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Abstract

Introduzione e obiettivi

Obiettivo della presente tesi sperimentale € quello di valutare I'impatto sull’autcome
(progressione di malattia e sopravvivenza) dei fattori clinicopatologici, radiologici,
immunitari (NLR), metabolici (diabete, ipertensione etc...) e nutrizionali (CONUT scote), in
una coorte retrospettiva di pazienti con tumori in stadio avanzato trattati con

immunoterapia.

Materiali e Metodi

Sono stati raccolti i profili lipidici, compreso TC, TG, LDL, HDL, albumina, conta dei globuli
bianchi, eventi cardiovascolari, diabete mellito, ipertensione, uso di statine al basale e
BMI; parametri esaminati da pazienti all'inizio del trattamento con ICI. Lo stato nutrizionale
& stato valutato utilizzando il punteggio CONUT, mentre i profili lipidici di base sono stati
analizzati secondo le linee guida dell'lAmerican Heart Association. | punteggi di NLR e
CONUT sono stati calcolati come indicatori di infiammazione e stato nutrizionale.

La tomografia computerizzata (TC) € stata utilizzata per stimare la composizione corporea,
misurando vari indici di massa muscolare e grasso. Gli indici muscolari includono Skeletal
Muscle Index (SMI), Psoas Muscle Index (PMI), Lean Psoas Muscle Area (LPMA) e
Skeletal Body Index (SBI. Per quanto riguarda il grasso corporeo, la TC consente di
misurare la Visceral Fat Area (VFA), la Subcutaneous Fat Area (SFA) e calcolare il
rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo (VF/SF). Inoltre, viene calcolata la Total Fat
Area (TFA), che rappresenta la somma di VFA e SFA.

Gli esiti clinici sono stati valutati utilizzando criteri RECIST (Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors), con tasso di controllo di malattia (DCR), sopravvivenza libera da malattia
(PFS) e sopravvivenza globale (OS) come misure di efficacia del trattamento.

Risultati

Il punteggio CONUT nei pazienti con un punteggio < 4, il DCR é significativamente piu
elevato rispetto a quelli con un punteggio >4 (70% vs 48%, p < 0,001). Nei pazienti con un
punteggio CONUT < 4 si € assistito a una PFS significativamente piu prolungata (mediana
PFS 14,8 versus 5,0 mesi, hazard ratio 0,47, IC al 95% 0,31-0,69, p < 0,001) e a una OS
significativamente piu prolungata rispetto a quelli con un punteggio CONUT > 4 (mediana

OS 25,51 versus 7,04 mesi, HR 0,40, IC al 95% 0,26-0,60, p < 0,001). | pazienti con NLR
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< 4 hanno presentato una PFS e una OS significativamente piu prolungate (mediana PFS
13,61 versus 6,61 mesi, hazard ratio [HR] 0,66, IC al 95% 0,46-0,93, p = 0,02; mediana
OS 35,8 versus 12,4 mesi, HR 0,53, IC al 95% 0,36-0,76, p < 0,001) rispetto a quelli con
NLR = 4. Il controllo di malattia (DCR) & stato ottenuto nel 66% dei pz con ECOG 0-1 e nel
22% dei pazienti con ECOG uguale o > di 2 (p<0.001); la PFS e risultata pari a 10.72 mesi
nei pazienti con ECOG tra 0-1 vs 2.73 mesi nei pazienti con ECOG 22 (HR 0.28, 95%Cl
0.14-0.59, con p<0.001). La OS é risultata pari a 21.93 mesi nei pazienti con ECOG pari a
0-1 vs 3.72 mesi nei pazienti con ECOG 22 (HR 0.25, 05%CI 0.12-0.50, p<0.001).

| pazienti con un valore elevato di Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare hanno
mostrato una PFS non significativamente differente rispetto a quelli con un valore basso,
ma una OS significativamente inferiore (mediana di 11.9 mesi 35.8 mesi, hazard ratio
0.61, Cl al 95% di 0.37-1.00, p = 0.05).

| pazienti con un valore elevato di Area di Massa Magra dello Psoas hanno mostrato sia
una PFS significativamente piu prolungata rispetto a quelli con un valore basso (mediana
di 24.4 versus 7.2 mesi, hazard ratio 1.61, Cl al 95% tra 1.00-2.60, p = 0,05) sia una OS
significativamente piu lunga (mediana di 35.8 versus 12.2 mesi, hazard ratio 1.69, Cl al
95% di 1.69-2.79, p = 0.04).

Analisi e Discussione con le conclusioni

Tra i parametri del sangue periferico, il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) e risultato un
indicatore prognostico significativo, riflettendo l'inflammazione sistemica e offrendo
preziose informazioni sulla risposta del paziente alla terapia con ICI.

Il punteggio CONUT, che valuta lo stato nutrizionale, si e rivelato utile nel predire degli
esiti clinici, con outcome peggiore nei pazienti con punteggio CONUT elevato.

Dalla valutazione della composizione corporea emerge che la massa muscolare magra €
un fattore prognostico chiave, mentre I'adipe non sembra influenzare significativamente la
prognosi, se non negativamente per il grasso intramuscolare. Quindi la sarcopenia,
caratterizzata dalla perdita di massa muscolare, puo influire sull'efficacia
dellimmunoterapia. Nonostante alcune limitazioni dello studio, come la natura
retrospettiva e le dimensioni limitate della coorte, i risultati evidenziano l'importanza dello
stato immuno-nutrizionale e della composizione corporea nella gestione ottimale dei

pazienti oncologici trattati con ICI. Ulteriori ricerche sono necessarie per approfondire la



comprensione di questi fattori e identificare i pazienti con migliori probabilita di risposta al
trattamento.

Parole Chiave

Immunoterapia, Composizione Corporea, NLR, CONUT
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Introduzione

Gli inibitori del checkpoint immunitario (ICl), farmaci raggruppati sotto il termine
semplificante di “immunoterapia”, hanno trasformato, in ambito oncologico, il panorama
dei trattamenti disponibili per le neoplasie solide, negli ultimi 20 anni. Ogni giorno
il sistema immunitario elimina cellule con mutazioni potenzialmente dannose, tra cui quelle
cancerogene, bloccando la formazione di tumori; cid si riassume nel termine
Immunosorveglianza. |l trattamento chemioterapico delle neoplasie € solitamente
indirizzato all'uccisione delle cellule tumorali. Gli ICI spostano il bersaglio terapeutico sul
sistema immunitario, al di fuori della cellula neoplastica, riattivando o aumentando
'immusorveglianza. Gli ICl agiscono legandosi alle proteine del checkpoint immunitario,
associate ai linfociti T citotossici proteina 4 (CTLA-4), proteina 1 della morte cellulare
programmata (PD-1) e proteina della morte programmata Ligando 1 (PD-L1) -
prevenendo la loro attivazione [1]. In questo modo si ostacola l'immunoediting (o
immunocorrezione), quel processo di evasione immunitaria mediata dal tumore, che gli
permette di sopravvivere e crescere senza essere ostacolato dall’attivita del sistema
immunitario. Si promuove cosi lo sviluppo di una risposta antitumorale immunomediata. |l
trattamento con ICI € ormai ordinario e integrato nelle linee guida di differenti tipi di
neoplasie a seconda dello stadio, soprattutto quello di malattia avanzata, in cui
osserviamo risposte inaspettatamente durevoli in termini di sopravvivenza libera da
malattia e in rari casi di guarigione.

Nonostante cio, 'immunoterapia (IT) rimane altamente eterogenea in termini di efficacia e
di tossicita, caratterizzata da una significativa variabilita individuale, difficiimente
prevedibile e che mostra diverse correlazioni con eventi avversi (irAE), aumentando il
numero di patologie autoimmuni, prima rare, che oggi si incontrano nei pazienti trattati.
Quindi in alcuni pazienti non solo € un trattamento non efficacie, ma puo risultare tossico
[2].

In un sottogruppo di paziente che inizialmente risponde al trattamento immunoterapico, si
possono sviluppare poi dei meccanismi di resistenza (resistenza acquisita); cio ha molte
causa tra le quali la perdita di visibilita delle cellule tumorali rispetto alle cellule
immunitarie, la soppressione delle cellule T mediate dalle cellule tumorali, la transizione
epitelio-mesenchimale; quindi la ricerca si sta concentrando anche sul superamento

questa resistenza tramite l'individuazione dei meccanismi correlati ad essa dal punto di



vista clinico-patologico, molecolare e immunitario, per definire una strategia terapeutica
che possa prolungare il beneficio delllimmunoterapia.[3]

La ricerca si & concentrata su varie sfaccettature degli Inibitori dei Checkpoint Immunitari,
tra cui i trattamenti combinati, per aumentare il numero di pazienti che possano
beneficiarne piu a lungo, associando chemioterapia citotossica, agenti anti-angiogenici,
radioterapia (RT); intendendo essere piu mirati e abbattendo le resistenze, si massimizza
I'effetto antitumorale dell’attivita del sistema immunitario e si offrire un trattamento piu
durevole rispetto immunoterapie in monoterapia [4].

