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|. INTRODUCCION GENERAL

1. CONCEPTO DE CANCER

Dentro del nombre de cancer se engloban un conjunto de patologias que pueden
afectar a distintos tipos de células y que tienen en comun el crecimiento
descontrolado de células neoplasicas. Presentan capacidades biologicas
adquiridas para su desarrollo que incluyen, mantener la sefializacion
proliferativa, evadir la supresion del crecimiento resistiendo la muerte celular,
permitir la inmortalidad replicativa induciendo la angiogénesis y activar la
invasion y la metastasis. Detras de estos sellos se encuentra la inestabilidad del
genoma, que genera la diversidad genética y que acelera su inflamacién.
Ademas de las células cancerosas, los tumores presentan otra dimension de
complejidad: contienen un repertorio de células reclutadas aparentemente
normales que contribuyen a la adquisicion de rasgos distintivos mediante la

creacién del microambiente tumoral (1).

2. CANCER DE PULMON

2.1.Epidemiologia
El cancer de pulmén sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-
mortalidad en el mundo, con aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos
en todo el mundo en el afio 2018 (2). Los tipos de tumores que mas se
diagnosticaron en el mundo en el afio 2018 fueron los de pulmén, mama, colon
y recto, prostata y estbmago. Los canceres que produjeron mas defunciones en
2018 fueron los de pulmdn, colorrectal, pancreas, mama, préstata, higado, vias
biliares y estdbmago (3) (figura 1). El cancer de pulmoén es la principal causa de
muerte por cancer en los hombres en todo el mundo y la segunda en las mujeres.
A nivel mundial, el cancer de pulmén se produjo en aproximadamente 2,1
millones de personas en 2018 y causo6 1,8 millones de muertes (4).
Entre los hombres, el cancer de pulmon es la principal causa de muerte en la
mayoria de los paises de Europa del Este, Asia Occidental, Africa del Norte,
China y Asia Sudoriental. Las tasas de incidencia entre los hombres siguen
siendo generalmente bajas en Africa, aunque son mas elevadas en Marruecos y
Sudafrica (2).
Entre las mujeres, el cancer de pulmén es la principal causa de muerte por

cancer en 28 paises. La mayor incidencia estd en América del Norte, Norte y
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Oeste de Europa y Australia/Nueva Zelanda. Cabe sefialar, que las tasas de
incidencia entre las mujeres procedentes de China, no difieren de las observadas
entre las mujeres de varios paises de Europa Occidental, a pesar de una
considerable diferencia en la prevalencia del tabaquismo entre las dos
poblaciones. Esto parece estar relacionado con la combustion del carbén para
calentar y cocinar. Entre las mujeres, la epidemia estd menos desarrollada y a
diferencia de los hombres, la mayoria de los paises todavia estan observando
una tendencia creciente en la incidencia. En Estados Unidos, las tasas de
incidencia de cancer de pulmén son ahora mas altas entre las mujeres jovenes
gue entre los hombres jévenes. En China e Indonesia, el tabaquismo sigue
aumentando, y en varios paises africanos es probable que las tasas de cancer
de pulmdn continden aumentando al menos durante las préximas décadas, salvo
gue se realicen intervenciones para acelerar el abandono del habito tabaquico o
reducirlo (2).

A pesar de las tendencias diferenciales por sexo, las tasas en hombres y mujeres
estan convergiendo en varios paises europeos y se postula que esto es el
resultado de las diferencias especificas por sexo en la distribucion de subtipos
histolégicos y por la prevalencia del tabaquismo. Con mas del 80% de los
canceres de pulmén en las poblaciones occidentales atribuidos al tabaquismo,
la enfermedad, en gran medida, puede ser prevenida mediante el control del
consumo de tabaco. Medidas como aumentar impuestos especiales a productos
de tabaco, asi como la implantacion de empaquetado con advertencias
sanitarias graficas y la aplicacion de prohibiciones en la publicidad del tabaco,

han sido incorporadas al marco de la OMS.
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Figura 1. Estimacion mundial de nuevos casos y muertes por cancer en 2020
segun los principales tipos de localizaciéon del cancer (Siegel et al., 2020) (2).

Estimated New Cases

Males Females

Frostate 191,930 21% Breast 276,480 30%

Lung & bronchus 116,300 13% Lung & branchus 112,520 12%
Colon & rectum 78,300 9% Colon & rectum 60,650 8%
Urinary bladder 62,100 7% Literine corpus 65,620 7%
Melanoma of the skin 60,180 7% Thyroid 40,170 4%
Kidney & renal pelvis 45 520 5% Melanoma of the skin 40, 160 4%
Mon-Hodgkin lymphoma 42 380 5% Mon-Hodgkin lymphoma 34 BEO 4%
Oral cavity & pharynx 38, 380 4% Kidney & renal pelvis 28,230 3%
Leukemia 35,470 4% Pancreas 27 200 3%

