme descrito no subitem 4.6.

6. Volume esplénico semiautomatico: calculado pelo software Vue PACS conforme descrito

no subitem 4.6.

7. Volume esplénico medido conforme férmula unidimensional: [C = (0.0126 x Volume) +

5.8006).

8. Volume esplénico medido conforme féormula tridimensional: [CxLxE1 = (2.4074xVolume) —

6.5029].

9. Razdo SUVmax timo/SUVmax figado: relacdo entre o valor maximo de captacdo
padronizado na drea de interesse do timo em rela¢do aquele do figado. Foi calculado apenas

naqueles pacientes que possuiam exames de PET/CT.

10. Razdo SUVmax baco/SUVmax figado: relacdo entre o valor maximo de captacgdo
padronizado na area de interesse do baco em relagao aquele do figado. Foi calculado apenas

naqueles pacientes que possuiam exames de PET/CT.

Nota: As varidveis 2 a 10 foram calculadas para os pacientes antes de iniciar a

imunoterapia e no primeiro exame realizado apds inicio da imunoterapia.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos foram armazenados no banco de dados institucional REDCap
(nimero 2668/19) e sua analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism
versdao 9. Na andlise descritiva as varidveis foram apresentadas por meio de frequéncias
absoluta e relativa (varidveis qualitativas) ou por meio das principais medidas resumo

(varidveis quantitativas), como média, desvio padrdo, mediana, valor minimo e valor maximo.

Para analise estatistica foi utilizado o teste t de Student (ou ndo paramétrico de Mann-
Whitney, conforme indicagdo) para comparagdo de varidveis quantitativas. Para estudo das
varidveis qualitativas foram utilizadas tabelas 2 x 2, com avaliacdo da significancia estatistica
pelo Teste do qui-quadrado de Pearson com correcao de Yates ou Teste Exato de Fisher,
guando indicado. Para avaliar associacdo entre duas varidveis continuas, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Pearson. Foram considerados estatisticamente significativos os

resultados que tiverem probabilidade de erro tipo | menor ou igual a 5% (p<=0.05)

Para andlise da sobrevida foi utilizada a curva de Kaplan-Meyer dicotomizada pela
mediana das medidas relacionadas ao baco e timo, tanto para toda a coorte como na analise
dos 3 subgrupos de sitios mais frequentes de neoplasia da coorte. Para comparac¢ao da curva
de sobrevida em diferentes grupos foi utilizado o teste de log-rank. Foi também usado o
modelo de regressdo de Cox para estimativa da razdo de risco (HR — Hazard Ratio) das
variaveis continuas de medida do baco e do timo, com intervalo de confianca de 95% (CI95%).

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

3.11 HIPOTESES E RESULTADOS ESPERADOS

Em relacdo ao objetivo primario do estudo, esperava-se que os pacientes com maior
volume esplénico e timico antes do tratamento teriam melhor resposta a imunoterapia
(Schwenck et al. 2020), que poderia ser evidenciada pelo aumento nas varidveis de sobrevida

coletadas. A justificativa, ja explorada anteriormente, seria de que esses pacientes possuiriam
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uma maior reserva de células imunes prontas para atacar as células tumorais, uma vez
liberado o bloqueio imune causado pela ativacdo do eixo CTLA-4 ou PD-1/PD-L1. Além disso,
esperava-se que a imunoterapia causasse um aumento do volume esplénico e timico nos
primeiros meses apds inicio da terapia, através de hiperplasia linfoide causada pela expansao
clonal das células imunes (Choyke et al. 1987; Nishino et al. 2006; Wen et al. 2015). Esperava-
se que esse aumento fosse ainda mais pronunciado nos bons respondedores e que pudesse

ser usado como um fator preditivo precoce.

Em relacdo a correlacdo dos diferentes métodos de medida da volumetria esplénica,
esperava-se validar os resultados obtidos por Bezerra e colegas (Bezerra et al. 2005) na nossa

coorte de pacientes oncoldgicos.

Em relacdo a quantificacdo da atividade metabdlica dos drgdos linfoides no subgrupo
de pacientes avaliados por PET/CT, esperava-se que houvesse aumento do metabolismo
timico nos respondedores semelhante ao aumento do metabolismo da medula dssea
observado por Schwenck e colegas (Schwenck et al. 2020). Em relac¢do a atividade metabdlica
esplénica, a literatura é conflitante. H4 um estudo mostrando que a atividade metabdlica
aumentada antes da imunoterapia associa-se com menor sobrevida (Wong et al. 2020), e
outro que n3o encontrou essa relagao e ainda encontrou uma tendéncia nao significativa do
aumento metabdlico apds o tratamento estar associado a boa resposta (Schwenck et al.
2020). Nossa hipdtese era de que o metabolismo esplénico aumentasse apds o tratamento e

esse fosse um marcador de boa resposta, independente do metabolismo pré-tratamento.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA

Foram identificados 406 pacientes encaminhados para consulta no Centro de
Referéncia de Imunoterapia do A.C.Camargo Cancer Center entre janeiro/2019 e maio/2021.
Destes, 337 eram potencialmente elegiveis para este estudo conforme os critérios de inclusao
e exclusdo. Apds cadastro das imagens, 188 sujeitos foram incluidos na analise final. O critério
de exclusdo mais prevalente foi a auséncia de exames de imagem antes do inicio da
imunoterapia disponiveis para andlise em nosso sistema digital de arquivamento de imagens
(PACS). A auséncia desses exames se deu em parte devido a indisponibilidade de acesso as
imagens realizadas ha mais de 2 anos em nossa instituicdo e em parte pois varios pacientes
sdo encaminhados para tratamento no A.C.Camargo provenientes de outras instituicdes, ja
havendo realizado seus estudos de estadiamento nestes outros servicos. Um algoritmo da

selecdo dos sujeitos esta sumarizado abaixo (Figura 5):

| n=406 PACIENTES DO CENTRO DE IMUNOTERAPIA DE 01/2019 -05/2021 |

n=12 NAO RECEBERAM IMUNOTERAPIA
n=22 OBITO EM MENOS DE 30 DIAS

n=62 EXCLUIDOS n=19 PESQUISA CLINICA DUPLO -CEGA

n=3 PERDA DE SEGUIMENTO APOS 12 DOSE
n=6 OUTROS

n=344 POTENCIALMENTE ELEGIVEIS |

n=149 SEM IMAGENS ANTES DA IMUNOTERAPIA DISPONIVEIS

n=156 EXCLUIDOS n=5ESPLENECTOMIA

n=2 ESPLENOMEGALIA DEVIDO A CIRROSE OU OUTRAS PATOLOGIAS

l

| n=188 INCLUIDOS NA ANALISE FINAL |

Figura 5 - Algoritmo de selegdo dos sujeitos incluidos na pesquisa
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Dos 188 sujeitos incluidos, 3 ndo possuiam exames de seguimento apds inicio da
imunoterapia e 14 possuiam exames de abdome, mas ndo possuiam exames do térax, o que
impediu a mensuracdo timica. Nestes casos, seus dados foram incluidos apenas na andlise das
métricas extraidas do exames antes do tratamento e nas métricas esplénicas,
respectivamente. No total foram analisados 205 exames de tomografia de abdome, 152
exames de PET/CT e 16 exames de ressonancia magnética. As caracteristicas de base e dados

clinicos dos sujeitos incluidos constam na tabela abaixo (Tabela 2):

Tabela 2 - Dados clinicos dos sujeitos incluidos

Dados descritivos (n=188)

Idade (anos; min-max.) 64; 25-92

Género (M:F) 1,65:1

Tipo da neoplasia
Melanoma | 50 (27%)
Pulmonar | 41 (22%)
CEC Cabeca e pescogo | 21 (11%)
Renal | 15 (8%)
Urotelial | 9 (5%)
Endométrio | 7 (4%)
Estébmago | 6 (3%)
Es6fago e transicdo esofagogastrica | 5 (3%)
Mama | 5 (3%)
Préstata | 5 (3%)
Outros subtipos (n<5/subtipo) | 24 (13%)

Imunoterapico utilizado
Atezolizumabe | 18 (10%)
Avelumabe | 3 (2%)
Cemiplimabe | 3 (2%)
Durvalumabe | 3 (2%)
Ipilimumabe+nivolumabe | 35 (19%)
Nivolumabe | 43 (23%)
Pembrolizumabe | 83 (44%)

Quimioterapia ou terapia-alvo em conjunto
Sim | 123 (65%)
Ndo | 65 (35%)
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Em relacdo a data de realizacdo dos exames antes do inicio do tratamento, que nao foi
padronizada devido ao carater retrospectivo do estudo, a mediana foi de 22 dias antes do
inicio da imunoterapia, detalhado conforme segue: 86% entre 60 dias até a data inicial, 10%
exames realizados entre 170 e 61 dias anteriores a imunoterapia e 4% exames realizados até
no maximo 15 dias apds a primeira dose. Em relacdo a data do primeiro exame de avaliacdo
de resposta, a mediana foi de 75 dias apds o inicio da imunoterapia, 87% deles em até 120
dias e os 13% restantes de 120 a 345 dias apds a primeira dose. O seguimento mediano da

coorte foi de 17,9 meses, sendo o seguimento minimo de 1 més e maximo de 25,7 meses.

4.2 MEDIDAS TiMICAS EM PACIENTES SUBMETIDOS A IMUNOTERAPIA

A andlise da espessura do lobo esquerdo do timo (referida apenas como espessura
timica) foi feita antes e apds o inicio da imunoterapia. Qualitativamente, observou-se que a
escolha do corte axial onde havia a maior area total foi altamente subjetiva. Também
verificou-se que o formato triangular do timo idealizado muitas vezes ndo correspondia a
realidade. Portanto, definir o maior eixo do lobo esquerdo e sua espessura foi desafiador e
observou-se uma alta variabilidade intra-observador (ndo quantificada neste estudo). Mesmo
observando essas limitacdes, optou-se por prosseguir a andlise das medidas timcias conforme

planejado.

O grafico Q-Q evidenciou uma distribuicdo ndao-normal (ndo-Gaussiana) dos valores
tanto antes como apds o inicio do tratamento de acordo com o teste de D'Agostino &

Pearson (P<0.001 e P=0.001, respectivamente, alpha = 0.05), conforme abaixo (Figura 6).
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Figura 6 - Grafico de probabilidades para analise de normalidade dos valores timicos

encontrados

A estatistica descritiva das medidas timicas pode ser encontrada abaixo.