Con l'acquisizione di maggiori conoscenze, 'immunoterapia non € piu solo destinata agli
stadi avanzati di malattia, dati non ancora pubblicati hanno riportato che nei pazienti con
NSCLC in stadio IB-IIIA gli inibitori del checkpoint immunitario usati come neoadiuvanti in
associazione a chemioterapia aumentano il tasso di risposta patologica completa rispetto
alla sola chemioterapia. Numerosi ampi studi clinici di fase Ill sono ancora in corso con la
strategia immunitaria nello scenario clinico (neo)adiuvante stadio IB-IIIA [5].

Il panorama terapeutico del melanoma non resecabile allo stadio Ill e IV e stato
rivoluzionato dalle immunoterapie, oltre che dalla target-therapy. L’ immunoterapia con
monoterapia anti-PD-1 o ipilimumab piu nivolumab €& stato studiato in pazienti con
metastasi cerebrali da melanoma e risultati sono a favore della combinazione con un tasso
di risposta globale del 46% nei pazienti asintomatico, durata della risposta ragionevole e
sopravvivenza libera da progressione superiore al 50% a 18 mesi. [6]

Nel carcinoma renale a cellule chiare metastatico, la prima linea € ormai divenuta la
combinazione di nivolumab e ipilimumab; la seconda linea dopo un inibitore delle
tirosinchinasi e il nivolumab, tuttavia, il trattamento di seconda linea e stato radicalmente
modificato dalla relazione di due ampi studi che hanno mostrato un miglioramento della
sopravvivenza dall’associazione tra nivolumab e cabozantinib; infine ritroviamo il
nivolumab anche in terza linea [7].

Nuovi studi stanno cercando di chiarire I'impatto dei fattori estrinseci dell'ospite sulla
risposta e sulla tossicita dell'lCl. Considerando lo stato di salute individuale, la dieta, lo
stile di vita, BMI, il consumo di tabacco, alcool e altre sostanze che creano dipendenza, il
sonno, inquinamento, il rumore, tutte le forme di radiazioni, le infezioni, le vaccinazioni,
'uso pre e concomitante di farmaci per patologie preesistenti allo sviluppo di neoplasia,
comorbidita in generale, lo stress cronico. Insomma, tutti i fattori a cui & esposto il
paziente, nel caso in analisi durante la terapia, e non prima, in senso preventivo. Questi

fattori, incalcolabili ed eterogenei, rientrano nel termine ombrello "esposoma”, fattori che
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ha dimostrato di avere un impatto sull’efficacia e sul profilo di tossicita degli ICI. Anche i
trattamenti sopracitati (ad esempio agenti chemioterapeutici, agenti antiangiogenici e
radioterapia) possono essere considerati parte dell'esposoma, l'effetto citotossico degli
agenti chemioterapici puo facilitare la presentazione dell'antigene e rafforzare le risposte
immunitarie antitumorali, aumentare I'espressione di PD-L1 e allo stesso modo,
lirradiazione pud anche aumentare I'antigenicita del tumore arricchendo il pool di peptidi
antigenici. L'importanza di queste variabili non sta solo nell’ influenzare la globale risposta
degli ICl, determinando un diverso effetto e risultato a seconda dei casi di presentazione,
quindi dando prevedibilita, ma anche nell’essere modificabili e quindi, agendo su di essi,
cambiare il contesto in cui agisce I'immunoterapia.

Figura 1
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Figura 1. Fattori intrinseci ed estrinseci che hanno un impatto sulla risposta all'immunoterapia nei pazienti

con neoplasie solide.[8]

Si inizia a comprendere I'impatto delle esposizioni, sia in acute e sia cumulative, sia

interne sia esterne all’ospite (cioé, 'esposoma), sulla fisiologia dell’ospite e sulla risposta

10



al trattamento. Insieme, questi fattori rappresentano gli attuali tratti distintivi di risposta,
resistenza e tossicita all'lCl. Se le risposte sono limitate a un sottogruppo di pazienti e gl
eventi avversi immuno-correlati (irAE) possono essere problematici e richiedere
linterruzione del trattamento, allora sono estremamente necessarie approfondimenti sui
fattori intrinseci ed estrinseci all'ospite che influiscono sulla risposta e sulla tossicita
dell’ICl. Sui fattori intrinseci la nostra comprensione dell'impatto dei dell’ospite (come il
genoma dell’'ospite, I'epigenoma e I'immunita) si € evoluta sostanzialmente negli ultimi
dieci anni, con maggiori approfondimenti su questi fattori e sulla coevoluzione del tumore e

del sistema immunitario. [8,9]

Figura 2
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Figura 2. Evoluzione temporale delle conoscenze circa 'immunoterapia.[8]

Evoluzione della nostra comprensione delle interazioni cellulari che contribuiscono
all'immunita tumorale.

Definito specificamente, I'esposoma rappresenta "la misura cumulativa delle influenze
ambientali e delle risposte biologiche associate durante tutto il corso della vita, comprese
le esposizioni all'ambiente, alla dieta, al comportamento e ai processi endogeni” [10].
L’esposizione di un individuo € in uno stato di cambiamento costante ma variabile e il suo
effetto totale pud essere inteso solo come l'accumulo di esposizioni nel contesto di
un’intera vita, infatti I'esposizione incorpora dove viviamo, dove lavoriamo, cosa mangiamo
e i farmaci e i cosmetici che utilizziamo. Anche i fattori psicosociali, tra cui lo stress cronico
e la depressione/ansia, sono fattori chiave. Pensando in modo ancora piu ampio, queste
stesse “esposizioni” sono legate a costrutti sociali globali, tra cui lo status socioeconomico,
il livello di istruzione, I'accesso all’assistenza sanitaria e al cibo, cosi come il cambiamento

climatico e persino l'ingiustizia razziale e la discriminazione sessuale.
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La natura puntiforme e onnicomprensiva dell'esposoma rende l'analisi un compito arduo.
Tuttavia, continuare a limitare il nostro studio a solo aspetto “genetico” e ignorare quello
“ambientale” significa limitare la nostra capacita di comprendere appieno le complessita
della salute e delle malattie umane. E solo attraverso il riconoscimento, I'apprezzamento e
lo studio dedicato di questi fattori esterni che saremo in grado di delineare il loro contributo
individuale e cooperativo alla salute generale compresa la funzione immunitaria e piu
specificamente il sistema immunitario antitumorale [11].

Gli effetti “esposomiali” gia noti come [I'esposizione al fumo di sigaretta possono
aumentare i livelli di carica mutazionale del tumore e spiegare il tasso di risposta
relativamente alto all'lCl NSCLC [12].

Nelle piu comuni malattie cardiovascolari si impiegano spesso beta-bloccanti e studi clinici
hanno dimostrati le implicazioni della loro combinazione con ICI [13].

Altra patologia comune tanto quanto il cancro e le patologie cardiovascolari € il diabete. |
pazienti necessitano di assumere farmaci antidiabetici durante la terapia con farmaci
antitumorali. Uno studio suggerisce che i pazienti affetti da cancro che ricevono terapia
con anticorpi anti-PD1 necessitano di una seria considerazione quando scelgono i farmaci
antidiabetici [14].

Farmaci di uso comune come le statine, hanno dimostrato un ruolo nei pazienti con
mesotelioma pleurico maligno e pazienti con carcinoma polmonare avanzato non a piccole
cellule trattati con inibitori PD-1 in modo intensita-dipendente. [15]

Il ruolo prognostico e predittivo dei componenti del profilo lipidico nei pazienti trattati con
ICIl pud essere definito in sottogruppi con diverso profilo lipidico in cui sembra esserci un
impatto diverso sull’attivita immunitaria contro un tumore solido trattati con inibitori del
checkpoint immunitario (ICl) [16].

Come gia detto, non tutti i pazienti traggono benefici significativi da questi trattamenti; la
risposta individuale alla terapia immunologica € attualmente difficile da prevedere. Per
affrontare questa sfida, I'analisi della composizione corporea del paziente come possibile
fattore predittivo dell'efficacia della terapia immunologica. In particolare, due fenotipi
corporei opposti, ovvero l'atrofia muscolare/sarcopenia e I'eccesso di adiposita/obesita,
potrebbero giocare un ruolo nel modulare i risultati della terapia. ldentificare questi fattori
potrebbe essere cruciale per migliorare I'efficacia dell'immunoterapia nel trattamento del
cancro polmonare.[17]

Diversi studi hanno trovato un'associazione tra un indice di massa corporea (BMI) piu

elevato e migliori risultati clinici nei pazienti affetti da cancro. Un miglioramento della
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sopravvivenza complessiva e della sopravvivenza libera da malattia & stato osservato nei
pazienti con BMI elevato dopo aver ricevuto il trattamento con ICI rispetto ai pazienti con
BMI basso; si introduce cosi il cosiddetto “paradosso dell’obesita”, associazione tra BMI
elevato e sopravvivenza piu lunga, che andrebbe ricercato nel tipo deplezione [18,19,20].
La composizione corporea € cruciale per prognosticare gli esiti di salute in pazienti con
cancro, cirrosi epatica e in quelli critici. Le scansioni TC offrono un'ottima opportunita per
misurare con precisione muscolo e tessuto adiposo, ma l'analisi & costosa e laboriosa,
limitando l'uso diffuso di queste misurazioni. Con il crescente interesse per la
composizione corporea in ambito clinico sara cruciale [21].