Pancreas 30,400 3% Leukemia 25,060 3%

All Sites 893,660 100% All Sites 812,930 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 72,500 23% Lung & branchus 63,220 22%

Prostate 33,330 10% Breast 42,170 15%

Codon & recturn 28 630 9% Colon & recturn 24 570 9%

Pancreas 24 640 B% Pancreas 22410 B%

Liver & intrahepatic bile duct 20,020 &% Orvary 13,940 5%
Leukemia 13,420 4% Literine corpus 12,580 4%

Esophagus 13,100 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,140 4%

Urinary bladder 13,050 4% Leukemia 0 680 3%
Mon-Hodgkin lymphoma 11,460 4% Non-Hodgkin lymphoma 8.480 3%
Brain & other nervous system 10,180 3% Brain & other nervous system T.830 3%
All Sites 3,160 100% All Sites 285,360 100%

2.2.Factores de riesgo

Existen factores genéticos y ambientales que pueden aumentar el riesgo de
desarrollar cancer de pulmon a lo largo de la vida. Aunque pueda haber factores

genéticos que predisponen, la mayor parte de ellos son esporadicos.

Factores de riesgo genéticos

El papel de los factores genéticos como causa del cancer de pulmén no es del
todo conocido. Los familiares de primer grado de personas con cancer de pulmén
tienen un mayor riesgo de desarrollarlo. Un metaandlisis con 28 estudios de
casos y controles y 17 estudios de cohortes observacionales, reveldé un aumento
del riesgo de cancer de pulmon asociado con tener un familiar afecto (RR 1,8; IC
del 95%: 1,6-2) (5). Como resultado, presentaron mayor riesgo las personas con
familiares diagnosticados de cancer de pulmén a una edad temprana y aquellos
con multiples familiares afectos. El aumento del riesgo en familiares de pacientes

con cancer de pulmén de inicio temprano parece extenderse a neoplasias
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malignas de origen no pulmonar (6). Se precisa de mayor investigacién para

identificar los genes involucrados con un riesgo més elevado.

Factores de riesgo ambientales

La mayoria de los datos en epidemiologia del cancer de pulmén, provienen de
paises desarrollados, donde el tabaquismo es el factor de riesgo predominante.
El tabaquismo, se estima que representa aproximadamente el 90% de todos los
canceres de pulmén (7). Es probable que los esfuerzos en el control del
tabaquismo reduzcan la incidencia de cancer de pulmén. En un estudio
comparativo que utiliz6 datos de Estados Unidos sobre el tabaquismo y la
mortalidad por cancer de pulmén desde 1960 hasta principios de 2010, se estimé
gue la tasa anual por cancer de pulmén ajustada por edad, descenderia en un
79% entre 2015 y 2065 (8). Sin embargo, todavia se espera que ocurran 4,4
millones de muertes por cancer de pulmoén durante este periodo.

Fumar tabaco, principalmente cigarrillos, es el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo del cancer de pulmén. El tabaquismo pasivo también es un
causa importante. La estimacion del RR de cancer de pulmén en el fumador
crénico en comparacién con el nunca fumador, pasa de 10 a 30. El riesgo
acumulado de cancer de pulmén entre los grandes fumadores puede llegar al
30%, en comparacion con un riesgo de por vida de menos del 1% en los nunca
fumadores (9). El abandono del habito tabaquico puede ser beneficioso incluso
entre pacientes que ya han sido diagnosticados de cancer de pulmén. En un
metaanalisis, el tabaquismo continuo en los pacientes con cancer de pulmon en
estadio precoz, se asocié con una mayor probabilidad de mortalidad por
recurrencia del tumor y desarrollo de un segundo tumor primario (10). Incluso si
los pacientes no pueden abandonar el habito, que lo disminuyan, puede resultar
en una reduccion del dafio y un menor riesgo de cancer de pulmon. Esto se
observo en un estudio observacional que incluyé a 19.714 adultos, en el cual se
encontr6 que los fumadores que consumian > 15 cigarrillos u otra forma
equivalente de tabaco, pero lo reducian al menos un 50%, reducian su riesgo
por cancer de pulmén en un 27% después de un seguimiento medio de 18 afios
(11). El efecto de los cigarrillos electrénicos sobre la incidencia del cancer de
pulmon no esté bien establecido, debido a otros factores de confusion a la hora

de desarrollar estudios.
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Respecto a la deteccion precoz del cancer de pulmon, existen dos estudios
(12,13) que han demostrado que el TAC pulmonar en poblacién de riesgo
(grades fumadores) puede detectar de forma precoz el cancer de pulmon y
reducir el riesgo de muerte asociado a esta enfermedad, pero hasta el momento
no ha sido aprobado en la en la mayoria de paises europeos. Este método,
presenta ciertos dafios potenciales como son el hallazgo de lesiones benignas
gue precisarian de estudios invasivos para ser confirmadas, la exposicion a
irradiacion, la ansiedad generada al paciente o el sobrediagndstico, que dificultan
su validacién. Algunos expertos recomiendan los programas de deteccion precoz
en poblaciones muy bien definidas, que incluyen sobretodo personas con largo
historial de habito tabaquico (14). Es importante destacar que la radiografia de
térax no es una herramienta Util y tampoco existe ningln parametro analitico que

permita el diagndstico precoz de cancer de pulmon.