Tabela 3. Estatistica descritiva das medidas timicas

Espessura  timica Espessura  timica Diferenca pds menos pré-

pré-tratamento pds-tratamento tratamento (mm)

(mm) (mm)
Minimo 4,900 4,900 -6,900
Percentil 25% 10,90 11,00 -1,800
Mediana 13,60 13,70 -0,100
Percentil 75% 18,10 17,23 1,600
Maximo 31,80 29,70 7,800
Média 14,88 14,69 -0,185
Desvio padrdo 5,448 5,298 2,683
Erro padrdo da média 0,4130 0,4016 0,203
IC 95% limite inferior 14,07 13,90 -0,587
IC 95% limite superior 15,70 15,49 0,215

Legenda: mm- milimetros.
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N3do houve alteracdo estatisticamente significativa entre a espessura timica antes e

apo6s o tratamento (P=0.5330, teste de Wilcoxon pareado) conforme abaixo (Figura 7).

ns
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T

w
o
1

Espessura timo (mm)
= N
T 7T

0 | |
Timo pre Timo pos

Legenda: linhas tracejadas evidenciando medianas e intervalos interquartis (P=0.5330, teste de Wilcoxon

pareado). ns: ndo significativo.

Figura 7 - Grafico em violino da espessura timica antes e apds o inicio da imunoterapia

Em seguida, foi realizada uma andlise de sobrevida livre de progressao de doenca de
acordo com a medida do timo. Sumarizando, a populacgdo foi dicotomizada pelo valor mediano
da espessura timica, tanto antes como apds o tratamento conforme descrito na metodologia
do projeto. Embora nao tenha sido evidenciada diferenca estatisticamente significativa na
espessura timica antes e apds o tratamento na andlise global dos dados conforme evidenciado
na Tabela 2, houve grande variagdao no comportamento da espessura timica em cada sujeito,
com alguns sujeitos apresentado de diminuicdo de 6,9 mm até outros com aumento de 7,8
mm. Assim, também foi realizada uma andlise de sobrevida dicotomizando a populagdo do
estudo entre os pacientes cujo timo diminuiu e aqueles em que houve estabilidade ou

aumento do timo.

De acordo com o teste de log-rank (Mantel-Cox) para comparac¢do das curvas de
sobrevida, ndo houve diferenca estatisticamente significativa dos pacientes com timos

menores em relagdo aqueles com timos maiores, tanto nos exames de base (Figura 8) como
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nos exames de avaliacdo de resposta (Figura 9). Tampouco houve diferenca significativa nos

grupos estratificados de acordo com a mudanca relativa nas dimensées do timo (Figura 10).
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Figura 8 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes com timo medindo
menos de 13,6 mm e maiores ou iguais a 13,6 mm antes do inicio da imunoterapia (P=0,1332,
teste de Log-rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana de 8,9 meses nos sujeitos com timo <13,6

mm e 13,5 meses nos sujeitos com timo >=13,6 mm)
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Figura 9 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes com timo medindo
menos de 13,7 mm e maiores que 13,7 mm no primeiro exame de avalia¢do de resposta apds
o inicio da imunoterapia (P=0,5297, teste de Log-rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana de
10,3 meses nos sujeitos com timo <13,7 mm e 13,3 meses nos sujeitos com timo >13,7 mm

no primeiro exame de avaliacdo de resposta apds imunoterapia)
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Legenda: ns: n3o significativo.

Figura 10 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes que tiveram diminuigao
da espessura timica e aqueles que tiveram estabilidade ou aumento da espessura timica na
andlise comparativa entre o exame antes e apds o inicio da imunoterapia (P=0,0603, teste de
Log-rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana de 15,4 meses nos sujeitos que apresentaram

reducdo do timo e 8,3 meses nos sujeitos cujo timo permaneceu igual ou aumentou)
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Adicionalmente, para testar se os extremos da nossa coorte apresentavam
comportamento diverso que poderia ter sido mascarado pela andlise de dicotomizagao
mediana, foi realizada uma andlise ndo planejada na metodologia inicial (post hoc) com as
métricas timicas pré e pds-tratamento, comparando os pacientes no quartil com menor
espessura timica versus os pacientes no quartil com maior espessura timica. Essa analise post
hoc também ndo demonstrou diferengas estatisticamente significativas (P=0.9357 pré-

tratamento e P=0.0423, teste de Log-rank (Mantel-Cox)).

O conjunto das andlises confirmou a hipétese-nula de que ndo ha diferencas entre
esses grupos e, portanto, ndo foi possivel confirmar a hipétese inicial do estudo de que
pacientes com timos maiores antes do inicio do tratamento ou com maior aumento na
primeira avaliacdo de resposta possuiriam uma maior reserva de células imunes e

consequentemente melhor resposta a imunoterapia.

4.3 MEDIDAS ESPLENICAS EM PACIENTES SUBMETIDOS A IMUNOTERAPIA

Conforme descrito na metodologia do projeto, foi usada uma ferramenta de
segmentacdo ja presente no software padrdo de visualizacdo de imagens da instituicao (Vue
PACS v11.0.14.40, Carestream, Rochester, Nova lorque, Estados Unidos) para calculo do
volume esplénico. Ndo foi necessdria obtencdo de qualquer software ou aplicacdo adicional,
ndo sendo necessario tampouco a exportag¢ao dos arquivos de imagem ou pds-processamento
das imagens adquiridas além do que se encontrava disponivel na interface padrdo do
aplicativo. A aplicacdo para segmentacao semiautomatica de lesdes ja contida no pacote
padrdo do software comercial chama-se Livewire e funciona através um algoritmo que
delineia e ajusta em tempo real os contornos de uma estrutura com base na diferenca de
atenuacado entre o 6rgao ou lesdo de escolha e suas estruturas adjacentes, levando em conta

os contornos da lesdo que sdo desenhados pelo usudrio em alguns dos cortes.

Qualitativamente, foi observado que a segmentacdo semiautomatica foi mais célere e
necessitou de menores correcdes nos exames de ressonancia magnética e nas tomografias

com uso de contraste venoso iodado quanto comparado com os exames de tomografia sem



26

contraste venoso iodado e com os exames de PET/CT, devido ao maior contraste entre o baco
e as estruturas adjacentes. No PET/CT, a dose de radiagdo usada para aquisicdo da imagem de
tomografia é menor que em uma tomografia padrao e por consequéncia hd menor relacao
sinal-ruido. Foi também observado que a segmentacao semiautomatica obtinha resultados
superiores em pacientes com sobrepeso e obesos, nos quais havia mais tecido adiposo ao
redor do bago isolando-o das estruturas adjacentes que possuem atenuagao semelhante
(vasos, cauda do pancreas, cupula diafragmatica, musculatura intercostal, rim esquerdo, alcas
intestinais). De forma contraria, a segmentacao semiautomatica foi prejudicada e necessitou
de mais ajustes em pacientes com menor quantidade de gordura intra-abdominal e nos quais
havia intensos artefatos de movimentacdo respiratéria. Entretanto, mesmo nestes casos, o
uso da ferramenta para medir o volume do bago ainda se mostrou mais rapido do que a

realizacdo da segmentacdo totalmente manual em cada corte da imagem.

O cdlculo da volumetria esplénica foi feito antes e apds o inicio da imunoterapia. O
grafico Q-Q evidenciou uma distribuicdo ndo-normal (ndo-Gaussiana) dos valores tanto antes
como apds o inicio do tratamento de acordo com o teste de D'Agostino & Pearson (P<0.001 e

P=0.001, respectivamente, alpha = 0.05), conforme abaixo (Figura 11).
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Figura 11 - Grafico de probabilidades para analise de normalidade dos valores esplénicos
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A estatistica descritiva da volumetria esplénica pode ser encontrada na Tabela 4.

Tabela 4 - Estatistica descritiva do volume esplénico

Volumetria Volumetria Diferenga pds menos pré-
esplénica pré- esplénica pds- tratamento (cm3)
tratamento (cm?) tratamento (cm?3)

Minimo 65,60 56,20 -14,41

Percentil 25% 145,4 156,0 -15,95

Mediana 208,4 211,6 7,200

Percentil 75% 304,8 304,2 31,45

Maximo 893,1 916,6 23,06

Média 237,5 246,1 8,548

Desvio padrao 128,3 132,1 49,75

Erro padrdo da média 9,432 9,710 3,657

IC 95% limite inferior 218,9 226,9 1,332

IC 95% limite superior 256,1 265,2 15,76

Legenda: mm- milimetros.

O tratamento com imunoterapia foi associado a um aumento estatisticamente
significativo de 8,5 cm?® no volume esplénico (P=0.0118, teste de Wilcoxon pareado), conforme

abaixo (Figura 12).
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Legenda: Linhas tracejadas evidenciando medianas e intervalos interquartis (P=0.0118, teste de Wilcoxon

pareado).

Figura 12 - Grafico em violino do volume esplénico antes e apds o inicio da imunoterapia
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Em seguida, foi realizada uma analise de sobrevida livre de progressao de doenca de
acordo com o volume esplénico. A populagao foi dicotomizada pelo valor mediano do volume
esplénico, tanto antes como apds o tratamento, conforme descrito na metodologia do estudo.
Embora a diferenga média entre os valores antes e apds o inicio da imunoterapia foi de apenas
8,5 cm? conforme descrito previamente, houve uma variacdo individual grande desde diminuir
144,1 cm? até aumentar 230,6 cm3 entre o exame de base e o primeiro exame de avaliacdo de
resposta. Assim, também foi realizada uma andlise de sobrevida dicotomizando a populacao
do estudo entre os pacientes cujo volume esplénico diminuiu e aqueles em que houve

estabilidade ou aumento do bago apds inicio da imunoterapia.