Le scansioni TC sono ampliamente usate per valutare la quantificazione precisa dei
muscoli scheletrici, del tessuto adiposo intermuscolare, del tessuto adiposo viscerale e del
tessuto adiposo sottocutaneo; questi sono i vari aspetti che stimano la composizione
corporea. Quindi la quantita e la qualita del muscolo scheletrico e del tessuto adiposo
offrono opportunita concrete per migliorare la nostra capacita di prognosi degli esiti clinici
in molte malattie e di prevedere gli esiti sanitari nelle popolazioni cliniche.[22]

L'impatto della composizione corporea nei pazienti affetti da melanoma trattati con
immunoterapia € stato esaminato con l'utilizzo di biomarcatori e fattori di stile di vita
modificabili per predire la risposta al trattamento. Sebbene I'obesita sia stata
precedentemente correlata a migliori risposte agli ICl non sono state riscontrate
associazioni significative tra l'indice di massa corporea (BMI) e gli esiti del trattamento.
Tuttavia, sono emerse tendenze che indicano risultati peggiori nei pazienti con adiposita
piu elevata e minore quantita e qualita muscolare [23].

Tramite misurazioni della tomografia studio si stanno esplorando le associazioni tra misure
di massa muscolare e adiposita e i cambiamenti durante il trattamento con la progressione
della malattia e la sopravvivenza globale. Diversamente dalla sarcopenia, gia studiata, un
tessuto adiposo intramuscolare e sottocutaneo piu elevato € associato a una migliore
prognosi durante limmunoterapia. Quindi, i cambiamenti nel tessuto adiposo
intramuscolare e sottocutaneo, piuttosto che la massa muscolare e il tessuto adiposo
viscerale, possono predire i risultati dell'immunoterapia nei pazienti con cancro polmonare
avanzato, indipendentemente da eta, BMI, tipo di cancro e stadio [24].

La rilevanza clinica dei biomarcatori, quali I'espressione del ligando di morte cellulare
programmata 1 (PD-L1), il carico di mutazioni tumorali (TMB), la presenza di linfociti

infiltranti il tumore e biomarcatori tissutali o bioptici liquidi, come le alterazioni genomiche,
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il rapporto neutrofili/linfociti nel sangue periferico o il DNA tumorale circolante, presenta
notevoli variazioni in base al tipo di cancro e alle modalita di trattamento [25].

E stato dimostrato che il NLR ha un forte valore prognostico nei pazienti con tumore solido
in tutti i tipi di cancro, stadi della malattia e strategie di trattamento [26].

L'albumina sierica, le sue variazioni nellimmunoterapia sono significativamente associate
alla sopravvivenza [27].

| livelli sierici di colesterolo ed emoglobina erano significativamente piu bassi nei pazienti
con cancro gastrico rispetto ai soggetti sani, il che sembrava essere collegato alla
progressione del cancro gastrico [28].

Il punteggio CONUT al momento della diagnosi € un parametro prognostico indipendente
che predice la recidiva e i tempi di sopravvivenza nel SCLC [29].

Studi interdisciplinare che integrino le conoscenze sui fattori intrinsechi ed estrinchi vanno
dalla medicina alle scienze ambientali. Inoltre, richiedera nuove tecnologie e strategie
creative per rilevare e quantificare le esposizioni (tecnologie degli smartphone, dispositivi
di monitoraggio individuali) nonché una raccolta piu creativa di campioni biologici
(compreso latte materno e sangue cordonale, nonché denti e capelli) [30].

La nostra conoscenza sul tema sui fattori associati alla risposta all'lCl - sia fattori intrinseci
che estrinseci dell'ospite - € in rapida evoluzione e dimostra l'alto livello di complessita
delle interazioni coinvolte nel determinare la risposta all'lCl. Numerosi studi hanno
sviluppato strutture e modelli matematici per creare un quadro piu completo dell’immunita
tumorale e della risposta all’'lCl [31]. Questi studi sono estremamente utili nel guidare futuri
studi preclinici e clinici per migliorare la nostra comprensione dei determinanti della

risposta all'ICl e per migliorare le applicazioni diagnostiche e terapeutiche.
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Materiali e Metodi

Abbiamo raccolte retrospettivamente le caratteristiche clinicopatologiche, infiammatorie
(NLR), comorbilita metaboliche, e composizione corporea al baseline di pazienti affetti da
tumori solidi trattati con ICIl e abbiamo studiato il loro ruolo nel predire gli esiti clinici.
Questo studio coinvolge una coorte retrospettiva per valutare lo stato nutrizionale dei
pazienti con tumori solidi avanzati, tra cui come carcinoma polmonare non a piccole
cellule, melanoma, carcinoma renale, carcinoma della testa e del collo, carcinoma
uroteliale, carcinoma polmonare a piccole cellule, cancro al seno e altri. La valutazione
dello stato nutrizionale € stata effettuata utilizzando il punteggio di controllo dello stato
nutrizionale (CONUT), che tiene conto di parametri come albumina sierica, colesterolo
totale, conta dei linfociti, composizione corporea tramite TC. | dati sono stati correlati al
tasso di controllo della malattia (DCR) e alla sopravvivenza libera da progressione e
globale (PFS/OS). | pazienti inclusi sono stati trattati con inibitori checkpoint immunitari
(ICl), singolarmente o in combinazione con inibitori della tirosina chinasi (TKI) o
chemioterapia. Sono stati anche analizzati i profili lipidici di base, con specifici cut-off di
normalita secondo le linee guida delllAmerican Heart Association. Il punteggio NLR
(rapporto neutrofili/linfociti) e il punteggio CONUT sono stati calcolati come indicatori di
inflammazione e stato nutrizionale.

Sono stati raccolti il profilo lipidico circolante di base compreso il colesterolo totale (TC), i
trigliceridi (TG), le lipoproteine a bassa densita (LDL), le lipoproteine ad alta densita
(HDL), i livelli di albumina e la conta dei globuli bianchi. | cut-off per la normalita di TC, TG,
LDL e HDL, secondo I'American Heart Association, erano = 200 mg/dl per TC, = 150 mg/d|
per TG, = 100 mg/dl per LDL, < 40 mg/dl per HDL nei maschi, < 50 mg/dl per HDL nelle
femmine [32].

| punteggi di NLR e del CONUT score sono stati calcolati secondo gli studi 27,28. Il NLR &
stato definito “alterato” quando uguale o superiore a 4 e “basso” quando inferiore a 4.

Il punteggio CONUT ¢ stato definito come mostrato nella Tabella 1.
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Tabella 1. Calcolo punteggio CONUT Score.

Variable Normal Light Moderate Severe

Serum 3.5-4.5 3.0-3.49 2.5-2.9 <2.5
albumin (g/dl)

Albumin 0 2 4 6
score

Total 21600 1200-1599 800-1199 <800
lymphocyte

count (mm3)

Total 0 1 2 3
lymphocyte
count score

Total >180 140-180 100-139 <100
cholesterol

(mg/dl)

Total 0 1 2 3
cholesterol

score

CONUT score | 0-1 2-4 5-8 9-12
Assessment | Normal Light Moderate Severe

E stato definito un punteggio CONUT “normale”: sottogruppi Normal (0-1) e Light (2-4). E
stato definito un punteggio CONUT alterato: sottogruppi Moderate (5-8) e Severe (9-12).
Per approfondire il profilo metabolico dei pazienti all'inizio dell'immunoterapia checkpoint
(ICl), sono state esaminate le loro storie mediche per eventi cardiovascolari (CV), diabete
mellito (DM), ipertensione (HT), uso di statine al basale e indice di massa corporea (BMI).
Gli eventi cardiovascolari sono stati definiti come qualsiasi malattia che coinvolge il cuore
o i vasi sanguigni, seguendo le definizioni del National Cancer Institute e dell'American
Heart Association [33].