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), se debe principalmente al
tabaquismo. Sin embargo, se asocia de forma independiente con un mayor
riesgo de desarrollar cancer de pulmon, probablemente relacionado con la
inflamacion y la cicatrizacién que forman parte del desarrollo de la EPOC. Es el
factor de riesgo independiente mas comun, ademas del tabaquismo, lo que
aumenta el riesgo de cancer de pulmon entre 6 y 13 veces (15). Ademas, otras
enfermedades pulmonares benignas se han asociado con un mayor riesgo de
cancer de pulmon, que parece estar relacionado de la misma manera, con la
inflamacion cronica. Los datos mas extensos provienen de un analisis
combinado del Consorcio Internacional de Cancer de Pulmén, que analizd
24.607 casos de cancer de pulmén y 81.829 controles en 17 estudios. El riesgo
de cancer de pulmon fue elevado en pacientes con antecedentes de enfisema
(OR 2,44; IC del 95%: 1,64-3,62), bronquitis crénica (OR 1,47; IC del 95%: 1,29-
1,68), neumonia (OR 1,57; IC del 95%: 1,22-2,01) y tuberculosis (OR 1,48; IC
del 95%: 1,17-1,87). El aumento del riesgo se observaba en todas las histologias
de cancer de pulmén y fue similar en nunca fumadores, exfumadores y
fumadores (excepto en la bronquitis crénica en no fumadores) (16).

Otros numerosos carcin0genos ocupacionales y ambientales aumentan el riesgo
de cancer de pulmén. Los elementos més conocidos son el amianto y el radén

(17,18) Otras exposiciones que se han asociado al cancer de pulmén incluyen

15



arsénico, éter, cromo, formaldehido, radiacién ionizante, niquel, hidrocarburos
aromaéticos policiclicos, polvo de metales duros y cloruro de vinilo. Muchos de
estos factores actuan de forma sinérgica con el humo del tabaco para desarrollar
cancer de pulmén y también son factores de riesgo independientes en no
fumadores (17,19-21). También se ha observado la relacién de la contaminacién
atmosférica con el cancer de pulmén (22). La radioterapia, puede aumentar el
riesgo de un segundo cancer de pulmén primario en pacientes que han sido
tratados por otras neoplasias malignas. Este aumento del riesgo parece ser

mayor en los fumadores (23).

La incidencia del cancer de pulmon es diferente segun la etnia o raza. Las
personas hispanas tiene menor probabilidad de padecerlo que las personas de
raza blanca no hispana, aunque esta diferencia se debilita en los analisis
multivariados, lo que sugiere que otros factores estan involucrados
(caracteristicas del tabaquismo, actividad fisica, etc) (24). Algunos
comportamientos potencialmente modificables como la dieta rica en frutas y
verduras, se consideran una de las causas que explican la heterogeneidad en el
riesgo de desarrollar cancer de pulmén entre personas con factores de riesgo
similares, pero estos datos no se han reproducido en ensayos clinicos. Por otra
parte, los suplementos de vitamina B6 y B12 podrian estar asociados a un mayor
riesgo de cancer de pulmon entre los hombres, pero no entre las mujeres (25),
aunque se necesitan mas estudios para evaluar este riesgo. Se ha estudiado el
betacaroteno como agente quimiopreventivo, sin embargo no se ha demostrado
ningun beneficio en los suplementos. En un metaandlisis de ensayos de
quimioprevencion, se observd que la suplementacion con dosis altas de
betacaroteno aumentaba significativamente la incidencia de cancer de pulmon
en pacientes fumadores (OR 1,24; IC 95%: 1,10-1,39). Entre los exfumadores,
la diferencia no fue significativa (OR 1,10; IC 95%: 0,84-1,85) (26). Existen
también datos sobre el impacto del estrégeno y la progesterona en el desarrollo
del cancer de pulmoén, aunque su papel no esta bien definido (27).

Los virus oncogénicos no tienen un papel establecido como agentes etiolégicos
en el desarrollo de cancer de pulmoén. Se ha planteado la relacion entre VPH y
el carcinoma de células escamosas de pulmén, debido a la presencia de ADN

del virus en carcinoma de células escamosas de otros tumores, como en cuello
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uterino, ano, piel, eso6fago y vias respiratorias superiores (28), pero estos
estudios no han dado resultados claros. Parece que los pacientes con VIH tienen
un mayor riesgo de cancer de pulmén, pero sin embargo, el cancer de pulmoén

se considera un cancer que no define al SIDA.