De acordo com o teste de log-rank (Mantel-Cox) para comparacao das curvas de
sobrevida, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na sobrevida livre de progressao
entre os pacientes com bagos menores em relagdo aqueles com bagos maiores, tanto nos
exames pré-tratamento (Figura 13) como nos exames realizados para a primeira avaliacdo de
resposta (Figura 14). Tampouco houve diferenga significativa nos grupos estratificados de

acordo com a mudanga relativa nas dimensdes do bago (Figura 15).
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Figura 13 - Curvas de sobrevida livre de progressdo entre os pacientes com baco medindo
menos de 209 cm? e maiores ou iguais a 209 cm? antes do inicio da imunoterapia (P=0,9905,
teste de Log-rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana de 11,1 meses nos sujeitos com volume
esplénico menor que 209 cm? e 11,0 meses nos sujeitos com volume esplénico maior que 209

cm3)
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Figura 14 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes com bago medindo
menos de 212 cm? e maiores ou iguais a 212 cm? no primeiro exame de avaliac3o de resposta
apos o inicio da imunoterapia (P=0,3867, teste de Log-rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana
de 9,9 meses nos sujeitos com volume esplénico menor que 212 cm?3 e 12,7 meses nos sujeitos

com volume esplénico maior que 212 cm3)
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Figura 15 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes que tiveram diminuicao
do volume esplénico e aqueles que tiveram aumento do volume esplénico na andlise
comparativa entre o exame antes e apds o inicio da imunoterapia (P=0,9295, teste de Log-
rank (Mantel-Cox), sobrevida mediana de 12,2 meses nos sujeitos com reducdo do volume

esplénico e 11,1 meses nos sujeitos com aumento)

Adicionalmente, para testar se os extremos da nossa coorte apresentavam
comportamento diverso que poderia ter sido mascarado pela andlise de dicotomizacdo
mediana, foi realizada uma andlise ndo planejada na metodologia inicial (post hoc) com as
métricas esplénicas pré e pds-tratamento, comparando os pacientes no quartil com menor
volume esplénico versus os pacientes no quartil com maior volume esplénico. Essa analise
post hoc também ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas (P=0.7779 pré-

tratamento e P=0.6793, teste de Log-rank (Mantel-Cox)).

O conjunto das analises confirmou a hipdtese-nula de que ndo ha diferencas entre
esses grupos e nao foi possivel confirmar a hipdtese inicial do estudo de que pacientes com
bacos maiores antes do tratamento ou com maior aumento da primeira avaliacdo de resposta
possuiriam uma maior reserva de células imunes que seriam ativadas pela imunoterapia e

consequentemente melhor resposta a imunoterapia.
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4.4 SUBANALISE POR TIPO DE NEOPLASIA

Conforme o planejamento inicial, foi realizada uma subanalise dos dados dos 3
subtipos mais comuns de neoplasia presentes na coorte do estudo. Devido ao achado de baixa
reprodutibilidade da mensuracdo timica, a subandlise por neoplasia ndo incluiu as medidas

timicas.

Uma das limitagdes do estudo era a inclusdo de pacientes com neoplasias que
respondem de maneira muito diferente a imunoterapia. Era possivel que mesmo que ndo
fossem evidenciadas diferencas na sobrevida livre de progressao de acordo com o volume
esplénico, a populacdo do nosso estudo era heterogénea e incluia tanto pacientes com
neoplasias que sabidamente apresentam melhor resposta a imunoterapia (e.g. melanoma),
guanto pacientes para os quais ndo ha evidéncia forte de eficidcia da imunoterapia (e.g.
neoplasia da mama e da prdstata). Dessa forma, a andlise agrupada de todos esses pacientes
poderia mascarar diferencas reais devido a heterogeneidade do grupo. Optou-se por limitar a
subanalise por tipo de neoplasia apenas as 3 neoplasias mais comuns da coorte por varios
motivos: 1) para ndo incorrer no risco de um resultado estatisticamente significativo apenas
devido ao acaso de multiplas comparacdes; 2) para que houvesse um numero suficiente de
sujeitos em cada subgrupo com poder estatistico; 3) objetivando a maior aplicabilidade futura
dos possiveis achados nas neoplasias mais comumente tratadas com imunoterapia. Conforme
previamente descrito, as neoplasias mais comuns em nossa coorte foram melanoma (n=50),

pulmao (n=41) e carcinoma espinocelular (CEC) de cabeca e pescoco (n=21).

A subanalise de sobrevida livre de progressdao em cada subtipo tumoral foi realizada
de maneira idéntica a andlise global da etapa anterior, com os sujeitos divididos em 2 grupos
de tamanhos iguais baseados na mediana dos seus valores. Em relacdo aos pacientes com
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, ndao foram evidenciadas diferencas
significativas nas curvas de sobrevida com base no volume esplénico antes do tratamento ou
no primeiro exame de avaliacdo de resposta (mediana de sobrevida de 12,6 meses nos sujeitos
com baco menores e 8,7 meses com baco maiores pré-tratamento, P= 0,7688, e mediana de
sobrevida de 11,0 meses nos sujeitos com baco menores e 12,7 meses com baco maiores apds

inicio do tratamento, P=0,3960, testes de Log-rank (Mantel-Cox)).
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Em relagdao aos pacientes com neoplasia pulmonar, também ndo foram evidenciadas
diferencgas significativas nas curvas de sobrevida com base no volume esplénico antes do
tratamento ou no primeiro exame de avaliacdo de resposta (mediana de sobrevida de 7,9
meses nos sujeitos com bago menores e 6,1 meses com bago maiores pré-tratamento, P=
0,8168, e mediana de sobrevida de 6,0 meses nos sujeitos com bagco menores e 8,0 meses
com bago maiores apds inicio do tratamento, P=0,4063, testes de Log-rank (Mantel-Cox)). As

curvas de sobrevida podem ser evidenciadas abaixo (Figura 16).
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Legenda: (A) pacientes com neoplasia pulmonar e bagco medindo menos de 209 cm? e mais de 209 cm? no exame
pré-tratamento resposta (mediana de sobrevida de 7,9 meses nos sujeitos com bago menores e 6,1 meses com
bago maiores pré-tratamento, P=0,8168, teste de Log-rank (Mantel-Cox)); (B) pacientes com neoplasia pulmonar
e baco medindo menos de 214 cm?® e mais de 214 cm3 no primeiro exame de avaliagdo de resposta apds o inicio
da imunoterapia (mediana de sobrevida de 6,0 meses nos sujeitos com baco menores e 8,0 meses com baco
maiores pré-tratamento, P= 0,4063, teste de Log-rank (Mantel-Cox)); (C) pacientes com CEC de cabega e pescogo
e baco medindo menos de 208 cm? e mais de 208 cm3 no exame pré-tratamento(mediana de sobrevida de 12,6
meses nos sujeitos com bago menores e 8,7 meses com baco maiores pré-tratamento, P= 0.7688, teste de Log-
rank (Mantel-Cox)); (D) pacientes com CEC de cabeca e pescoco e baco medindo menos de 193 cm3 e mais de
193 cm? no primeiro exame de avaliacdo de resposta apds o inicio da imunoterapia (mediana de sobrevida de
11,0 meses nos sujeitos com bago menores e 12,7 meses com bago maiores pré-tratamento, P= 0,3960, teste de

Log-rank (Mantel-Cox)). ns: ndo significativo.

Figura 16 - Curvas de sobrevida livre de progressao nos pacientes com neoplasia pulmonar e

carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o
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Devido a conhecida menor eficdcia da imunoterapia em pacientes com neoplasia
pulmonar do tipo pequenas células versus nao-pequenas células, também realizamos outra
analise post hoc excluindo os 4 pacientes com neoplasia pulmonar do tipo pequenas células
da analise, restando apenas 37 sujeitos para avaliagao. Novamente, ndo houve diferenga nas
curvas de s obrevida entre o grupo com bacos menores e maiores, antes ou apds o tratamento
(P=0,6210 na avaliagdo antes e P=0,2666 na avaliagdo apds inicio da imunoterapia, teste de

Log-rank (Mantel-Cox)).

A avaliacdo do subgrupo de pacientes com melanoma (n=50), o subgrupo de neoplasia
mais comum em nossa coorte e o que historicamente melhor responde a imunoterapia,
demonstrou diferengas estatisticamente significativas e clinicamente relevantes entre os
pacientes com bagos menores e maiores incluidos na nossa coorte, conforme pode-se
evidenciar abaixo (Figura 17). A sobrevida mediana foi de 24,0 meses nos pacientes com bagos
menores que 222 cm? e de 11,0 meses nos pacientes com bacos maiores que 222 cm? no
exame pré-tratamento (P=0,0184, teste de Log-rank (Mantel-Cox)). A sobrevida baseada no
volume esplénico no primeiro exame de avaliagdo de resposta também se mostrou
estatisticamente significativa, sendo a sobrevida mediana de 11,0 meses nos pacientes com
bacos maiores que 246 cm? e n3o foi atingida em pacientes com bacos menores que 246 cm3
(teste de log-rank P=0,0058)(Figura 18). Houve uma ampla similaridade entre os sujeitos de
cada subgrupo em ambas as analises, sendo que 23/25 (92%) pacientes com menores bacos
no exame pré-tratamento também pertenciam ao grupo com menores bagcos no exame de
avaliagdo de resposta. A maior parte dos pacientes com melanoma (72%) teve um aumento
do volume esplénico apds o inicio da imunoterapia, e ndao houve diferenga na sobrevida entre
aqueles cujo baco aumentou ou diminuiu (teste de log-rank P=0.1598), salientando-se a

limitacdo desta avaliacdo devido ao reduzido niumero de pacientes cujo baco reduziu (n=14).
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Nota: Uma nova analise dos dados desta figura com maior seguimento foi aceita para publicagdo em manuscrito

escrito pelo autor (Taveira et al, 2023)