Il BMI e stato ottenuto dividendo il peso del paziente per il quadrato della sua altezza e

misurato in chilogrammi per metro quadrato. Abbiamo poi confrontato i pazienti in base
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alle categorie BMI definite dall'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) [34]. Coloro
con un BMI tra 25 e 29,9 kg/m2 sono stati classificati come sovrappeso, mentre quelli con
un BMI di 30 kg/m2 o superiore sono stati considerati obesi. Questi due gruppi sono stati
confrontati con quelli che avevano un BMI inferiore a 25 kg/m2, che includeva sia pazienti
con peso normale (BMI: 18,5-24,9 kg/m2) che pazienti sottopeso (BMI < 18,5 kg/m2).
Inoltre, per evitare l'effetto negativo sulla prognosi causato dalla cachessia, & stata
condotta un'ulteriore analisi confrontando i pazienti con BMI di 25 kg/m2 o superiore con
quelli con peso normale [35].
| parametri di laboratorio sono stati raccolti sia al basale prima dell'inizio del trattamento,
sia a 6-8 settimane durante il trattamento.
La TAC € un'analisi non invasiva e a basso costo della composizione corporea che
permette di quantificare indici di massa muscolare (tutti di calcoli sono a partire da L3, su
singola scansione assiale) quali Skeletal Muscle Index (Indice di Muscolatura Scheletrica
Psoas Muscle Index (Indice di Muscolo Psoas), Intramuscolar Adipose Tissue Content
(Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare), LPMA Lean Psoas Muscle Area (Area
Massa Magra Psoas), SBI Skeletal Body Index (Indice di Massa Scheletrica).
Tali parametri sono descritti come:
e SMI Skeletal Muscle Index (Indice di Muscolatura Scheletrica) calcolato:
area muscolare totale (cm2, da L3) / altezza2 (m2);
e PMI Psoas Muscle Index (Indice di Muscolo Psoas) calcolato:
area totale dello psoas (cm2, L3) /altezza2 (m2);
e IMAC Intramuscular Adipose Tissue Content (Contenuto di Tessuto Adiposo
Intramuscolare)calcolato:
assottigliamento spessore del muscolo erettore spinale/ assottigliamento grasso
sottocutaneo (erector HU / subcutaneous fat HU);
e LPMA Lean Psoas Muscle Area (Area Massa Magra Psoas) calcolato:
area totale dello psoas (cm2, L3) x lean PMD; lean PMD = (densita del muscolo
psoas + 85) /170;
o SBI Skeletal Body Index (Indice di Massa Scheletrica) calcolato:
area muscolare scheletrica (L3, cm2) / Area di superfice corporea (m2).
Sempre tramite TAC abbiamo calcolato gli Indici di Grasso un'analisi non invasiva e a
basso costo della composizione corporea che permette di quantificare indici di Massa
Grassa come VFA Visceral Fat Area (Area di Grasso Viscerale), SFA Subcutaneous Fat
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Area (Area di Grasso Sottocutaneo), VF/SF Visceral to Subcutaneous Fat Area Ratio
(Rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo), TFA Total Fat Area (Area Grasso Totale).
Tali parametri sono descritti come:
e VFA Visceral Fat Area (Area di Grasso Viscerale) (cm2);
e SFA Subcutaneous Fat Area (Area di Grasso Sottocutaneo) (cm2);
e VF/SF Visceral to Subcutaneous Fat Area Ratio (Rapporto tra grasso viscerale e
sottocutaneo)calcolato:
VFA (cm2) / SFA (cm2). ATTENZIONE: qui il calcolo del rapporto & tra volumi,
poiché & su singola fetta.E equivalente;
e TFA Total Fat Area (Area  Grasso Totale) (cm2)  calcolato:
VFA + SFA (cm2).
La definizione di valore elevato o basso dei parametri di composizione corporea da TAC é
stata definita sulla base della mediana tenendo conto del sesso del paziente
Abbiamo valutato la risposta ai trattamenti con inibitori checkpoint immunitari (ICI)
utilizzando i criteri RECIST (versione 1.1). Il tasso di controllo della malattia (DCR) & stato
definito come la proporzione di pazienti con evidenza radiologica di risposta completa,
risposta parziale e malattia stabile. La sopravvivenza libera da progressione (PFS) e la
sopravvivenza globale (OS) sono state calcolate a partire dall'inizio del trattamento con ICI
(sia in monoterapia che in combinazione) fino alla progressione radiologica o al
decesso/ultimo follow-up per la PFS, e fino al decesso/ultimo follow-up per I'0S. Per i
pazienti senza progressione, la censura e stata applicata all'ultima valutazione radiologica
senza segni di progressione; per i pazienti ancora in vita al momento dell'analisi, la
censura e stata basata sull'ultima interazione. L'approvazione etica e stata ottenuta dai
comitati etici locali e dal Comitato Etico Regionale delle Marche (C.E.R.M., Numero di
riferimento 19/792), e tutte le procedure sono state condotte in conformita con la
Dichiarazione di Helsinki e la Buona Pratica Clinica.

Analisi Statistica

| dati demografici, clinicopatologici e di trattamento sono stati estratti dalle cartelle cliniche
elettroniche. Le caratteristiche di base sono state presentate utilizzando il conteggio e la
percentuale per le variabili categoriali, la mediana e l'intervallo per le variabili continue. Le
curve di sopravvivenza sono state tracciate utilizzando il metodo Kaplan-Meier (KM) e le
differenze nella probabilita di sopravvivenza tra gli strati sono state valutate mediante test

log-rank (Mantel-Cox). Il follow-up mediano & stato calcolato utilizzando il metodo KM
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inverso. | rapporti di rischio (HR) di progressione e morte sono stati calcolati utilizzando il
modello di rischio proporzionale di Cox univariabile/multivariabile. Per stimare il valore
prognostico indipendente, é stata eseguita anche I'analisi multivariabile utilizzando variabili
con un valore p <0,05 all'analisi univariabile utilizzando la selezione graduale all'indietro
per correggere la multicollinearita. Per l'analisi statistica & stato utilizzato R 3.6.3 (R
Project for Statistical Computing), con tutte le stime riportate con corrispondenti intervalli di
confidenza al 95% e un livello di significativita a due code di p < 0,05.
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RISULTATI

Caratteristiche clinico-patologiche dei pazienti dello studio retrospettivo

Un totale di 189 pazienti con tumori solidi avanzati trattati con ICI, in monoterapia o in
combinazione con TKI o chemioterapia, sono stati arruolati nello studio per analizzare
l'impatto di componenti distinti del profilo lipidico circolante sugli esiti. L'eta mediana
all'inizio del trattamento immunoterapico era di 69 anni (range: 38-92), 95 (50,3%)
avevano meno di 70 anni; 134 (70,9%) pazienti erano uomini e 100 (55,9%) erano
attuali/ex fumatori. La maggior parte dei pazienti (N=92 [48,7%]) erano affetti da NSCLC
avanzato, 145 (76,7%) sono stati sottoposti a ICI in monoterapia 44 (23.3%) in
combinazione tra Immunoterapia e/o Chemioterapia e/o TKI,127 (67%) hanno ricevuto ICI
in prima linea e 179 (95,2%) hanno mantenuto un PS ECOG basale di 0 o 1, Eventi
Avversi Correlati all'lmmunoterapia si sono verificati in 53 (28,04%) pazienti (Tabella 2).

Tabella 2. Caratteristiche clinico-patologiche.

Eta

Mediana (range) 69.0
(38.0,92.0)

Eta

<70 95 (50.3%)

270 94 (49.7%)

Sesso

Femmine 55 (29.1%)
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Maschi

134 (70.9%)

Stato di Fumatore

In Atto/ Precedente

100 (55.9%)

Mai 79 (44.1%)
NA 10
Istologia

Uroteliale 14 (7,41%)
Testa-Collo 12 (6,35%)
Melanoma 30 (15,87%)

NSCLC (tumore polmonare non a

piccole cellule)

92 (48,68%)

RCC (carcinoma a cellule renali)

30 (15,87%)

Altri

11 (5,82%)

Tipo di Tumore

NSCLC (tumore polmonare non a

piccole cellule)

92 (48.7%)

Melanoma

30 (15.9%)

RCC (carcinoma a cellule renali)

30 (15.9%)

Altri

37 (19.6%)
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Linea di Trattamento

Prima

127 (67%)

>Seconda

62 (33%)

Tipo di Trattamento

Inibitori Checkpoint Immunitari

145 (76.7%)

Inibitori  Checkpoint  Immunitari  +

Chemioterapia

34 (18.0%)

Inibitori Checkpoint Immunitari + Inibitori
delle Tirosinchinasi

10 (5.3%)

Gruppo di Terapia

Monoterapia

145 (76.7%)

Combo (Immunoterapia +

Chemioterapia + Inibitori Tirosinchinasi)

44 (23.3%)

Eventi Avversi Correlati

all’lmmunoterapia

Si 53 (28,04%)

No 136
(71,96%)

ECOG

0-1 179 (95.2%)

>2 9 (4.8%)
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NA 1

Siti Metastasi

0-1 85 (44.98%)
>2 104
(55.02%)

Metastasi Epatiche

Si 26 (13.8%)

No 163 (86.2%)

Metastasi Cerebrali

Si 27 (14.3%)

No 162 (85.7%)

Metastasi Ossee

Si 49 (25.9%)

No 140 (74.1%)

Caratteristiche immuno-metaboliche-lipidiche al baseline

Per quanto riguarda le comorbidita metaboliche, il 28,9% (n=54) aveva un’anamnesi
positiva per malattia cardiovascolare, il 21,7% (n=41) per diabete mellito, il 51,9% (n=98)

per ipertensione arteriosa.
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Per quanto riguarda il BMI, il 36% (n=68) dei pazienti era in sovrappeso e il 13,2% (n=25)
era obeso.

Per quanto concerne il NLR mediano al basale era 3,61 (intervallo: 0,18-25,5), alterato in
87 pazienti (46.0%) n nella norma in102 (54.0%), NLR a 6-8 settimane dallinizio
dellimmunoterapia aveva una mediana di 3.47 (intervallo: 0.210 - 52.8], alterato 71
(39.9%), normale in 107 (60.1%), il Delta NLR & aumentato in 91 (51.1%) e Stabile o
Diminuito in 87 (48.9%).