2.3.Clasificacion anatomopatoldgica
La clasificacibn anatomopatologica del cancer de pulmoén se basa en técnicas
histologicas y patologicas. La clasificacion de los carcinoma de pulmoén por
subtipo histologico proporciona informacion importante sobre el prondstico, es
necesaria para la decision terapéutica y se realiza sobre muestras de tejido de
biopsia obtenidas mediante broncoscopia, punciones o procedimientos
quirtrgicos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecidé la

clasificacion del cancer de pulmon que se proporciona en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion del Carcinoma de Pulmon de la OMS (2015) (29).

Adenocarcinoma

Lepidico

Acinar

Papilar

Micropapilar

Solido

Invasivo mucinoso

Fetal

Entérico

Minimamente invasivo
e Preinvasivo (hiperplasia atipica adenomatosa, in situ)

Adenoescamoso

Escamoso

e Papilar

e Célula clara (caracteristica citologica)

e Basaloide

e Queratinizante y no queratinizante
Célula grande

Sarcomatoide

Neuroendocrino

e Célula pequeina
e Carcinoide tipico y atipico
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El Carcinoma de Pulmén No Célula Pequefia (CPNCP) representa
aproximadamente el 80% de todos los canceres de pulmon, y un tercio de ellos
presentan enfermedad localmente avanzada o metastasica en el momento del

diagnéstico (30).

El adenocarcinoma es el tipo histolégico mas frecuente de cancer de pulmén
actualmente y representa aproximadamente la mitad de los casos. En el
diagnéstico histologico se requiere de formacién de glandulas neoplasicas,
expresion de marcadores de neumocitos (TTF-1 +/- napsina) 0 mucina
intracitoplasmatica. Existe una variacion significativa de la arquitectura de las
glandulas neoplasicas y los subtipos principales muestran un patron de
crecimiento acinar, micropapilar, lepidico, sélido o con expresién de marcadores
de mucina. Entre ellos, los patrones menos comunes son el cribiforme, coloide,
entérico y fetal. Los patrones cribiforme, sélido y micropapilar tienen un
pronostico adverso (31), aunque los patrones solido y micropapilar también
pueden predecir mayor beneficio al tratamiento de quimioterapia adyuvante tras
reseccion completa (32). Por otro lado, los avances en la comprensién de las
vias moleculares especificas del adenocarcinoma han abierto nuevas vias de
tratamiento, y la caracterizacion molecular de los pacientes estd dando como
resultado el uso de agentes con altos niveles de actividad antitumoral, en

particular para aquellos con mutaciones.

Los carcinomas adenoescamosos tiene una incidencia que va del 0,4% al 4%, y
se definen como tumores con mas del 10% de componentes glandulares y
escamosos malignos, por lo que su histologia mixta representa la
heterogeneidad de los carcinomas de pulmén (33). Es un tumor agresivo y
parece tener un pronostico mas desfavorable que el adenocarcinoma o el
carcinoma de células escamosas (34). Como estos tumores estan constituidos

por un componente glandular, se recomienda realizar el estudio molecular.

El diagndstico del carcinoma de células escamosas, se basa en la presencia de
produccion de queratina por las células tumorales y/o desmosomas
intercelulares denominados puentes intercelulares, o por inmunohistoquimica

compatible, como la expresion de p40, p63, CK5/6 o desmogleina. La expresion
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de p63 no es completamente especifica y se puede observar reactividad también
en adenocarcinomas, por ello, la OMS recomienda utilizar p40 (29). El 60-80%
de las células escamosas surgen en las porciones proximales del arbol
tragueobronquial por metaplasia o displasia, y pueden mostrar una necrosis
central extensa con cavitacion (35). Por otra parte, la mayoria de los pacientes
con carcinoma de células escamosas con patron endobronquial exofitico, se
diagnostican en estadio precoz y por tanto presentan mejor pronéstico, siendo

las tasas de supervivencia a cinco afios superiores al 60% (36).

En cuanto al diagndstico por IHC, cabe destacar que el adenocarcinoma suele
ser positivo para el factor de transcripcion tiroideo (TTF-1), mucina, napsina-A,
surf-A, surf-B, PAS-D y CK7. Sin embargo, el carcinoma de células escamosas,
suele ser positivo para p40, p63 y citoqueratina 5/6 (CK5/6) y por lo general,
negativo para CK7. Es importante diferenciar el carcinoma escamoso de otros
carcinomas de células no pequefias, en particular del adenocarcinoma y sobre
todo en los pacientes con enfermedad en estadio avanzado, ya que ciertos
agentes, como el Pemetrexed estan contraindicados para pacientes con
histologia escamosa debido a su menor eficacia, o por su potencial aumento de

toxicidad como ocurre con el Bevacizumab.

Existen otros tipos histolégicos menos frecuentes, como el carcinoma de células
grandes, que carece de diferenciacion glandular, escamosa o neuroendocrina
por inmunohistoquimica y también de caracteristicas del carcinoma de células
pequefias por citologia. Suele presentarse como una gran masa periférica con
predominante necrosis. Otro tipo es el carcinoma sarcomatoide, que representa
un grupo heterogéneo de carcinomas de pulmén de células no pequefas, y

tienen componente epitelial y de sarcoma (37).