Figura 17 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes com melanoma (n=50)
e baco medindo menos de 222 cm?® e mais de 222 ¢cm® no exame antes do inicio da
imunoterapia. A sobrevida mediana foi de 24,0 meses nos pacientes com bagos menores que
222 cm? e de 11,0 meses nos pacientes com bacos maiores que 222 cm?® no exame pré-

tratamento (P=0,0184, teste de Log-rank (Mantel-Cox))
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Figura 18 - Curvas de sobrevida livre de progressao entre os pacientes com melanoma (n=50)
e baco medindo menos de 246 cm? e mais de 246 cm® no primeiro exame de avaliacdo de
resposta apos o inicio da imunoterapia. A sobrevida mediana foi de 11,0 meses nos pacientes
com bacos maiores que 246 cm? e n3o foi atingida nos pacientes com bacos menores que 246

cm3 no exame pré-tratamento (P=0,0058, teste de Log-rank (Mantel-Cox))
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Devido aos dados encorajadores relacionando o volume esplénico a sobrevida nos
pacientes com melanoma, foi realizada também uma analise de curvas de Caracteristica de
Operacdo do Receptor (curva COR) para avaliar a acuracia do volume esplénico antes e apds
o inicio da imunoterapia em diferenciar bons respondedores versus maus respondedores,
definidos neste estudo como pacientes com sobrevida maior ou menor que a mediana global
dos 50 pacientes (16,0 meses), respectivamente. O volume esplénico mostrou-se
estatisticamente significativo na diferenciacdo dos bons versus maus respondedores,
apresentando dreas sob as curvas semelhantes, sendo de 0,6832 nas medidas pré-tratamento
(P=0,0263) e 0,6848 nas medidas pds-tratamento (P=0,0250), conforme evidencia-se abaixo
(Figura 19). Usando-se os pontos de corte derivados da analise das curvas de sobrevida
(baseados na mediana dos valores), calculamos uma sensibilidade de 60% e especificidade de
60% na diferenciacdo dos bons e maus respondedores usando o corte de 222 cm3 no exame
pré-tratamento e uma sensibilidade de 60% e especificidade de 60% na diferenciacao dos

bons e maus respondedores usando o corte de 246 cm? no exame de avaliac3o de resposta.
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Figura 19 - Curva COR contendo os valores do volume esplénico antes e apds o inicio da
imunoterapia para diagnéstico de bons respondedores (sobrevida livre de progressdao maior
gue 16,0 meses) versus maus respondedores (sobrevida livre de progressdo menor que 16,0

meses) nos pacientes com melanoma
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Em seguida, realizamos uma analise de regressdo de Cox para estimar qual a razdo de
risco de progressao associada ao volume esplénico medido antes de iniciar o tratamento. O
resultado encontrado foi de uma razdo de risco (hazard ratio) de 1,005 (IC 95% de 1,002 a
1,008, P=0.0010). Dessa forma, sendo verdadeiras todas as suposicdes do modelo de
regressao de Cox (entre outras, a de que o risco associado ao volume esplénico possui uma
relacdo linear com a sobrevida livre de progressao e a de que o risco associado ao volume
esplénico é constante ao longo do tempo), chegamos a conclusdo que a cada 10 cm?® de
aumento do volume esplénico antes do tratamento, associa-se uma chance cerca de 5% maior

de progressao (mais precisamente 5,11%=1,005710).

4.5 ANALISE SECUNDARIA DOS EXAMES DE PET/CT

Dos 188 sujeitos incluidos no estudo, 62 foram examinados com PET/CT antes e apds
o inicio do tratamento. A anadlise da captacdo através do SUVmax foi feita alguns meses apds
a medida do timo e volume esplénico. Os exames de 13 pacientes tornaram-se indisponiveis
para avaliacdo no sistema de imagens institucional devido ao intervalos entre essas analises e

apenas 49 exames de PET/CT foram incluidos.

Conforme descrito na metodologia deste estudo, foi medido o maximo valor de
captacdo padronizado (SUVmax) do timo, baco e do figado, este ultimo para controle interno

de possiveis variagdes da captacdo metabdlica inerentes ao método.

N3o foi evidenciada alteracado significativa do SUVmax do timo ou do baco apds inicio
da imunoterapia, na andlise dos valores puros ou controlados usando a razdo entre o SUVmax

do timo ou bago e o SUVmax hepatico para controle interno, conforme abaixo (Figura 20).
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Legenda: (A) SUVmax esplénico antes e apds inicio do tratamento; (B) SUVmax esplénico/SUVmax hepatico antes

e apos inicio do tratamento; (C) SUVmax timico antes e apds inicio do tratamento; (D) SUVmax timico/SUVmax

hepatico antes e apods inicio do tratamento (P=0.4102, 0.5151, 0.5397, 0.5514, respectivamente; teste de

Wilcoxon pareado). ns: ndo significativo.

Figura 20 - SUVmax do timo e baco antes e apds inicio da imunoterapia

Em seguida, realizamos andlises de sobrevida entre dois grupos dicotomizados pela

mediana dos valores de SUVmax timico ou da razdo SUVmax timico/SUVmax figado, tanto no

PET/CT realizado antes como apds o inicio do tratamento. N3o evidenciamos diferencgas

estatisticamente significativas entre os subgrupos, conforme abaixo (Figura 21).
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Legenda: (A) Dicotomizagdo pelo SUVmax timico antes do tratamento; (B) Dicotomizagdo pela razdo SUVmax
timico/SUVmax hepatico antes do tratamento; (C) Dicotomizagdo pelo SUVmax timico apos inicio do tratamento;
(D) Dicotomizagdo pela razdo SUVmax timico/SUVmax hepdtico ap0ds inicio do tratamento; (P=0.8013, 0.6289,

0.2802, 0.2792, respectivamente; teste de log-rank).

Figura 21 - Curvas de sobrevida livre de progressao conforme o SUVmax timico antes e no

primeiro exame de avaliacdo de resposta ap6s o inicio da imunoterapia

Finalmente, realizamos analises de sobrevida entre dois grupos dicotomizados pela
mediana dos valores de SUVmax esplénico ou da razdo SUVmax esplénico/SUVmax hepatico,
tanto no PET/CT realizado antes como apds o inicio do tratamento. Ndo evidenciamos

diferencgas estatisticamente significativas entre os subgrupos, conforme abaixo (Figura 22).
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Legenda: (A) Dicotomizagdo pelo SUVmax esplénico antes do tratamento; (B) Dicotomizagdo pela razdo SUVmax
esplénico/SUVmax hepatico antes do tratamento; (C) Dicotomizagdo pelo SUVmax esplénico apds inicio do
tratamento; (D) Dicotomiza¢do pela razdo SUVmax esplénico/SUVmax hepatico apds inicio do tratamento;

(P=0.3645, 0.0698, 0.2513, 0.5006, respectivamente; teste de log-rank).

Figura 22 - Curvas de sobrevida livre de progressdo conforme o SUVmax esplénico antes e no

primeiro exame de avaliacao de resposta ap6s o inicio da imunoterapia

4.6 CORRELACGAO DA VOLUMETRIA ESPLENICA COM MEDIDAS
UNIDIMENSIONAIS

Uma das limitagGes para a ampla introducdo da volumetria de drgdos ou lesGes na
pratica clinica é o tempo demandado para segmentacdao manual dessas estruturas nos exames
de imagem. Embora o método utilizado no estudo atual (segmentacdo semiautomatica ou
assistida) seja muito mais rapido que a segmentacdo totalmente manual, ainda assim ocasiona
1 ou 2 minutos de interrupcao no fluxo habitual do médico radiologista. Com a crescente
demanda por exames de imagem e escassez relativa de novos profissionais, o tempo dedicado
a cada exame é cada vez mais escasso e qualquer medida que demore mais que alguns
segundos para ser executada tem pouco sucesso de ampla aceitagdao. Com isso em mente, um

dos objetivos secundarios do estudo era comparar se a volumetria propriamente dita (padrao-
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ouro) poderia ser substituida por férmulas matematicas que necessitem apenas de uma ou
mais medidas lineares padronizadas do bago. Dessa forma, foi medido no estudo o maior eixo
axial do baco e o maior eixo perpendicular a ele que correspondem, respectivamente, a
largura (L) e espessura 1 (E1), definidas por Bezerra e colegas (Bezerra et al., 2005). Foi
também medida a projecdo do comprimento craniocaudal do baco (comprimento — C), a
medida que conforme estes autores mais se correlacionava com o volume esplénico total. O
volume esplénico foi calculado através das férmulas tridimensional [CxLxE1l =
(2.4074xVolume) —6.5029] ou unidimensional [C = (0.0126 x Volume) + 5.8006] propostas por
Bezerra et al., 2005.

Como ja haviamos provado uma distribuicdo ndao-normal desses valores em nossa
coorte, usamos o teste r de Pearson para andlise da correlacgdo entre a volumetria
semiautomatica e o volume calculado pela férmula tridimensional proposta por Bezerra et al.,
a volumetria semiautomatica e o volume calculado pela formula unidimensional usando o
comprimento C proposta por Bezerra et al. e cada uma das 3 medidas unidimensionais

individualmente. Os dados podem ser evidenciados abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlacao entre a volumetria esplénica semiautomatica (Livewire), férmula
usada para calculo do volume esplénico com 3 medidas, formula usada para calculo do volume

esplénico com a medida craniocaudal e medidas esplénicas unidimensionais

Formula Formula Comprimento  Largural Espessura E1

tridimensional unidimensional C

(C+L+E1) (@)
Pearsonr 0,9229 0,7735 0,7735 0,8136 0,6007
IC 95% 0,9063-0,9366 0,7293-0,8114 0,7293-0,8114 0,7762-0,8453 0,5316-0,6619
RA2 0,8517 0,5984 0,5984 0,6619 0,3608
P (2 caudas) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Legenda: C — comprimento, E1 — espessura 1, L — largura.

Foram incluidos os dados de 373 volumes esplénicos da nossa coorte, auferidos antes
e apos o inicio do tratamento e agrupados conjuntamente para esta porg¢dao da pesquisa.

Observou-se correlacdo muito forte (r>0,9) entre o volume esplénico semiautomatico
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(padrdo-ouro) e o volume esplénico calculado utilizando-se a formula tridimensional (Figura
23); correlagao forte (0,7<r<0,9) entre o volume esplénico semiautomatico e o comprimento
esplénico (e consequentemente o volume calculado a partir do mesmo) (Figura 24);
correlagao forte (0,7<r<0,9) entre o volume esplénico semiautomatico e a largura esplénica
(Figura 25); correlacdo moderada (0,5<r<0,7) entre o volume esplénico semiautomatico e a

espessura esplénica (Figura 26).
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Legenda: Foi também incluido no grafico a reta representando a analise de regressao linear. Hd uma correlagdo

muito forte entre os dois valores (r de Pearson=0,9299, P<0,0001).

Figura 23 - Grafico XY da volumetria esplénica semiautomatica versus valores calculados pela

férmula tridimensional para cada paciente
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Legenda: Foi também incluido no grafico a reta representando a andlise de regressdo linear. H4 uma correlagdo

forte entre os dois valores (r de Pearson=0,7735, P<0,0001).

Figura 24 - Grafico XY da volumetria esplénica semiautomatica versus valores calculados pela

féormula baseada no comprimento craniocaudal
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Legenda: Foi também incluido no gréfico a reta representando a andlise de regressdo linear. Ha uma correlacdo
forte entre os dois valores (r de Pearson=0,8136, P<0,0001).

Figura 25 - Grafico XY da volumetria esplénica semiautomatica versus largura L para cada

paciente
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Legenda: Foi também incluido no grafico a reta representando a andlise de regressdo linear. Ha uma correlagdo

moderada entre os dois valores (r de Pearson=0,6007, P<0,0001).