Per quanto riguarda il profilo lipidico circolante al basale, TC = 200 mg/d| € stato rilevato in
53 pazienti (28,2%; 53/188 con dati disponibili), HDL < 40 mg/dl per gli uomini e < 50
mg/dl per le donne in 92 (43,2 %; 54/125 con dati disponibili), LDL = 100 mg/dl in 35
(29,7%; 35/118 con dati disponibil), TG = 150 mg/dl in 31 (34,4%; 31/90 con dati
disponibili) pazienti.

Per quanto riguarda il punteggio CONUT, disponibile per 186 pazienti, 43 (n=23,1%)
avevano un valore di punteggio superiore a 4, indicante uno stato nutrizionale sistemico
peggiore. Come previsto, i pazienti con punteggio CONUT piu elevato avevano anche un
NLR piu elevato al basale. (Tabella 3)

Tabella 3. Profilo immono-metabolico.

Anamnesi Cardiovascolare

No 133 (71.1%)
Si 54 (28.9%)
NA 2

Diabete Mellito

No 148 (78.3%)

Si 41 (21.7%)
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Ipertensione

No

91 (48.1%)

Si

98 (51.9%)

Statina al baseline

No 129 (69.4%)
Si 57 (30.6%)
NA 3

Steroidi al baseline

No 140 (74.9%)
Si 47 (25.1%)
NA 2

Inibitori di Pompa Protonica al

baseline

No 113 (61.1)
Si 72 (38.9)
NA 4

Antibiotici al baseline

25



No

183 (98.4%)

Si 3(1.6%)

NA 3

Categoria di BMI

Mediana [range] 24.8[17.3,43.2]
Sottopeso 8 (4.2%)
Normopeso 88 (46.6%)
Sovrappeso 68 (36.0%)
Obeso 25 (13.2%)
NLR baseline

Mediana [range]

3.61 [0.180,
25.5]

NLR al baseline (cut-off)

Alterato = 4

87 (46.0%)

Normale < 4

102 (54.0%)

NLR a 6-8 settimane

Mediana [range]

3.47 [0.210,
52.8]
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NLR at 6-8 settimane (cut-off)

Alterato = 4 71 (39.9%)
Normale < 4 107 (60.1%)
NA 11

Delta NLR

Alterato 91 (51.1%)

Stabile o Diminuito

87 (48.9%)

NA

11

Colesterolo Totale

Mediana [range]

174 [86,336]

Alterato 2200

53 (28.2%)

Normale <200

135 (71.8%)

NA

HDL

Mediana [range]

44 111,92]

Alterato = 40/45 femmina/maschio

54 (43.2%)

Normale < 40/45 femmina/maschio

71 (56.8%)
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NA 64
LDL
Mediana [range] 44 [27,190]

Alterato = 130

35 (29.7%)

Normale < 130

83 (70.3%)

NA 71
Trigliceridi
Mediana [range] 118[52,306]

Alterato =2 170

31 (34.4%)

Normale < 170

59 (65.6%)

NA

99

CONUT score

Alterato (=5)

43 (23.1%)

Normale (0-4)

143 (76.9%)

NA
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Caratteristiche della Composizione Corporea generale

Nel sottogruppo di 104 pazienti in cui era disponibile la TAC, si hanno i seguenti valori per
gli indici di massa muscolare (tutti di calcoli sono a partire da L3, su singola scansione
assiale): Skeletal Muscle Index (Indice di Muscolatura Scheletrica) € risultato elevato in 52
pazienti, basso in 52, la mediana & di 45.2 (intervallo: 0.00473 - 71.4), Psoas Muscle
Index (Indice di Muscolo Psoas) € elevato in 53 pazienti , basso in 51, la mediana ¢ di
9.54 (intervallo: 0.0746, 17.7), Intramuscolar Adipose Tissue Content (Contenuto di
Tessuto Adiposo Intramuscolare) € elevato in 51 pazienti, basso in 53, la mediana é di -
0.191 (intervallo: -0.627 - 0.422), Lean Psoas Muscle Area (Area Massa Magra Psoas) &
elevato in 52 pazienti, basso in 52, la mediana & di 1110 (intervallo: 312 — 2280), Skeletal
Body Index(Indice di Massa Scheletrica) & elevato in 52 pazienti, basso in 52, la mediana
e di 708 (intervallo: 69.9 — 1070); i valori degli indici di adipe sono i seguenti:
Subcutaneous Fat Area (Area di Grasso Sottocutaneo) € elevato in pazienti 52, basso in
52, la mediana & di 134 (intervallo: 27.4 — 556), Visceral Fat Area (Area di Grasso
Viscerale) € elevato in 54 pazienti, basso in 50, la mediana & di 191 (intervallo: 25.0 —
588), Total Fat Area (Area Grasso Totale) €& elevato in 51 pazienti, basso 53, la mediana é
di 337 (intervallo: 52.4 — 1110), Visceral/Subcutaneous Fat RATIO(Rapporto tra grasso
viscerale e sottocutaneo) e elevato in 50 pazienti, basso in 54, la mediana & di 1.43
(intervallo: 0.262 - 5.22)(Tabella 4).

| valori dei parametri di composizione corporea per sesso sono sintetizzati nella Tabella 5
per le donne e nella Tabella 6 per gli uomini.

Tabella 4. Composizione Corporea generale.

Skeletal Muscle Index Subcutaneous Fat Area

(cm2)
Elevato 52 Elevato 52
Basso 52 Basso 52
Mediana [range] 45.2 [0.00473, | Mediana [range]

134 [27 .4, 556]
71.4]

Psoas Muscle Index

Visceral Fat Area (cm2)
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Mediana [range]

708 [69.9, 1070]

Tabella 5. Composizione Corporea donne.

Skeletal Muscle Index

Subcutaneous Fat Area

Elevato 53 Elevato 54
Basso 51 Basso 50
Mediana [range] 9.54 [0.0746, | Mediana [range]
191 [25.0, 588]
17.7]
Intramuscolar Adipose
. Total Fat Area (cm2)
Tissue Content
Elevato 51 Elevato 51
Basso 53 Basso 53
Mediana [range] -0.191 [-0.627, | Mediana [range] 337 [52.4,
0.422] 1110]
Lean Psoas Muscle ]
Visceral/Subcutaneous
Area
Fat RATIO
Elevato 52 Elevato 50
Basso 52 Basso 54
Mediana [range] 1110 [312, | Mediana [range] 1.43 [0.262,
2280] 5.22]
Skeletal Body Index
Elevato 52
Basso 52

(cm2)
Elevato 14 Elevato 14
Basso 14 Basso 14
Mediana [range] 42.0 [19.7, | Mediana [range] 172 [45.0, 393]
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59.3]

Psoas Muscle Index

Visceral Fat Area (cm2)

Elevato 14 Elevato 14
Basso 14 Basso 14
Mediana [range] 8.22 [3.35, | Mediana [range]
141 [37.3, 353]
13.5]
Intramuscolar Adipose
. Total Fat Area (cm2)
Tissue Content
Elevato 14 Elevato 14
Basso 14 Basso 14
Mediana [range] -0.114 [-0.441, | Mediana [range]
312 [82.2, 745]
0.422]
Lean Psoas Muscle .
Visceral/Subcutaneous
Area
Fat RATIO
Elevato 14 Elevato 14
Basso 14 Basso 14
Mediana [range] Mediana [range] 0.834 [0.262,
899 [312, 1550] {.52]

Skeletal Body Index

Elevato

14

Basso

14

Mediana [range]

653 [316, 835]

Tabella 6. Composizione Corporea uomini.

Skeletal Muscle Index

Subcutaneous Fat Area
(cm2)

Elevato

38

Elevato

38
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Basso

38

Basso

38

Mediana [range]

47.8[17.1,71.4]

Mediana [range]

127 [27.4, 556]

Psoas Muscle Index

Visceral Fat Area (cm2)

Elevato 39 Elevato 40
Basso 37 Basso 36
Mediana [range] Mediana [range]
10.7 [8.77,17.7] 200 [25.0, 588]
Intramuscolar Adipose
. Total Fat Area (cm2)
Tissue Content
Elevato 37 Elevato 37
Basso 39 Basso 39
Mediana [range] -0.217 [-0.627, | Mediana [range] 343 [52.4,
0.357] 1110]
Lean Psoas Muscle .
Visceral/Subcutaneous
Area
Fat RATIO
Elevato 38 Elevato 36
Basso 38 Basso 40
Mediana [range] 1260 [372, | Mediana [range] 1.67 [0.662,
2280] 5.22]
Skeletal Body Index
Elevato 36
Basso 40

Mediana [range]

734 [279, 1070]
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Associazione tra parametri del profilo circolante nutrizionale e immunologico ed

esiti clinici

Il periodo di osservazione mediano e stato di 29,1 mesi [IC al 95%: 27,2-37,2]. Al fine di
esaminare l'impatto sulla sopravvivenza dei parametri relativi al profilo nutrizionale e
immunologico circolante, abbiamo analizzato la correlazione di ciascuna variabile con
DCR (tasso di controllo della malattia), PFS (sopravvivenza libera da progressione) e OS
(sopravvivenza globale).