Por dltimo, los Carcinomas de Células Pequefias (CPCP) y los carcinomas
neuroendocrinos de células grandes, se caracterizan clinicamente por su
agresividad y patolégicamente por tener una tasa mitética mas elevada en
comparacion con los carcinoides pulmonares (11 o mas mitosis por 10 campos
de gran aumento). El indice de proliferacion (Ki67) puede ayudar en el

diagnostico diferencial de carcinoma neuroendocrino de células pequefias y de
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células grandes de los carcinoides, pero no forma parte de los criterios de
diagnéstico (29). EI CPCP engloba aproximadamente el 15% de los carcinomas
broncogénicos y tiene una fuerte correlacion con el habito tabaquico, llegando a
ser extremadamente raros en personas nunca fumadoras. Son tumores
heterogéneos y quimiosensibles. Otra de sus caracteristicas es que las células
son fragiles y los tumores son generalmente muy necréticos, lo que puede
dificultar su diagnostico histolégico en muestras pequefias. Las células

tumorales suelen ser positivas para cromogranina o sinaptofisina (29).

El estudio de las alteraciones moleculares del cancer de pulmén contribuye a
entender mejor el proceso de carcinogénesis. La aplicacion de técnicas de
biologia molecular unidas al conocimiento de las neoplasias, permite la
identificacion de multiples mutaciones clinicamente relevantes que nos abren un
camino hacia una nueva clasificacion molecular de estas neoplasias. Estas
alteraciones moleculares se describiran con mas detalle en el apartado 3.3

“Caracterizacion Molecular del Cancer de Pulmon”.

2.4.Patrones de diseminacion y estadificacion
El cancer de pulmén se puede diseminar por via hematégena y linfatica, asi
como por diseminacion contigua. Los lugares mas frecuentes de diseminacion

son los ganglios regionales, pulmones, higado, cerebro o glandulas adrenales.

Para realizar el diagnoéstico, es necesario la determinacion del estadio del cancer
en funcion de su extension anatomica. La estadificacion del cancer de pulmon
se basa en la “Clasificacion de Tumores Malignos” y engloba tres parametros: el
tamafio tumoral, la infiltracion de noddulos linfaticos y la presencia o no de
metéastasis (Tumor/Nodulos/Metastasis — TNM), propuesto por el American Joint
Committee on Cancer / Unién Internacional contra el Cancer (AJCC/UICC) (tabla
2 y tabla 3).

Esta estadificacion se puede realizar en diferentes momentos del proceso
diagnostico y terapéutico, como puede ser: antes del inicio del tratamiento
(estadificaciéon clinica, cTNM), después o durante el tratamiento de induccion

(estadificacon yTNM), tras el tratamiento quirdrgico (estadificacion patologica,
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pTNM), en el momento de la recidiva tumoral después de un intervalo libre de
enfermedad (estadificaciéon rTNM) o en la autopsia (estadificacion aTNM) (38).
La estadificacion clinica permite la eleccion del mejor tratamiento para el
paciente, mientras que la patoldgica es mas precisa que la clinica y se ajusta
mas la realidad de la extension tumoral, ya que sirve para establecer un
pronostico. La estadificacion durante o tras el tratamiento de induccién, permite
conocer si se ha producido algun cambio tumoral en la clasificacion clinica, y
decidir si el paciente puede ser candidato a un tratamiento quirdrgico tras la

terapia de induccion.

Tabla 2. Clasificacién TNM para Carcinoma de Pulmén (82 edicién de la AJCC)
(38).

TUMOR PRIMARIO (T)
TX Tumor primario no puedo ser evaluado
TO No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor < 3cm rodeado por pulmon o pleura visceral sin evidencia
broncoscdpica de invasién mas proximal de bronquio lobar

Tl1la(mi) | Adenocarcinoma minimamente invasivo
Tla | Tumor<1cm
T1b Tumor > 1cm pero < 2cm
Tlc Tumor > 2cm pero < 3cm
T2 Tumor > 3cm pero < 5cm y cumple alguna de estas caracteristicas:
- Afecta al bronquio principal independientemente de la
distancia a la carina pero sin afectacion de la carina
- Invade la pleura visceral
- Asocia atelectasia 0 neumonitis obstructiva que se extiende
a la region hiliar, involucrando parte o todo el pulmén

T2a | Tumor > 3cm pero < 4cm
T2b | Tumor > 4cm pero < 5cm
T3 Tumor > 5cm pero < 7cm o asociado a nédulos tumorales
separados en el mismo Iébulo que el tumor primario o invade
directamente cualquiera de estas estructuras: pared toracica
(incluida pleura parietal), nervio frénico, pericardio parietal
T4 Tumor = 7cm o asociado a nodulos tumorales en un lobulo
ipsilateral diferente al del tumor primario o invade cualquiera de
esta estructuras: diafragma, mediastino, corazén, grandes vasos,
traquea, nervio laringeo recurrente, esofago, cuerpo vertebral y
carina