Figura 26 - Grafico XY da volumetria esplénica semiautomatica versus medida da espessura

do bacgo para cada paciente

Um dos outros objetivos secunddrios era avaliar se havia correlacdo entre as medidas
do timo e a volumetria esplénica. Conforme abaixo (Figura 24), nota-se uma correlacdo
desprezivel (0<r<0,3) entre a espessura do timo e a volumetria semiautomatica do baco

(coeficiente de Pearson r = 0,1909, IC 95% de 0,0854-0,2922).
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Legenda: Foi também incluido no gréfico a reta representando a andlise de regressdo linear. H4d uma correlacdo
desprezivel entre os dois valores (r de Pearson=0,1909, P=0,0003).

Figura 27 - Grafico XY da volumetria esplénica semiautomatica versus medida da espessura

do timo para cada paciente
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4.7 DISCUSSAO

Em relacdo ao uso do timo como biomarcador porimagem de resposta a imunoterapia,
embora ndo tenhamos encontrado correlagdo entre as medidas e desfechos clinicos,
sugerimos interpretacdo cautelosa dos nossos resultados. Ndo fizemos uma analise formal da
variacdo intra- e inter-observador da medida da espessura timica proposta, mas observamos
que foi desafiador seguir o plano originalmente proposto na nossa metodologia. A forma
idealizada do timo bilobado relativamente simétrico na maior parte das vezes ndo se
confirmou, sendo dificil escolher qual corte com maior drea e medir consistentemente seu
maior eixo axial (e por consequéncia o eixo ortogonal a ele, a espessura usada no nosso
estudo). Para futuros estudos que almejem estudar o timo em pacientes adultos através de
tomografia ou PET/CT, sugerimos que seja definido um ponto anatémico reprodutivel (por
exemplo, o nivel do ligamento arterioso) e toda a area timica seja analisado naquele corte,
inclusive com mensuracdo da sua atenuacdo a tomografia. Também é possivel que nosso
estudo ndo tenha capturado a dinamica da hiperplasia timica, que pode ocorrer mais
tardiamente no decorrer do tratamento. Uma via de investigacdao futura seria avaliar a
composi¢ao timica através da medida da quantidade de gordura versus tecido linfoide no seu
parénquima. Isso poderia ser feito através do uso de sequéncias dentro de fase e fora de fase
na ressonancia magnética ou mensuracdo da atenuacdo média na tomografia
computadorizada. A lipossubstituicdo timica é uma func¢do da idade e o aumento do tecido
linfoide remanescente apds resolucdo de estressores sistémicos como quimioterapia ja foi
relatado (Nishino et al. 2006) e associado a bom prognéstico (Cohen et al. 1980; Kissin et al.
1987). O uso da ressonancia magnética pode ser particularmente atrativo em estudos do timo
em pacientes pediatricos, onde se exerce cautela ainda maior no uso de tomografia, devido

ao risco relacionado a exposicao a radiacao.

Uma alternativa para contornar as dificuldades da mensuracdo timica, que também
pode ser usada para automatizar totalmente a mensuracao esplénica, é o uso da inteligéncia
artificial. A aplicacdo de inteligéncia artificial para andlise de imagens de exames radiolégicos
é uma darea em franca expansdo e ha inUumeras estratégias para segmentacdo e andlise

volumétrica de estruturas macroscopicas como o timo e o baco (Pickhardt et al. 2021;
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Pickhardt 2022).

Em relacdo a volumetria esplénica, evidenciamos que a distribuicdo do volume
esplénico em pacientes oncolégicos candidatos a imunoterapia ndao segue uma distribuicao
normal, e esse achado provavelmente pode ser extrapolado também para toda a populacao
oncoldgica e porventura toda a populagao adulta. Nossos dados sugerem que a imunoterapia
leva a um aumento estatisticamente significativo de 8,5 cm? no volume esplénico (P=0.0118,
teste de Wilcoxon pareado), confirmando uma das hipdteses do nosso estudo, embora essa
magnitude (inferior a 5% de aumento) seja dificil de ser evidenciada apenas através do exame
clinico. Em um modelo primata onde os animais foram submetidos a autdpsia apds o
tratamento com anti-PD-1 e anti-CTLA-4, observou-se que o aumento do volume esplénico se
deu devido a um aumento na proliferacdo dos linfécitos-T. O achado foi caracterizado
histopatologicamente por aumento do numero de linfécitos-T na polpa vermelha do bago,
foliculos linfoides maiores e mais larga zona marginal (Ji et al. 2019). O aumento do volume
esplénico apds inicio da imunoterapia também ja foi evidenciado em humanos, num estudo
de 49 pacientes com melanoma (Susok et al. 2021). Semelhante aos achados do estudo de
Susok e colegas, também nao encontramos relagao entre o grau de aumento do volume

esplénico e desfechos de sobrevida.

Um dos nossos objetivos principais era evidenciar se o volume esplénico antes do inicio
do tratamento poderia ser usado como biomarcador para identificar pacientes com maior
probabilidade de resposta a imunoterapia. A hipdtese seria de que pacientes com bacos
maiores possuiriam uma maior reserva de linfocitos prontos para atacar as células tumorais,
uma vez que fosse antagonizado o bloqueio causado pela expressdao de PD-L1 pelas células
tumorais. Nosso estudo ndo confirmou essa hipdtese, e ndo encontramos diferenca na
sobrevida livre de progressdo entre pacientes com bago maiores e menores. Entretanto, numa
nova revisao da literatura apds a coleta de dados, encontramos um artigo recentemente
publicado por Galland e colegas (Galland et al. 2021) com uma hipdtese antagbnica a que
haviamos formulado no inicio do nosso projeto. Com base em estudos em pacientes com
neoplasia pancreatica tratados com quimioterapia (Aarnink et al. 2018) e pacientes com
neoplasia colorretal tratados com quimioterapia e bevacizumabe (Niogret et al. 2020), Galland
e colegas teorizaram que pacientes com maior volume esplénico antes do tratamento

também teriam pior resposta a imunoterapia. A base bioldgica desta hipotese formulada
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pelos autores é que o maior volume esplénico seria um marcador de acumulo de MDSCs,
células supressoras derivadas da linhagem mieloide (do inglés myeloid-derived supressor

cells).

As células supressoras derivadas da linhagem mieloide s3ao biologicamente préximas
aos neutrdfilos e mondcitos (e por consequéncia macréfagos e células dendriticas).
Evolutivamente, fazem parte do sistema imune inato que apresenta um papel critico tanto na
protecdo dos mamiferos contra patégenos externos quanto por orquestrar a reparagao
tecidual (Gabrilovich 2017). As MDSCs ndo estdo presentes na circulagcdo em niveis expressivos
em humanos saudaveis, mas acumulam-se em pacientes com inflamacgdo crénica e cancer,
sendo cooptadas pelas células tumorais para promocdo de neoangiogénese tumoral,
estabelecimento de metastases em sitios distantes e resisténcia medicamentosa (Mehta et al.
2021). Existem evidéncias de que elas limitam a eficidcia dos linfécitos T ativados pelos
inibidores de checkpoint (anti-CTLA-4 e anti-PD-1). Portanto, desenvolver imunoterapias
combinadas que também as modulem além de interferir na fun¢ao linfocitaria é um caminho

potencial para superar a resisténcia aos inibidores de checkpoint (Gabrilovich 2017).

Galland e colegas estudaram pacientes com neoplasia pulmonar ndo-pequenas células
metastdticas tratados com imunoterapia e evidenciaram que um maior volume esplénico
antes do tratamento estd associado a pior sobrevida global, mas ndo acharam diferencas na
sobrevida livre de progressao entre estes pacientes, concluindo que o volume esplénico pré-
tratamento seria um fator progndstico, mas ndo preditivo. Dito isso, 0o mesmo estudo conclui
gue o volume esplénico apds inicio do tratamento e um aumento do volume esplénico com o
tratamento poderiam ser fatores ndo sé progndsticos como também preditivos (Galland et al.

2021).

Nosso estudo ndo foi desenhado para andlise de sobrevida global devido a
heterogeneidade dos tipos de neoplasia incluidas e o tempo de seguimento limitado para
termos eventos suficientes (6bitos) com poder amostral robusto. Optamos entdo por analisar
apenas a sobrevida livre de progressdo na nossa coorte. Na analise global dos nossos dados,
incluindo todas as neoplasias, também ndo achamos correlagdo entre o volume esplénico pré-
tratamento e sobrevida livre de doenca. Ao contrario dos autores, nossos resultados

referentes ao volume esplénico apds inicio do tratamento e mudang¢a no volume ndo se
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correlacionaram com sobrevida livre de progressdao, nem na analise global, nem na andlise

apenas de neoplasia pulmonar.

Entretanto, na subanadlise por subtipo de neoplasia, evidenciamos que nos sujeitos
com melanoma (n=50), um maior volume esplénico antes do inicio da imunoterapia associou-
se a pior sobrevida livre de doenga. Esses e outros achados em pacientes com melanoma
foram a base do manuscrito aceito para publicacdo cuja carta de aceite encontra-se anexa
nesta tese. Na subanadlise dos pacientes com neoplasia pulmonar (n=41) e carcinoma
espinocelular (CEC) de cabeca e pescoco (n=21), os resultados foram semelhantes a andlise
global. Em outras palavras, confirmaram a hipétese-nula de que ndo ha diferengas entre os
grupos. E possivel que o limitado nimero de sujeitos e eventos em cada subgrupo tenha

reduzido o poder da andlise em detectar diferencas significativas.

Ha vdrias interpretagdes que podem explicar essa desconexao entre os resultados da
subanalise dos paciente com melanoma e os resultados globais que encontramos. Algumas
das possiveis explicagdes sao limitagdes do nosso proprio estudo que serdo pormenorizadas
abaixo. Notadamente, a inclusdo de uma coorte heterogénea de pacientes com diferentes
tipos de neoplasia em cuja eficdcia da imunoterapia varia consideravelmente pode ter
ocultado achados que s3o biologicamente relevantes em apenas alguns tipos histolégicos. E
razoavel supor que os mecanismos de resisténcia a imunoterapia ndo sdo todos globalmente
compartilhados independente do sitio de origem tumoral e, portanto, em alguns tipos
tumorais o papel do acimulo de MDSCs no baco pode ser mais ou menos relevante em relacao

a outros fatores de resisténcia a imunoterapia, como o microambiente tumoral, por exemplo.