Per quanto concerne il punteggio CONUT, considerando il DCR, i pazienti con un
punteggio inferiore o uguale a 4, indicativo di uno stato nutrizionale ottimale, hanno
mostrato una percentuale significativamente piu elevata di risposta completa, risposta
parziale o mantenimento della malattia rispetto a quelli con un punteggio superiore a 4
(70% vs 48%, p < 0,001). | pazienti con un punteggio CONUT < 4 hanno registrato una
PFS significativamente piu prolungata (mediana PFS 14,8 versus 5,0 mesi, hazard ratio
0,47, I1C al 95% 0,31-0,69, p < 0,001) e un OS significativamente piu esteso rispetto a
quelli con un punteggio CONUT > 4 (mediana OS 25,51 versus 7,04 mesi, HR 0,40, IC al
95% 0,26-0,60, p < 0,001) (Figura 3).

Figura 3. DCR, PFS and OS in rapporto al CONUT score
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Riguardo al rapporto neutrofili/linfociti (NLR) al basale, non & stata osservata alcuna
differenza significativa nel tasso di controllo della malattia (DCR) tra i pazienti con NLR < 4
rispetto a quelli con NLR = 4 (66% vs 62%, non significativo). | pazienti con NLR < 4
hanno registrato una significativa prolungata sopravvivenza libera da progressione (PFS)
(mediana PFS 13,61 versus 6,61 mesi, hazard ratio [HR] 0,66, IC al 95% 0,46-0,93, p =
0,02) e una significativamente estesa sopravvivenza complessiva (OS) rispetto a quelli
con NLR = 4 (mediana OS 35,8 versus 12,4 mesi, HR 0,53, IC al 95% 0,36-0,76, p <

0,001).
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In altre parole, al momento dell'inizio del trattamento, non c'e stata una differenza
significativa nel tasso di controllo della malattia tra i pazienti con diversi livelli di NLR.
Tuttavia, i pazienti con NLR inferiore a 4 hanno mostrato una PFS significativamente piu
lunga e una sopravvivenza globale significativamente prolungata rispetto a quelli con NLR
uguale o superiore a 4. (Figura 4).

Figura 4. DCR, PFS e OS in rapporto al NLR al baseline.
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Per quanto riguarda le variazioni dell'NLR dal basale a 6-8 settimane dopo l'inizio dell'lCl,
considerando la DCR, i pazienti con qualsiasi riduzione (o stabilita) del'NLR avevano una
percentuale piu elevata di CR/PR/SD (75% vs 59%, p = 0,045), OS significativamente piu
lunga (OS mediana 25,5 rispetto a 15,2 mesi, HR 0,68, IC 95% 0,46-1,00, p = 0,05),
rispetto ai pazienti con un aumento di NLR. Nessuna differenza significativa & stata

osservata nella PFS.

Associazione delle caratteristiche clinico-patologiche e metaboliche agli esiti clinici

L’eta ha un impatto sugli esiti clinici in termini di DCR, osservata nel 74% per chi ha meno
di 70 anni vs 55% per chi ha piu di 70 anni con p<0.001, ma anche la PFS e di 16.14 mesi
vs 6.97(HR 0.61, Cl 95% di 0.43-0.87 con p=0.006), e la sopravvivenza globale 41.8 mesi
vs 13.8, con HR 0.61 e 95%CI 0.42-0.89 con p=0.01 per chi ha meno di 70 anni in
confronto a chi ha piu di 70 anni.

Di discreta significativita € anche la differenza tra i tipi di tumori in PFS e OS, infatti nel
NSCLC per PFS abbiamo una mediana di 9.73 mesi, HR 1.74, in un 95%CI 1.01-2.99, con
p=0.04 e per OS abbiamo una mediana di 16.96, HR 2.09, in un 95%CI 1.12-3.89 con
p=0.02; nel RCC troviamo per PFS una mediana di 18.81, HR 1.15, in un 95%CI 0.57-
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2.34, con p=0.69 e per OS un mediana di NA, HR 0.63, in un 95%CI 0.26-1.55, con
p=0.31; altri tumori hanno per PFS una mediana di 5.06, HR 3.08, in un 95%CI 1.66-
5.72, con p<0.001 e per OS una mediana di 7.92 mesi, HR 3.40, in un 95%Cl 1.71-6.78,
con p<0.001.

Incide anche ECOG, la DCR ¢ stata ottenuta nel 66% dei pz con ECOG 0-1, mentre nel
22% dei pz con ECOG uguale o > di 2 con p<0.001; la PFS e di 10.72 mesi con ECOG tra
0-1 vs 2.73 mesi con ECOG 22, con HR 0.28, in un 95%CI 0.14-0.59, con p<0.001, la OS
e di 21.93 mesi tra 0-1 vs 3.72 mesi con 22, HR 0.25, 05%CI 0.12-0.50, p<0.001.

| pz trattati con ICI in prima linea hanno ottenuto una DCR nel 75% dei casi contro un 49%
dei pazienti trattati in seconda linea e oltre, con p<0.001; una differenza in PFS 14.76 vs
5.46, HR 0.60, in un 95%CI 0.41-0.87, con p=0.007, ma una OS 24.6 vs 12.4, HR 0.69, in
un 95%CI 0.47-1.01, con p=0.06, quindi non significativa.

La presenza e l'assenza di metastasi epatiche & significativa, perché in PFS abbiamo
12.56 mesi per I'assenza vs 4.37 mesi in chi & presente, HR 0.51, in un 95%CI 0.32-0.80,
con p=0.004 e in OS abbiamo 20.91 mesi vs 5.75, HR 0.59, in un 95%CI 0.36 - 0.96, con
p=0.04.

Le analisi univariabili complete in base alle caratteristiche clinicopatologiche e metaboliche
sono riassunte nella Tabella 7.

Tabella 7. Analisi univariabili complete in base alle caratteristiche clinicopatologiche e

metaboliche.

DCR PFS (015]

Eta (< 70 vs > 70) 74% vs 16.14 vs 6.97 HR 0.61 41.8 vs 13.8 HR 0.61
55% 95%CI 0.43-0.87 p=0.006  95%CI 0.42-0.89 p=0.01
p<0.001

Sesso (F vs M) NS NS NS

Tipo di Tumore NS

Melanoma 39.27 NA

NSCLC 9.73 HR 1.74 95%CI 1.01- 16.96 HR 2.09 95%CI

Altri 2.99 p=0.04 1.12-3.89 p=0.02

RCC 5.06 HR 3.08 95%CI 1.66- 7.92 HR 3.40 95%CI

5.72 p<0.001 1.71-6.78 p<0.001
18.81 HR 1.15 95%C|l NA HR 0.63 95%CI 0.26-
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ECOG (0-1 vs 22)

Linea (prima vs

successive)

Metastasi epatice (no

Vs si)

BMI (<25 vs >25)

Malattia
Cardiovascolare (no
Vs si)

Ipertensione (no vs
si)

Diabete Mellito (no
Vs si)

BMI (<30 vs 230)

Steroidi (si vs no)
PPI (si vs no)

Antibiotici (si vs no)

66% VS
22%
p<0.001
72% VS
49%
p<0.001

NS

NS

NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS

0.57-2.34 p=0.69

10.72 vs 2.73, HR 0.28,
95%Cl 0.14-0.59 p<0.001

14.76 vs 5.46, HR 0.60
95%Cl 0.41-0.87, p=0.007

12.56 vs 4.37, HR 0.51
95%Cl 0.32-0.80, p=0.004

NS

NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS

1.55 p=0.31

3.72 vs 21.93, HR 0.25
05%ClI 0.12-0.50,
p<0.001

246 vs 12.4, HR 0.69,
95%CI 0.47-1.01, p=0.06

20.91 vs 5.75, HR 0.59
95%Cl 0.36 vs 0.96,
p=0.04

NS

NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS

Legenda: NSCLC, cancro polmonare non a piccole cellule; RCC: carcinoma a cellule renali; Altri: carcinoma

uroteliale, carcinoma della testa e del collo; F, femmina; M, maschio; ECOG, Gruppo Oncologico

Cooperativo Orientale; ICI: inibitori del checkpoint immunitario; DM, diabete mellito; HT, ipertensione; CV,

cardiovascolare; BMI, indice di massa corporea; PPI: inibitori della pompa protonica; NS non significativo.

All'analisi multivariata per la PFS, né il punteggio CONUT né il NLR hanno mantenuto il

loro valore prognostico; NLR e delta NLR hanno mantenuto il loro ruolo prognostico

nell'analisi multivariata per I'OS (Tabella 8).
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Tabella 8. Analisi multivariata per PFS e OS.