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)
NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de ganglios linfaticos
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N1 Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales ipsilaterales y/o
hiliares ipsilaterales e intrapulmonares
N2 Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o
subcarinales
N3 Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales,
hiliares contralaterales, escalenos ipsilaterales o contralaterales o
supraclavicualares

METASTASIS A DISTANCIA (M)
MO No metastasis a distancia
Mla | Nodulos tumorales separados en un l6bulo contralateral, nddulos
pleurales o pericardicos o derrame pleural o pericardico maligno
M1lb | Metastasis extratoracica unica
M1c | Mdltiples metéstasis extratoracicas en uno 0 mas 6rganos

Tabla 3. Agrupacion por estadios (82 edicion de la AJCC) (38).

T/M Subcategoria NO N1 N2 N3
Tla A1 ]3] A 1B
T1 Tib IA2 1B A 1B
Tlc IA3 1B A 1B
T2 T2a IB ]3] A 1B
T2b A 1B A 1B
T3 T3 IIB A B HC
T4 T4 A A B "nc
M1la IVA IVA IVA IVA
M1 M1b IVA IVA IVA IVA
Mlc IVB IVB IVB IVB

2.5. Tratamiento
La eleccién del tratamiento depende de la histologia del tumor, de la extension
de la enfermedad, de la localizacion del tumor primario y de la comorbilidad y

estado basal del paciente.

Estadios precoces

El diagndstico de cancer de pulmén en estadios precoces es poco frecuente
debido a que los sintomas en esta fase son inespecificos y ello conduce a un
retraso en el diagnostico. A menudo, el carcinoma de pulmon en estadio 1y 1l se

diagnostica de forma incidental durante el estudio de otras patologias.

La estrategia terapéutica en estadios precoces es diferente en el CPCP y el
CPNCP.
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En el CPNCP la reseccion quirargica ofrece la mejor oportunidad de
supervivencia y curacion. La indicacion de reseccion quirdrgica incluye la
estadificacion preoperatoria, la evaluacion del estado funcional del paciente y
sus comorbilidades, y la prediccion de la capacidad funcional respiratoria
postoperatoria. Un paciente con un carcinoma de pulmén resecable puede ser
inoperable si presenta comorbilidades o una funcion pulmonar deficiente.
Actualmente, el estudio molecular del tejido tumoral no influye en la decision
terapéutica inicial en estadios precoces del CPNCP, pero sirve como guia en
aquellos pacientes que presentan recidiva tras el tratamiento primario.

Los pacientes con CPNCP estadio | o Il deben tratarse con reseccion quirdrgica
completa siempre que sea posible (39). La quimioterapia basada en doblete de
platino y/o radioterapia adyuvante mejora la supervivencia en pacientes con
estadio Il patoldgico, y la quimioterapia puede tener beneficio en los pacientes
con estadio IB (40,41) Los pacientes con estadio | o Il no candidatos a reseccién
quirargica o que rechazan la cirugia, pueden ser candidatos a terapias locales
como la radioterapia (RT) convencional o estereotaxica (SBRT) (42) y otras
técnicas locales, como la ablacién por radiofrecuencia.

Para los pacientes con estadio Ill no resecable se utiliza el tratamiento
combinado con quimioterapia y radioterapia concomitante o secuencial (43) e
inmunoterapia de consolidacion con Durvalumab si no ha habido progresion de
enfermedad en pacientes con expresion de PD-L1 21% (44). La cirugia también
puede ser una opcidn terapéutica en las lesiones T3 o T4 con ganglios linfaticos
mediastinicos negativos, asi como la terapia neoadyuvante si se considera que

puede ser potencialmente resecable (45).

El CPCP se presenta como enfermedad diseminada al diagnéstico en la mayoria
de los pacientes, pero por el contrario, es muy quimiosensible, y por ello la
terapia sistémica es una parte integral del tratamiento inicial, también en estadio
precoces. Los pacientes se tratan con la combinacién de quimioterapia y
radioterapia, ya que se ha demostrado que la adicion de la radioterapia prolonga
la supervivencia en comparacion con la quimioterapia sola (46). La radioterapia
craneal profilactica disminuye la incidencia de metastasis cerebrales y prolonga
la supervivencia en pacientes con CPCP estadio limitado a térax que responden

al tratamiento inicial (47).
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Estadios avanzados