Especificamente em relagdo a neoplasia pulmonar, o fato de que nao confirmamos a
hipotese de Galland e colegas deve ser interpretado com cautela. Primeiramente, nossa
coorte incluiu apenas 41 sujeitos (versus 276 no estudo deles), podendo nossa coorte
simplesmente ndo ter poder para detectar diferencas na sobrevida livre de progressdao com
esse numero de sujeitos. Outra importante diferenca é que o estudo deles inclui apenas
pacientes metastaticos e excluiu pacientes tratados em carater adjuvante, enquanto o nosso
estudo incluiu também pacientes sem metdastases em tratamento adjuvante. Ha diferencas
também no subtipo de neoplasia pulmonar: enquanto o estudo de Galland e colegas incluiu
exclusivamente tumores de pulmao ndo-pequenas células, nosso estudo ndo fez essa restricdo

e cerca de 10% dos nossos pacientes (4/41) apresentavam neoplasia de pequenas células, que
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possui sabidamente menor resposta a imunoterapia. Além disso, apenas cerca de 5% (2/41)
dos sujeitos em nosso estudo apresentavam neoplasia escamosa enquanto 30% da coorte
deles era composta por esse subtipo de neoplasia pulmonar. Por fim, conforme
pormenorizado adiante em relagao as limitagdes gerais do nosso estudo, nosso ponto de corte
na analise do volume esplénico foi de 209 cm? e o deles de 194 cm?3, salientando-se que ambos

os valores de corte s3o de certa forma arbitrarios.

Um dos objetivos secunddrios do nosso estudo era avaliar se havia correlagado entre a
medida da espessura timica e o volume esplénico. Foi encontrada correlagdo desprezivel entre
a espessura timica e o volume esplénico (coeficiente de Pearson r =0,1909, IC 95% de 0,0854-
0,2922). Tendo em vista os diferentes papéis que esses 6rgaos desempenham no sistema
imune, o timo sendo um 6érgdo imune primario - onde hd producdo e sele¢do precoce de
progenitores linfoides - e 0 baco sendo um 6rgao imune secunddrio — onde residem reservas
de linfocitos maduros responsdveis por iniciar a resposta imune - ndo é surpreendente que

nao tenha sido encontrada essa correlagao.

Outro objetivo secundario era avaliar se medidas esplénicas unidimensionais podiam
substituir a volumetria esplénica propriamente dita. Uma das limitagdes para a ampla
introducdao da volumetria de 6rgaos ou lesdes na pratica clinica é o tempo demandado para
segmentacdo manual dessas estruturas nos exames de imagem. Se fosse possivel substituir a
volumetria esplénica por uma ou poucas medidas unidimensionais esplénicas, a chance de
adocdo do biomarcador proposto seria muito maior. Evidenciamos correlacdo muito forte
(coeficiente de Pearson r =0,9229, IC 95% de 0,9063-0,9366) entre a volumetria esplénica e a
férmula proposta por Bezerra e colegas (Bezerra et al. 2005). Entretanto, essa formula
demanda 3 medidas diferentes e o uso de uma féormula que nao é facilmente memorizavel:
CxLxE1 = (2.4074xVolume) — 6.5029. Levando-se em consideracdo que a variacdo média do
volume esplénico antes e apds o inicio do tratamento foi de apenas 8,5 cm?, acreditamos ser
necessaria a volumetria esplénica propriamente dita para investigacdo de fenémenos
relacionados ao volume esplénico em estudos cientificos. Das medidas unidimensionais
esplénicas, a que melhor se correlacionou com o volume esplénico em nossa coorte foi a
largura - definida como a maior linha reta que pode ser desenhada dentro do baco em cortes
axiais. Esse dado é diferente do apresentado por Bezerra e colegas, onde houve maior

correlagdo entre o volume e o comprimento esplénico - distdncia entre o limite superior e



49

inferior esplénico no plano coronal. Assim, para aplicacdo no dia a dia, onde deve-se achar um
equilibrio entre a medida mais cientificamente fiel e a mais célere de ser realizada,
recomendamos a medida da largura esplénica ao invés do comprimento, dado que a medida
da largura é ndo sé mais comum como também realizada no plano axial, o plano
rotineiramente utilizado para leitura dos exames. De certa forma, com o avanco da
inteligéncia artificial e a facilidade cada vez maior na segmentacao de estruturas anatomicas
abdominais (Pickhardt et al. 2021; Pickhardt 2022), a discussdo da melhor forma de medir o
baco pode se tornar irrelevante em um futuro préximo. Ao mesmo tempo, a facilidade com
que o volume esplénico e outras métricas podem ser calculadas pela inteligéncia artificial abre
novas frentes de exploracdo que talvez demandassem um trabalho intensivo de mensuracao
que poderia inviabilizar este tipo de estudo. Um exemplo recente é o uso de inteligéncia
artificial solidificando a relacdo entre o uso de trastuzumabe emtansina e o desenvolvimento
de hipertensao portal ndo-cirrética através da mensuragdo automatica do volume esplénico

em uma coorte de pacientes com neoplasia da mama (Choi et al. 2022).

Em relagdo ao nosso objetivo secundario de avaliar se a atividade metabdlica timica e
esplénica medida através do PET/CT poderia discriminar os bons e maus respondedores a
imunoterapia, nossos resultados ndo demonstraram diferenca na sobrevida livre de doenca
entre os grupos de acordo com o SUVmax timico ou o SUVmax esplénico, tanto antes como
apos inicio do tratamento, com ou sem correcdo dos valores pelo SUVmax hepatico. Wong e
colegas reportaram em 90 pacientes com melanoma tratados com imunoterapia que a razao
entre o SUVmean (valor de captacdo padronizado médio) esplénico e SUVmean hepatico
maior que 1,1 seria preditora de pior sobrevida global, mas ndo de sobrevida livre de doenca,
e apenas para aqueles pacientes tratados com ipilimumabe (Wong et al. 2020). Existem varias
diferencas técnicas entre o estudo de Wong e colegas e o nosso. Primeiramente, os autores
ndo realizaram medidas timicas. Ademais, nossa coorte consistia em pacientes com diferentes
tipos de cancer, enquanto a deles apenas melanoma. Adicionalmente, ndo fizemos uma
subandlise entre os sujeitos tratados exclusivamente com aCTLA-4 (ipilimumabe) ou com a-
PD-1/a-PD-L1, para ndo diminuir o poder da nossa amostra ja reduzida de sujeitos. Por fim,
ndo realizamos a medida da razdo entre o SUVmean esplénico e hepatico, mas sim a razao
entre o SUVmax esplénico e hepatico, pois acreditamos ser o SUVmax uma medida de mais

facil mensuracdo e aplicabilidade. Ressaltamos que ndo era objeto primario do nosso estudo
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a comparacdo entre diferentes medidas metabdlicas usadas na analise de PET/CT, questdo
essa de discussdo ativa mesmo entre especialistas em medicina nuclear (Fraum et al. 2019;
Kurland et al. 2019). De certa forma, entretanto, apesar das multiplas diferencas, nossos
resultados sao semelhantes aos reportados pelos autores, visto que na coorte deles o SUVmax

esplénico também nao foi preditor de sobrevida livre de doenca.

Cabe destacar que o desafio do uso de PET/CT como biomarcador quantitativo ndo é
exclusivo de estudos investigando imunoterapia. O desafio da padronizagdao das medidas
metabdlicas é reconhecido ha varias décadas e desde 2007 um consdrcio de pesquisadores,
profissionais de saude e profissionais da industria buscam maneiras de aperfeicoar sua
reprodutibilidade e quantificacdo precisa. Os ultimos achados dessa iniciativa foram
recentemente sumarizados por Kinahan e colegas (Kinahan et al. 2020). Finalmente, devido
ao numero reduzido de sujeitos em nossa coorte e a expertise limitada dos avaliadores nessa
modalidade de imagem, acreditamos que nossos achados ndo sdo suficientemente robustos
para descartar definitivamente a hipdtese de que o PET/CT poderia ser um bom biomarcador
de resposta a imunoterapia. Esta linha de investigacdo pode ser explorada em estudos futuros
por um investigador qualificado, inclusive fazendo uso de alguns dos dados coletados na nossa
pesquisa e disponibilizados na plataforma REDCap conforme politica institucional do

A.C.Camargo Cancer Center.

Nosso estudo possui outras limitacdes além das ja citadas. Ele é um estudo
retrospectivo unicéntrico de apenas 188 pacientes. Nés ndo coletamos dados de etnicidade
ou outras variaveis clinicas que poderiam influenciar nossos resultados, inclusive o uso de
corticoides durante o tratamento ou a presenca de doencas autoimunes pré-existentes.
Obviamente, devido a natureza retrospectiva do estudo, ndo fomos capazes de dividir a coorte
de acordo com as métricas timicas e esplénicas e realizar um seguimento para averiguar se
havia diferencas entre os grupos. Também ndo comparamos a espessura timica e o volume
esplénico da nossa coorte com um grupo controle de pacientes oncoldgicos que foram
tratados com outras modalidades terapéuticas que ndo a imunoterapia (quimioterapia ou
radioterapia exclusiva, por exemplo). Ademais, ndo coletamos dados de outros possiveis
biomarcadores de resposta a imunoterapia (imuno-histoquimica do PD-L1, instabilidade
microssatélite, carga mutacional, entre outros) na nossa coorte e, portanto, ndo podemos

correlaciona-los com as medidas timicas e esplénicas encontradas. Devido ao limitado numero
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de eventos morte e limitado seguimento em nossa coorte, ndo analisamos sobrevida global
como desfecho. Portanto, existe a hipétese de que embora as medidas timicas e esplénicas
encontradas ndo sejam preditivas de resposta a imunoterapia (exceto o volume esplénico no
subgrupo de pacientes com melanoma conforme ja discutido), essas métricas ainda sim
podem ser fatores progndsticos de sobrevida global nesses pacientes. Os nossos dados
encontram-se disponiveis na plataforma REDCap e no futuro pode ser realizada a analise de
sobrevida global destes mesmos pacientes, sendo prudente esperar ao menos até 2024 ou
2025 para tentar realizar a coleta desses dados de sobrevida, sob risco de futilidade da nova
andlise caso ndo haja mortes suficientes no intervalo. Além disso, os pontos de corte
propostos para dicotomizacdo das coortes foram de certa forma arbitrarios e influenciados
pelo nimero de sujeitos, podendo, caso os achados mostrem-se reprodutiveis, serem

otimizados no futuro.