PFS (O

Variable N | Hazard ratio P Variable N | Hazard ratio P

NLR 24 84 n Reference NLR 24 84 | Reference
<4 98 v‘: 0.75 (0.51,1.11) 0.154 <4 100 I*E 0.59 (0.39, 0.89) 0.012

Liver mets No 159 ] Reference Liver mets No 161 * Reference
Yes 23 - | 2.24 (1.33,3.75) 0.002 Yes 23 E".—' 2.13 (1.25, 3.63) 0.006

ECOG >2 8 n Reference ECOG >2 9 * Reference
0-1 174 | —— i 0.28 (0.13, 0.60) <0.001 0-1 175 |~ E 0.27 (0.13, 0.55)<0.001

Line First 124 [ ] Reference Line First 125 * Reference
22 58 E>—I—< 1.69 (1.07,2.64) 0.023 22 E 59 i-.-‘ 1.87 (1.17, 2.99) 0.009

Tumor Melanoma 30 i Reference Tumor Melanoma 30 i Reference
NSCLC 89 i 1.62(0.90,2.92) 0.107 NSCLC 89 +.~ 1.62 (0.84, 3.15) 0.151
Others 35 |~ | 2.55(1.28,5.07) 0.008 Others 37 1—M— | 2.76 (1.31, 5.82) 0.008
RCC 28 —— 0.88(0.40,1.93) 0.754 RCC 28 | —m— 0.39 (0.15, 1.05) 0.062

Age <70 93 i Reference Age <70 93 i Reference
270 89 pl4 1.49 (1.03, 2.15)  0.035 270 91 .-l 1.62 (1.09, 2.39) 0.016

r—rr—i—y——. U
02 051 2 5 0z 051 2 5

— >

N > Longer Shorter

Longer Shorter

Associazione tra parametri BC ed esiti clinici

Questa € un’analisi fatta in un sottogruppo di pazienti (N=104) con a disposizione la TAC
prima di iniziare immunoterapia, considerando la sopravvivenza globale (OS) e la
sopravvivenza libera da progressione (PFS) per ogni singolo parametro generale della

composizione corporea, prima degli indici di adipe e poi degli indici muscolari.

Analisi dell’Area di Grasso Sottocutaneo (Subcutaneous Fat Area in cm2):
| pazienti con un valore elevato di Area di Grasso Sottocutaneo hanno mostrato una non
significativa di PFS rispetto a quelli con un valore basso (mediana 13.61 versus 8.98 mesi,
hazard ratio 1,28, Cl 95% tra 0.8-2.05, p = 0,3) e una OS non significativa (mediana 22.3
versus 19.4 mesi, hazard ratio 1,51, Cl 95% 0,92-2,47, p = 0,1) (Figura 5).

Figura 5. PFS e OS dell’Area di Grasso Sottocutaneo.
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Analisi dell’Area di Grasso Viscerale (Visceral Fat Area in cm2):

| pazienti con un valore elevato di Area di Grasso Viscerale hanno mostrato una non
significativa PFS rispetto a quelli con valore basso (mediana 10.2 versus 12.6 mesi,
hazard ratio 1.04, Cl al 95% tra 0.65-1.67, p=0,9) e una OS non significativa (mediana di
18.7 versus 20.9 mesi, hazard ratio 0.99, Cl al 95% di 0.6-1.61, p=1) (Figura 6).

Figura 6. PFS e OS dell’Area di Grasso Viscerale.
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Analisi dell’Area di Grasso Totale (Total Fat Area in cm2):

| pazienti con un valore elevato di Area di Grasso Totale hanno mostrato una non
significativa PFS rispetto a quelli con valore basso (mediana di 10.6 mesi versus 12.7
mesi, hazard ratio 1.17, Cl al 95% tra 0.73-1.88, p=0,5); e una OS non significativa
(mediana di 19.4 versus 19.8 mesi, hazard ratio 10.5, Cl al 95% di 0.64-1.72, p = 0.8)
(Figura 7).

Figura 7. PFS e OS dell’'Area di Grasso Totale.
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Analisi del Rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo (Visceral/Subcutaneous Fat
RATIO):

| pazienti con un valore elevato di rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo hanno
mostrato una non significativa PFS rispetto a quelli con valore basso (mediana di 10.2
versus 12.6 mesi, hazard ratio 1.04, Cl al 95% tra 0.64-1.67, p = 0,9) e una OS non
significativa (mediana di 20.9 versus 17.1 mesi, hazard ratio 0.84, Cl al 95% di 0.51-1.38,
p = 0.5) (Figura 8).

Figura 8. PFS e OS del Rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo.
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Analisi dell’'Indice di Muscolatura Scheletrica (Skeletal Muscle Index):

| pazienti con un valore elevato di Indice di Muscolatura Scheletrica elevato hanno
mostrato una non significativa PFS rispetto a quelli con valore basso (mediana 13.6
versus 10 mesi, hazard ratio 1.20, Cl al 95% tra 0.75-1.92, p=0,5) e una OS non
significativa (mediana di 22.3 mesi versus 18 mesi, hazard ratio 1.07, Cl al 95% di 0.66-
1.76, p = 0.8) (Figura 9).
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Figura 9. PFS e OS dell'Indice di Muscolatura Scheletrica.
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Analisi dell’Indice di Muscolo Psoas (Psoas Muscle Index)

| pazienti con un valore elevato di Indice di Muscolo Psoas hanno mostrato una non
significativa PFS rispetto a quelli con valore basso (mediana 18.81 versus 7.13 mesi,
hazard ratio 1.46, Cl al 95% tra 0.91-2.35, p = 0,1) e una OS non significativa (mediana di
29.7 versus 13.8 mesi, hazard ratio 1.57, Cl al 95% di 0.96-2.57, p = 0.07) (Figura 10).

Figura 10. PFS e OS dell’'Indice di Muscolo Psoas.
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Analisi del Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare (Intramuscolar Adipose Tissue
Content):

| pazienti con un valore elevato di Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare hanno
mostrato una PFS non significativa rispetto a quelli con un valore basso (mediana 9.73

versus 13.68 mesi, hazard ratio 0.96, Cl al 95% tra 0.60-1.54, p = 0,9) e una OS
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significativa (mediana di 11.9 mesi 35.8 mesi, hazard ratio 0.61, Cl al 95% di 0.37-1.00, p
= 0.05) (Figura 11).

Figura 11. PFS e OS del Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare.
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Analisi dell’Area di Massa Magra dello Psoas (Lean Psoas Muscle Area):

| pazienti con un valore elevato di Area di Massa Magra dello Psoas hanno mostrato una
PFS significativa rispetto a quelli con un valore basso (mediana di 24.4 versus 7.2 mesi,
hazard ratio 1.61, Cl al 95% tra 1.00-2.60, p = 0,05) e una OS significativa (mediana di
35.8 versus 12.2 mesi, hazard ratio 1.69, Cl al 95% di 1.69-2.79, p = 0.04) (Figura 12).

Figura 12. PFS e OS dell’Area di Massa Magra dello Psoas.

Lean Psoas Muscle Area:
Elevato
Basso

100% 100%

E HR 1.61, Cl al 95% tra 1.00-2.60, HR 1.69, Cl al 95% di 1.69-2.79,
g % p=0,05 = 8 p=0.04
0 Z
B eo% Z 0%
ra 7]
c =
9 0% T som
) L
o 20% 20%
a
Y 12 24 36 Vs 12 24 36
Months Months
Number at risk Number at risk
- 51 30 16 10 - 51 36 21 14
- 51 18 9 6 - 52 26 12 7

41



Analisi dell’Indice di Massa Scheletrica (Skeletal Body Index):

| pazienti con un valore elevato di Indice di Massa Scheletrica hanno mostrato una PFS
non significativa rispetto a quelli con valore piu basso (mediana 13.6 versus 10.0 mesi,
hazard ratio 1.02, Cl al 95% tra 0.63-1.63, p = 0,9) e una OS non significativa (mediana di
22.6 versus 18.0, hazard ratio 1.09, Cl al 95% di 0.67-1.79, p=0.7) (Figura 13).

Figura 13. PFS e OS dell'Indice di Massa Scheletrica.
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Discussione