Hasta hace unos afios, la simple separacion patolégica entre el CPCP vy el
CPNCP junto con el estadio, era suficiente para decidir la estrategia terapéutica
adecuada. Desde 2008, se ha demostrado que la separacion del
adenocarcinoma y el carcinoma epidermoide es importante para determinar la
inmunoterapia y/o quimioterapia Optima para la enfermedad en estadio IV.
Ademas, para elegir la mejor estrategia terapéutica, existen otros factores a tener
en cuenta como son la alta expresion de PD-L1, la presencia de alteraciones
moleculares (EGFR, ALK, ROS1, BRAF) y la extension de la enfermedad, asi
como el numero de metastasis. El tratamiento estandar de primera linea para los
pacientes con CPNCP con enfermedad avanzada ha sido durante décadas la
quimioterapia con un doblete basado en una sal de platino (48), pero en los
ultimos afos, nuevas estrategias han demostrado prolongar la supervivencia
global de los pacientes y han cambiado el tratamiento estandar de primera linea:

los tratamientos dirigidos a diana molecular y la inmunoterapia.

La monoterapia con inhibidores de PD-1 y PD-L1, Nivolumab, Pembrolizumab y
Atezolizumab, fue aprobada tras demostrar beneficio en supervivencia global
frente a Docetaxel en tratamiento de segunda linea del CPNCP. De todos ellos,
el primer farmaco inmunomodulador aprobado para el tratamiento de segunda
linea fue Nivolumab. En el estudio aleatorizado de fase Ill en comparacion con
Docetaxel, se mostré un beneficio en términos de supervivencia global (tasa de
supervivencia a 1 afio, 51 frente al 39%; y la tasa de supervivencia a los 18
meses, 39 vs 23%) y de tasa de respuesta (19 vs 12%, p = 0,02). La eficacia de
Nivolumab fue mayor en funcion de los niveles predefinidos de expresion de PD-
L1 (21%, 25% y 210%), mientras que no mostré ninguna mejora en el subgrupo
de pacientes sin expresion de PD-L1. Sin embargo, la aprobacién de Nivolumab
para el tratamiento de segunda linea tanto en pacientes con tumores de
histologia escamosa como no escamosa, no se condiciond a la expresion de PD-
L1 (37). El estudio Keynote-010, demostro beneficio en supervivencia global a
favor de Pembrolizumab frente a Docetaxel en el tratamiento de segunda linea
de pacientes con CPNCP con expresion de PD-L1 >1% (49). Por ultimo, el
estudio OAK, demostrd beneficio en supervivencia global de Atezolizumab frente

24



Docetaxel (15 meses vs 10 meses), independientemente de la expresion de PD-
L1 y de la histologia (50).

Se ha demostrado el beneficio de estos agentes en primera linea de tratamiento
en combinacién con quimioterapia 0 en monoterapia, dependiendo de la
expresion de PD-L1. En pacientes con expresion de PD-L1 >50%,
Pembrolizumab en monoterapia (51,52) o Cemiplimab en monoterapia (53) es el
nuevo estandar de tratamiento, pero en pacientes con expresion de PD-L1
menor al 50%, el tratamiento de eleccion es la combinacion de quimioterapia e
inmunoterapia. En cuanto a la seleccidon de la quimioterapia, no existe una
combinacién Unica, por lo que se elegira basandose en la histologia de tumor.
En los pacientes con CPNCP no escamoso, la opcidbn mas utilizada es la
combinacién de platino con Pemetrexed y Pembrolizumab. Este esquema ha
demostrado beneficio en supervivencia global respecto a la quimioterapia (54).
La combinacion de quimioterapia, Bevacizumab y Atezolizumab es otra
alternativa potencial en pacientes sin mutacion EGFR ni translocacion de ALK
(55). Para los pacientes con CPNCP escamoso y expresion de PD-L1 <50%, el
esquema mas utilizado es Carboplatino con Paclitaxel o Nab-Paclitaxel y
Pembrolizumab, por el beneficio demostrado respecto a quimioterapia sola (56).
Por otra parte, Nivolumab mas Ipilimumab es otra opcién aprobada por la FDA
pero no por la EMA para pacientes con expresiéon de PD-L1 21% (57). El
esquema de Nivolumab e Ipilimumab junto con dos ciclos de quimioterapia,
también esta aprobado en tumores independientemente de la expresién de PD-
L1 (58).

La llegada de este nuevo arsenal terapéutico ha aumentado la esperanza de vida
de los pacientes con cancer de pulmén avanzado, y abre un nuevo debate con
respecto a la secuencia de tratamiento 6ptimo. La clave para decidir el
tratamiento debe basarse en la identificacion de factores predictivos, que
permitira la seleccion de los pacientes que se beneficiaran mas de algunos de

los tratamientos.