Outra limitacdo importante do nosso estudo foi a inclusdo de uma coorte heterogénea
de pacientes tratados com imunoterapia. Na busca de um biomarcador de imagem universal
aplicavel a todos os pacientes potencialmente elegiveis a imunoterapia, incluimos no estudo
desde tipos tumorais que sabidamente apresentam melhor resposta a imunoterapia, como
melanoma, quanto tipos tumorais em que o uso do tratamento ndo é bem estabelecido ou
encontra-se em estagio experimental, como pacientes com neoplasia prostatica ou mamaria.
Dito isso, nossa estratégia ndo é Unica na literatura relacionada a imunoterapia. Devido ao seu
mecanismo de acdo, diversos outros biomarcadores de resposta a imunoterapia foram
propostos de maneira agndstica a histologia da neoplasia primaria. Por exemplo, ha uma
variedade de artigos investigando a carga tumoral mutacional agrupando os achados de
diferentes tipos histolégicos (Lawrence et al. 2013; Miao et al. 2018; Samstein et al. 2019;
Yang et al. 2020; Chida et al. 2021; Cao et al. 2022). Outro exemplo é o uso da instabilidade
microssatélite como biomarcador independentemente do tipo tumoral primario (Goodman et
al. 2019). Inclusive a imuno-histoquimica para deteccdo de PD-L1 é um biomarcador usado
independente da histologia primaria (Kim et al. 2017), embora haja diferentes pontos de
cortes para cada tipo tumoral, além de diferencas entre qual compartimento do tumor
(apenas células imunes, apenas células tumorais ou estroma) deve ser avaliado na analise
(Davis e Patel 2019), fato este que corrobora a alta complexidade da busca de um biomarcador

universal de resposta a imunoterapia.
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Nosso estudo foi realizado com pacientes reais de um centro oncoldgico de referéncia
no Brasil, nivel de cuidado tercidrio/quaterndrio. A indicacdo de imunoterapia foi feita com
base na decisdo conjunta entre o paciente e o seu oncologista. E possivel que alguns pacientes
nao teriam sido candidatos formais a imunoterapia em estudos controlados. Entretanto, a
auséncia de critérios rigidos formais para a indicacdo do tratamento também torna nosso
estudo mais generalizavel externamente e com maior potencial de aplica¢do clinica. Da
mesma forma, como o estudo retrospectivo foi realizado em um ambiente de cuidado real
nao-controlado, ndo conseguimos controlar quais pacientes foram avaliados por tomografia,
PET/CT ou ressonancia magnética, embora ndo acreditemos que o método de imagem

influencie o resultado das medidas realizadas.

Nesta mesma linha, o tempo entre o exame pré-tratamento, inicio da terapia e o
primeiro exame de avaliacdo de resposta nao foi padronizado como em um estudo clinico.
Mas os valores encontrados no nosso estudo, mediana de 22 dias antes do inicio da terapia
para exame pré-tratamento e 75 dias para primeira avaliacdo de resposta, nos parecem
razodveis e dentro dos comumente praticados em estudos randomizados. Uma analise
multivariada que incorporasse o tempo entre o inicio da imunoterapia e a data de realizacao
do exame como varidvel adicional poderia levar a resultados diferentes. Entretanto,
acreditamos que uma andlise multivariada nao seria adequada a nossa coorte devido ao
limitado niumero de sujeitos e eventos (progressado), correndo o risco de reduzirmos o nimero
de eventos por varidvel a niveis estatisticamente questiondveis (Harrell et al. 1985; van
Domburg et al. 2014). Ademais, desconhecemos o quanto outros fatores clinicos podem
influenciar a espessura timica e o volume esplénico. Sem coleta prospectiva e controle
adequado deste fatores, poderiamos incorrer no risco de um resultado artificialmente
significativo devido a covariancia com outra variavel clinica importante (Concato 1993). Feitas
estas ressalvas, ao menos em relacdo ao volume esplénico, acreditamos que a variacdo na
data do primeiro exame de resposta ndo deve ter grande influéncia sobre nossos resultados,
a julgar pelos dados de pacientes com melanoma tratados com imunoterapia (Susok et al.
2021), em que o aumento do volume esplénico no primeiro exame pos tratamento realizado

com 3 meses se mantém relativamente estavel durante os primeiros 12 meses de seguimento.
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CONCLUSOES

Nosso estudo ndo revelou correlacdo entre a espessura do timo calculada através de
exames de imagem de rotina oncoldgica (tomografia computadorizada ou PET/CT) e
sobrevida livre de progressao em pacientes oncoldgicos tratados com imunoterapia.
Em relacdo ao papel do baco na resposta imune contra o cancer, corroboramos o
fendmeno ja descrito na literatura que a maior parte dos pacientes tem aumento do
volume esplénico apds iniciar o tratamento. Entretanto, ndo conseguimos validar essa
métrica como biomarcador de resposta por imagem independentemente do tipo
histoldgico da neoplasia.

Maior volume esplénico estd associado a pior sobrevida livre de progressdo em
pacientes com melanoma tratados com imunoterapia, mas essa correlacdo ndo pode
ser replicada em outras neoplasias. Encorajamos a validagao prospectiva desse
biomarcador em uma maior coorte multicéntrica.

Nao houve alteragdes significativas do metabolismo timico ou esplénico apds o inicio
da imunoterapia calculados através da medida do SUVmax em exames de PET/CT.
Tanto o metabolismo timico como o metabolismo esplénico ndo se correlacionaram
com sobrevida livre de progressao.

A distribuicdo da espessura timica e do volume esplénico ndo sao normais.

N3o houve correlagdao entre a espessura do timo e o volume esplénico em nossa
coorte.

Evidenciou-se correlagdo muito forte entre o volume esplénico semiautomatico
(padrdo-ouro) e o volume esplénico calculado utilizando-se uma féormula
tridimensional; correlacdo forte entre o volume esplénico e tanto o comprimento
como a largura esplénica; correlacido moderada entre o volume esplénico e a

espessura esplénica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar do papel essencial do timo na regulacdo do sistema imune, inclusive na
resposta imune antitumoral (Miller 2011; Bluestone e Anderson 2020), nosso estudo nao
revelou correlacdo entre a espessura do timo calculada através de exames de imagem de
rotina oncoldgica (tomografia computadorizada ou PET/CT) e desfechos clinicos em pacientes
oncoldgicos tratados com imunoterapia. Nosso objetivo inicial era usar uma medida simples
facilmente executdvel na rotina clinica para avaliar o timo. A execuc¢do do estudo nos mostrou
que essa medida, embora simples, talvez ndo fosse acurada. Para investiga¢Oes futuras,
sugerimos o uso de outras técnicas de avaliacdo do timo por imagem, com maior énfase na
sua composicdao e ndao no seu tamanho. Alternativamente, a volumetria de todo o timo

auxiliada por inteligéncia artificial ainda pode ser uma técnica de investigacdo viavel.

Em relacdo ao papel do baco na resposta imune contra o cancer, corroboramos o
fendmeno ja descrito na literatura que a maior parte dos pacientes tem aumento do volume
esplénico ao iniciar o tratamento (Ji et al. 2019; Galland et al. 2021; Susok et al. 2021).
Entretanto, n3ao conseguimos validar essa métrica como biomarcador de imagem
independentemente do tipo histolégico. Na subanalise por tipo de neoplasia, concluimos que
o volume esplénico pré-tratamento poderia ser usado como fator preditivo de resposta em
pacientes com melanoma, e encorajamos a validacao prospectiva desse biomarcador em uma

maior coorte multicéntrica.

Esperamos que nosso estudo tenha avancado o conhecimento e a busca de
biomarcadores de resposta a imunoterapia. Apesar das limitacdes dos biomarcadores
invasivos atuais, que necessitam de bidpsia e possuem performance limitadas, o estudo atual
ndo foi capaz de propor uma alternativa por imagem robusta o suficiente como biomarcador
de resposta. Existem varias frentes de investigacdo de biomarcadores de resposta em
imunoterapia utilizando exames de imagem, uma das mais encorajadoras sendo o uso de
PET/CT com radiofarmacos conjugados diretamente ao PD-L1 (Bensch et al. 2018). Nio
obstante, acreditamos que nossos dados encorajam estudos futuros especialmente sobre o

papel do bago na resposta ao cancer em pacientes tratados com imunoterapia.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparacéo de critérios radiolégicos de avaliagdo de resposta oncolégica em
pacientes tratados com imunoterapia: uma analise retrospectiva

Pesquisador: Paula Nicole Vieira Pinto Barbosa

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 07363419.4.0000.5432

Instituicao Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.280.881

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de estudo de coorte, com coleta retrospectiva, analitico, observacional, unicéntrico, que sera
desenvolvido no Departamento de Imagem do A.C.Camargo Cancer Center.

Sera realizado um estudo retrospectivo dos exames de tomografia computadorizada dos pacientes tratados
com imunoterapia no A.C.Camargo Cancer Center entre 2016-2018. Os exames serdo avaliados por dois
radiologistas independentemente usando tanto o paradigma RECIST 1.1 como o iRECIST.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

* Comparar a performance dos critérios de avaliacao de resposta do iRECIST e RECIST 1.1 em pacientes
oncolégicos em uso de imunoterapia.

Objetivo Secundario:

» Subanalise dos padrdes de resposta pelo iIRECIST de acordo com o tipo da neoplasia primaria.« Andlise
exploratéria de correlagdo entre dados clinicos, achados radiolégicos, resposta radiolégica e resposta
clinica.» Quantificar a incidéncia de efeitos adversos nessa coorte.* Avaliar a concordancia entre dois
observadores no uso do iRECIST numa populagédo de pacientes tratados com imunoterapia e observar se
ela difere da concordancia dos mesmos observadores ao usar o

Endereco: Rua Professor Antonio Prudente, 211

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org.br

Pagina 01 de 03



63

A.C.Camargo FUNDAGCAO ANTONIO
@ o PRUDENTE - AG. GAMARGO %‘WM e
CANCER CENTER

Continuagdo do Parecer: 3.280.881

RECIST 1.1. « Correlacionar o padrdo de resposta radiolégica encontrada no RECIST 1.1 e no iRECIST com
a resposta clinica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Ha o risco, ndo intencional, de quebra de confidencialidade. Os riscos serdao minimizados pelos
pesquisadores.

Beneficios: Aprimorar a aplicagéo do iRECIST aos pacientes em uso de imunoterapia.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Encaminhado resposta de pendéncia, com inclusdo de pesquisador e termo de ciéncia do departamento de
Oncologia Clinica do ACCCC.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Adequados.