In questo studio retrospettivo, abbiamo individuato diversi parametri che possono
distinguere i pazienti che potrebbero trarre maggior beneficio dagli ICl da coloro che
hanno una progressione precoce della malattia. Tra questi parametri presi in analisi
abbiamo quelli legati all'inflammazione sistemica, allo stato nutrizionale e alla
composizione corporea. Con i detti criteri si possono discriminare i pazienti che potrebbero
trarre maggior beneficio dagli ICI da coloro che progrediscono precocemente.
Passando in rassegna i fattori prognostici gia noti in letteratura, incidono I'eta e lECOG
nella sopravvivenza e nella progressione, confermando il fatto che si sopporta meglio la
terapia partendo da uno stato di salute migliore.
La prima linea vs le successive mostra una significativa rilevanza in DCR, PFS, ma non
per la OS. La presenza e I'assenza di metastasi epatiche & sempre significativa.
Tra i parametri derivanti dal sangue periferico, il rapporto neutrofili/linfociti (NLR) € emerso
come un indicatore prognostico significativo. Dal punto di vista biologico, il NLR riflette
l'inflammazione sistemica e pud essere considerato come un riflesso dell'equilibrio del
sistema immunitario in contesti maligni, offrendo cosi una preziosa prospettiva sulla
risposta del paziente alla terapia con ICl. Pazienti con un basso NLR al basale o con un
NLR stabile o diminuito nelle prime settimane di trattamento hanno mostrato migliori DCR
PFS e OS. Questi risultati confermano quanto osservato in numerosi studi precedenti e
sottolineano il valore del NLR come biomarcatore affidabile ed economicamente
accessibile. | pazienti con un NLR basale inferiore a 4 o con un NLR che rimane stabile o
diminuisce entro 6-8 settimane rispetto al basale hanno dimostrato una maggiore efficacia
in termini di DCR, PFS e OS. Questi risultati sono consistenti con numerosi studi
precedenti, confermando il valore del NLR come un importante biomarcatore prognostico,
sia al momento della diagnosi che durante il trattamento.
Abbiamo esaminato il punteggio CONUT come un possibile indicatore della risposta al
trattamento con ICIl. Questo punteggio, che considera i livelli di colesterolo totale,
albumina e linfociti nel sangue, si & dimostrato utile nel valutare lo stato nutrizionale e nella
previsione degli esiti clinici nei pazienti oncologici. Pazienti con un punteggio CONUT
elevato, indicativo di bassi livelli di albumina, linfociti e colesterolo, hanno mostrato
peggiori risultati clinici rispetto a quelli con un punteggio basso. Tuttavia, il nostro studio ha
anche evidenziato alcune limitazioni, tra cui la natura retrospettiva e le dimensioni
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relativamente piccole della nostra coorte. Ulteriori studi prospettici di piu ampie dimensioni
sono necessari per confermare e approfondire il ruolo del NLR e del punteggio CONUT
nei pazienti trattati con ICIl. Il punteggio CONUT potrebbe essere un biomarcatore
circolante per valutare lo stato nutrizionale e predire gli esiti clinici sotto trattamento con
ICI. In sintesi, valutare il NLR e il punteggio CONUT prima del trattamento immunoterapico
potrebbe apportare benefici significativi predicendo la risposta al trattamento e guidare la
gestione dei pazienti con tumore sottoposti a trattamento con ICI. Il punteggio CONUT
emerge come un indicatore prezioso per valutare lo stato nutrizionale e prevedere
I'andamento clinico dei pazienti in terapia con ICI, come riportano ricerche precedenti in
cui il CONUT e risultato essere uno strumento utile per la prognosi nei pazienti con
carcinoma a cellule renali di stadio Il o Ill ed era correlato sia alle morti dovute al cancro
sia alle morti dovute ad altre cause; quindi, si suggeriva l'utilita nella pratica clinica usuale
[36]. In un altro studio il punteggio CONUT, insieme ai livelli di CEA, sono stati utili per
prevedere 'OS e la DFS a lungo termine nei pazienti con carcinoma gastrico, a seguito di
gastrectomia radicale, rilevando ulteriormente I'economicita e la convenienza del CONUT
[37].

Nel nostro studio abbiamo utilizzato anche la tomografia computerizzata (TC) per
investigare la BC, ma, come specificato precedentemente, solo in un sottogruppo di 104
pazienti in cui era disponibile la TC, prendendo in considerazione grasso sottocutaneo,
grasso viscerale, rapporto tra grasso viscerale e sottocutaneo, massa muscolare
scheletrica, muscolo psoas, contenuto di adipe intramuscolare, massa magra dello psoas
nella predizione degli esiti clinici nei pazienti oncologici.

Escludiamo sin da subito l'utilita per tutti gli indici di adipe a causa di una bassa
significativita. | valori di p sono lontani dall’essere soddisfacenti. Il grasso viscerale, cosi
come quello sottocutaneo precedentemente descritto, non impatta nei pazienti trattati con
immunoterapia sulla PFS e sulla OS. Le mediane di PFS e OS dei diversi valori (elevati o
bassi) di indice di adipe messi a confronto differiscono evidentemente di pochi mesi, in
media 2 o 3 mesi o, piu al limite, come nel caso dell’Area di Grasso Totale i valori sono
praticamente sovrapponibili. Quindi, dai nostri dati, 'adipe non influisce sulla prognosi e
chiarisce alcuni aspetti sui dubbi dell’utilita del BMI. In passato, diversi studi multicentrici
hanno dimostrato il ruolo prognostico e predittivo del BMI nei pazienti con neoplasie
avanzate trattati con ICI; al contrario, altri non hanno trovato questa forte associazione tra
BMI e risultati clinici; quindi, il ruolo del BMI rimane sotto discussione critica e necessita di

ulteriori indagini. La ricerca si € spostata cercando di scomporre il ruolo di ciascun
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componente della composizione corporea, perché il BMI non pu® discriminare la
percentuale di grasso e massa muscolare nel corpo; dai nostri dati si potrebbe supporre
che il discriminante irrilevante sia proprio I'adipe.

Analizzando i parametri dell'Indice Muscolare, i risultato sono molto piu significativi rispetto
a quelli di Adipe, prendere in considerazione solo in modo generale non da i risultati
significativi speratici come per I'lndice di Muscolatura Scheletrica (Skeletal Muscle Index)
o I’ Indice di Massa Scheletrica (Skeletal Body Index), ma scendendo gia in parametri piu
specifici come con I’ Indice di Muscolo Psoas (Psoas Muscle Index) non impatta molto su
PFS per una p<0.1, ma c’€ un trend, poi abbiamo differenze nette tra chi ha tale indice
elevato e chi basso, se avessimo il triplo dei pazienti probabilmente qualcosa di
significativo uscirebbe, infatti per la sopravvivenza globale éd di un p 0.07, quindi molto
vicino al p 0.05. Il Contenuto di Tessuto Adiposo Intramuscolare (Intramuscolar Adipose
Tissue Content) impatta significativamente per la sopravvivenza; quindi, il tessuto adiposo
in qualche modo impatta, quello intramuscolare, perché i pazienti con tessuto adiposo
intramuscolare hanno una sopravvivenza mediana significativamente piu lunga di chi ne
ha di piu negativamente. Sarebbe prognosticamente favorevole avere un basso indice di
tessuto adipose intramuscolare. Ancora piu chiaro € il ruolo svolto dalla muscolatura dall’
Area di Massa Magra dello Psoas (Lean Psoas Muscle Area), sia la sopravvivenza globale
sia la progressione libera da malattia giovano di una massa magra a livello dello psoas di
cospicue dimensioni. In considerazione di queste analisi e tornando al BMI il ruolo
determinante, sembra dover essere assegnato agli indici muscolari, ma non tanto al
muscolo in sé, ma solo dalla sua parte magra e questo €& riconfermato dalla non
significativita dell’adipe, ma gli indici muscolari ci dicono del vantaggio del minor grasso
presente nella muscolatura. Questo suggerisce che la sarcopenia, caratterizzata dalla
perdita degenerativa e sistemica di massa e funzione muscolare scheletrica, e sindrome
multifattoriale tipica dei pazienti affetti da cancro, non solo puo essere un effetto della
terapia, ma puo anche influire sull’efficacia dell'immunoterapia. Un altro studio pubblicato
sul Journal of immunotherapy of Cancers ha analizzato la composizione corporea per
mezzo di TC, i partecipanti sono stati raggruppati in base alla perdita isolata o
concomitante di tessuto muscolare scheletrica, adipe viscerale e adipe sottocutanea. Una
perdita di area tissutale di muscolatura scheletrica superiore al 10% nei partecipanti
stata associata a OS peggiori rispetto ai partecipanti con perdita inferiore al 10%. Anche la

perdita di peso generale é stata associata a OS peggiori [38].
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Ruolo prognostico chiave della massa muscolare magra, corroborando l'importanza di una
valutazione globale del paziente prima dell'inizio degli inibitori dei checkpoint immunitati.

[l nostro studio presenta alcune limitazioni degne di nota. Prima di tutto, la sua natura
retrospettiva ha portato a una raccolta incompleta dei dati, specialmente per quanto
riguarda le informazioni provenienti dalla tomografia computerizzata (TC), vedi il
sottogruppo di 104 pazienti, rispetto ai 189 di partenza. Inoltre, la coorte di pazienti era
piuttosto limitata e comprendeva una varieta di tumori, trattamenti e protocolli, il che
potrebbe limitare la generalizzazione dei nostri risultati. Infine, la mancanza di un gruppo
di controllo ci ha impedito di valutare appieno il ruolo predittivo dello stato nutrizionale e
della composizione corporea.

Tuttavia, in conclusione, i nostri risultati evidenziano l'importanza cruciale dello stato
immuno-nutrizionale e della composizione corporea, nella sua espressione in massa
magra, nei pazienti con tumori avanzati che ricevono immunoterapia. Questo sottolinea
l'urgenza di una valutazione multidisciplinare precoce della composizione corporea e dello
stato nutrizionale durante il trattamento con ICI. Il nostro studio prospettico in corso mira a
superare queste limitazioni attraverso ulteriori analisi traslazionali e valutazioni dettagliate
della composizione corporea tramite TC per aiutare a identificare i pazienti con migliori
probabilita di risposta al trattamento. In definitiva, ulteriori ricerche prospettiche e
traslazionali sono essenziali per approfondire la nostra comprensione del ruolo della

nutrizione e della composizione corporea nella gestione ottimale dei pazienti oncologici.
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