Recomendacoes:

De acordo com a resposta a pendéncia.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Este Comité nao identifica objecado ética ou pendéncias/inadequagdes envolvendo o projeto proposto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Nota: Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas ao CEP dentro
de 06 meses a partir desta data em relatério (modelo CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1290536.pdf 16:29:47
Qutros resposta_pendencia.pdf 27/03/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito

16:29:25 | Pinto Barbosa
Declaragéo de ciencia_oncologia.pdf 27/03/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito

| Pesquisadores 16:28:27 | Pinto Barbosa
Declaracéo de formulariosub.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

| Pesquisadores 16:08:25 | Pinto Barbosa
Declaragéo de lattes.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores 16:07:57 | Pinto Barbosa
Declaragéo de termocomptomisso.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores 16:07:52 | Pinto Barbosa

Endereco: Rua Professor Antdnio Prudente, 211

Bairro: Liberdade CEP: 01.509-900
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2189-5020 E-mail: cep_hcancer@accamargo.org.br

Pagina 02 de 03



O A.C.Camargo
Cancer Center

Continuagdo do Parecer: 3.280.881

FUNDAGCAO ANTONIO
PRUDENTE - A.C. CAMARGO
CANCER CENTER

Y o

mo

Pinto Barbosa

Declaragéo de dadoscoletados.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores Pinto Barbosa

Declaracéo de ciencia.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores Pinto Barbosa

Declaracéo de infraimagem.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Instituicao e Pinto Barbosa

Infraestrutura

Orgamento orcamento.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
Pinto Barbosa

Projeto Detalhado / | projeto_pdf.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Brochura Pinto Barbosa

Investigador

TCLE / Termos de |dispensatcle.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Assentimento / Pinto Barbosa

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto rostoassinada.PDF 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 24 de Abril de 2019

Assinado por:

Sandra Caires Serrano

Endereco: Rua Professor Antdnio Prudente, 211
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo por imagem de medidas esplénicas e timicas como biomarcadores de
resposta em pacientes com cancer tratados com imunoterapia

Pesquisador: Paula Nicole Vieira Pinto Barbosa

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 07363419.4.0000.5432

Instituicdo Proponente: FUNDACAO ANTONIO PRUDENTE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.071.614

Apresentacao do Projeto:

As informacgdes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo PB_INFORMAGOES_BASICAS_1802981_E1, submetido
em 31/08/2021.

A presente emenda trata de modificagdes no projeto de pesquisa, documento “PROJETO_VERSAO2”,
submetido em 10/08/2021. A justificativa para esta solicitagdo foi apresentada no documento
“CARTA_EMENDA”, submetido em 31/08/2021 e descreve a impossibilidade de execugdo do projeto
original, aprovado pelo CEP e iniciado em 05/2019, devido a problemas com a metodologia, perda de

imagens do arquivo digital da instituicdo além de casuistica com tamanho e desfecho insuficientes.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO:

Avaliar o volume do timo e do bago antes e apds o uso de imunoterapia para tratamento oncoldégico e
verificar se o volume pré-tratamento e/ou a variagédo se correlacionam com desfechos clinicos de resposta
oncoldgica (progresséo livre de doenca, proporgédo de resposta completa).
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OBJETIVO SECUNDARIO:

Se a hipotese principal se mostrar verdadeira (i.e., ha diferengas no volume pré- tratamento ou na variagéao
apos tratamento), calcular um valor de medida timica e esplénica para uso clinico para diferenciar os bons
respondedores versus maus respondedores a imunoterapia e calcular a sensibilidade, especificidade e
acuracia dessas medidas. No subgrupo de pacientes que foram submetidos a PET/CT, quantificar a
atividade metabdlica do timo e bago em relagéo ao figado antes e apés o uso de imunoterapia através da
medida do SUV (Standardized Uptake Value) e verificar se o SUV pré-tratamento e/ou a variagédo se
correlaciona com desfechos clinicos de resposta oncolégica (sobrevida global, sobrevida livre de doenga,
tempo até falha do tratamento).

Avaliar se ha alta correlagao entre medidas unidimensionais do bago e a volumetria esplénica e se o volume
esplénico apresenta uma curva de distribuicdo normal em pacientes oncolégicos.

Avaliar se ha correlagéo entre as medidas do timo e bago em pacientes oncolégicos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Conforme apresentado pela pesquisadora, 1&é-se; RISCOS: “Ha o risco, ndo intencional, de quebra de
confidencialidade. Os riscos serdo minimizados pelos pesquisadores”

Conforme apresentado pela pesquisadora, |é-se; BENEFICIOS: “Avaliar se uma medida simples

unidimensional substitui a volumetria para estimativa do volume esplénico e explorar se ha mudanca da
atividade metabdlica dos 6rgaos avaliados antes e apés tratamento”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de EMENDA 1:

O documento alterado na presente emenda foi:
PROJETO DE PESQUISA - Verséao 2, documento “PROJETO_VERSAO2", submetido em 10/08/2021.

Razao principal para alteracdo: Modificagdes no titulo do projeto, resumo, introdugéo, justificativa, objetivos,
metodologia, critérios de inclusdo e exclusao, variaveis coletadas e resultados esperados.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide campo "Conclusdes ou pendéncias e lista de inadequagdes”.

Recomendagoées:

Caso a coleta de novos dados para o projeto em questéo seja feita a partir de sistemas ndo anonimizados
da Instituicdo (como por exemplo H2TC) recomenda-se o envio de emenda para o CEP, juntamente com o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para apreciagdo deste comité e posterior aplicagdo aos
participantes de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Nao foram observados ébices éticos na emenda apresentada. Diante do exposto, o Comité de Etica em
Pesquisa — CEP, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS n°® 466 de

2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagédo da emenda proposta
para o projeto de pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center manifesta-se pela aprovagdo da emenda

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_180298| 31/08/2021 Aceito
do Projeto 1_E1.pdf 15:48:16
Declaragéo de CARTA_EMENDA pdf 31/08/2021 |Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores 15:44:14 | Pinto Barbosa
Declaragéo de PROJETO_VERSAOQO2.pdf 10/08/2021 | Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores 11:47:12 | Pinto Barbosa
Declaragéo de PROJETO_APROVADO_COM_ALTER | 10/08/2021 |[Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores ACOES.docx 11:46:54 | Pinto Barbosa
Folha de Rosto FR_ASSINADA.pdf 10/08/2021 |Paula Nicole Vieira Aceito

11:46:17 | Pinto Barbosa
Qutros resposta_pendencia.pdf 27/03/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
16:29:25 | Pinto Barbosa
Declaragéo de ciencia_oncologia.pdf 27/03/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores 16:28:27 | Pinto Barbosa
Declaragéo de formulariosub.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores 16:08:25 | Pinto Barbosa
Declaragéo de lattes.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
Pesquisadores 16:07:57 | Pinto Barbosa
Declaracéo de termocomptomisso.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito
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Pesquisadores termocomptomisso.pdf 16:07:52 |Pinto Barbosa Aceito

Declaracéo de dadoscoletados.pdf 05/02/2019 | Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores 16:07:25 | Pinto Barbosa

Declaragéo de ciencia.pdf 05/02/2019 |Paula Nicole Vieira Aceito

Pesquisadores 16:07:20 | Pinto Barbosa
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Anexo 3 — Comprovante de aceitacdo de manuscrito para publicacdo

Immunotherapy = Decision on Manuscript ID IMT-2022-0222.R2

Lauren Coyle <onpehalfofi@manuscripleentral cam=

Dear Dr, de Oliveira Taveira,

Thank yoeu far all of your woerk in the revision of your manuseript. It is a pleasure to accept your manuscript entitled
"Imaging-calculated splenic volume is associated with response in melanoma patients treated with immunotherapy” in its
current form for publication in Immunotherapy, Mext, cur production department will be in touch with the galley proofs for
your approval - please do let me know if you are going to be away at any point and unable to chack them, The manuscript
will be uploaded into the Production system (FXE) for your initial review (please note that this is usually text-only,
excluding Figures), and once you returm your first round of comments on this, a Production Editor will be in touch in dus
course lo complete the process (including providing a further proof including any Figures), Please note that, depanding on
the number of articles in the joumal pipaline, the tima betwaen the initial| PXE email and the Production Editor's follow-up
emall can vary. If you have any gueries in the interim, please do not hesitate to email me,

However, before we proceed to production of your article, | would appreciate it if you can fill out the Author Disclosure and
Copyright Assignment forms (available here: hitps:www. futuremedicine.com/authorguide, in the section "Submitting &
tracking your article™), if you haven't already done so. Please note that the copyright form must be signad by hand or with
an electronic signalure,

We are also able to offer a fasttrack production sarvice, for a fee of 81300, providing guarantead onling publication within
3 weeks (subject to turnaround of proofs by the author within 3 working days), Should you be interested in this service,
pleaze let me know,

Commaon arors to check and walch out for whan approving your proofs (those that are harder for our copy editors to
catch)

— Have you listed all your co-authors, and spelt their namss correctly?

— Have you included correct affiliation details for yoursell and your co-authors?

— Hava you included all your funding information, including grant numbers, in the acknowledgement section (i.e,, MIH,
Wellcome Trust, efc,)?

Although corrections can be made after publication, these will only be carried out if they are deemed by the editor to be
critical to the understanding of the article, So it is important to check information such as the abave is correct when the
article goes to print, as it cannot always be corrected at a later date,

Immunotherapy offers an open access option, wheraby for a fee, arlicles can ba made freely available for all to read,
Pricing varies by article type; for pear-reviewed content (e, Original Research or Review articles), the fee is $3900; for
content not reviewed externally (i.e,, Editorials or Commentaries), the fee is $1300, For more informaftion, visit our
website here: hitps:/www,futuremedicine,com/authorguide/openaccess. If you are interested in taking this option, please
let me know. Please note, if you would like to opt for Open Access, the OA form (available here:
https-wwe.uturemedicine.com/authorguide/openaccess) will ke required in place of the Copyright Assignment form,

{FOR ONCOLOGY ARTICLES ONLY} Immunotherapy is associated with our digital hub, Oncology Central
(https:iwww.oncology=central.com), an online community offering medical professionals with an interest in oncology easy
access to breaking news, peer-reviewed articles and multimedia content, For a fae, your article can be featured on
Oncology Central over a 4-week period and made exclusively accessible to the ~16,000 oncology professionals
registerad on this site. The article abstract will be hosted on Oncology Central, with a direct link to the article PDF,
featured on the homepage, shared via social media (to »160,000 followers) and highlighted in the weekly newsletter, This
further inclusion on Oncology Central will automatically ensure your article reaches its target audience, helping to
increase its readership and extend its impact, Do et ma know if this is of inferast.