Por otra parte, una mejor comprensiéon de las vias moleculares del CPNCP, ha
llevado al desarrollo de agentes dirigidos a dianas especificas. El tratamiento con
inhibidores de la tirosina quinasa (ITK) como Osimertinib, Erlotinib, Gefitinib,

Afatinib, en pacientes con mutaciéon EGFR, estan indicados como agentes Unicos
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en el tratamiento de primera linea, ya que mejora los resultados en comparacion
con la quimioterapia basada en platino. Entre los ITK, Osimertinib ha demostrado
mayor beneficio en SLP y SG sobre Erlotinib y Gefitinib (59). La inhibicién del
receptor VEGF utilizando Bevacizumab o Ramucirumab mas la inhibicién de
EGFR parece mejorar la SLP en relacion con la monoterapia con ITK de primera
generacion, pero no en todos los ensayos clinicos (60,61). La combinacion de
Ramucirumab y Erolitinib esta aprobada por la FDA para el tratamiento de
primera linea de CPNCP avanzado con mutacion EGFR (62). Sin embargo, la
adicion de anti-VEGFR no ha demostrado beneficio en SG en ningun ensayo,
pero si aumento de toxicidad y solo ha sido comparado contra ITK de
generaciones anteriores en lugar de Osimertinib.

Los pacientes con mutacion EGFR insercion del exdn 20, que hayan progresado
a quimioterapia basada en platino (con o sin inmunoterapia), se recomienda el

tratamiento con Amivantamab (63) o Mobocertinib (64).

En pacientes con reordenamiento de ALK, el tratamiento con un ITK como
Alectinib, Crizotinib, Ceritinib, Brigatinib o Lorlatinib es superior a la quimioterapia
en primera linea (65-67). De la misma manera, el tratamiento de eleccion en
pacientes con mutaciones de ROS1 es Crizotinib, Ceritinib, o Entrectinib (68,69).
Existen otras mutaciones como son NTRK, MET o RET poco relevantes en la
practica clinica actualmente por su baja incidencia, pero que cuentan con

farmacos dirigidos de alta eficacia (70,71).

Por udltimo, el estandar de tratamiento del CPCP es, hasta el momento, la
combinacién basada en sal de platino, siendo el esquema con Cisplatino o
Carboplatino y Etopésido el mas utilizado en la préactica clinica (72).
Recientemente se ha demostrado beneficio en supervivencia global al combinar
este esquema de quimioterapia con inmunoterapia (Atezolizumab o
Durvalumab), siendo el primer avance terapéutico en primera linea desde 1990
(73).

Existe un interés creciente en la identificacion de biomarcadores predictivos que
podrian permitir una mejor estratificacion de los pacientes, con el objetivo de

ayudar a los oncélogos y a sus pacientes en la toma de decisiones terapéuticas.
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3. Biologia Molecular del Cancer de Pulmon
3.1.Caracteristicas moleculares del cancer

El cancer de pulmon es el resultado final de la accion de multiples factores que
lesionan el epitelio bronquial. Ademas de los factores ambientales, existen
factores genéticos y metabdlicos de susceptibilidad como los polimorfismos
detectados en las enzimas implicadas en la metabolizacién de carcinégenos, o
los defectos en la reparacion de los errores en el ADN (74). Hanahan y Weinberg
postularon en el afio 2000 las caracteristicas del desarrollo del cancer (Hallmarks
of cancer), que comprendian seis capacidades biologicas adquiridas a lo largo
de varios pasos. Estas eran mantener la sefializacion proliferativa, insensibilidad
a las sefales inhibidoras del crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la
inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y activar la invasion y metastasis.
Detras de estos sellos, se encuentra la inestabilidad del genoma que acelera la
inflamacion. El progreso conceptual en la dltima década, ha agregado dos sellos
emergentes a esta lista, que son la reprogramacion del metabolismo energético
y evadir la destruccion. Ademas, estos autores refieren que la biologia de los
tumores no puede entenderse Unicamente por la enumeracioén de los rasgos del

cancer, y se afiade el término de microambiente tumoral (1).

1. Independencia de las sefales del crecimiento

En la biologia normal de la célula, se precisa de sefiales mitogénicas para pasar
de un estado quiescente a un estado proliferativo. Las células tienen receptores
transmembrana a los que se unen diferentes tipos de moléculas de sefalizacion
0 comunicacion intercelular para enviar estas sefiales estimuladoras al interior
celular, y sin ellas, las células no pueden crecer. Por el contrario, las células
tumorales pueden crecer sin necesidad de que se produzcan dichas
interacciones, generando sus propias sefales de crecimiento, o bien activando

intrinsecamente a los receptores transmembrana en ausencia de ligando.

2. Insensibilidad a las sefales inhibidoras de crecimiento

Existen sefales antiproliferativas que funcionan en las células normales para
mantener la homeostasis tisular. A través de la proteina retinoblastoma (RB1),
las sefiales inhibidoras del crecimiento son finalmente canalizadas y por eso en

muchos tumores aparece mutada. La disrupcion de la via de RB1 en las células
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neoplasicas permite la liberacion de factores de transcripcion, que controlan la
expresion de genes esenciales del ciclo celular y asi la proliferacion, haciendo a

las células insensibles frente a los factores supresores del crecimiento.

3. Evasion de la apoptosis

La capacidad para expandirse de las poblaciones de células tumorales esta
determinada por una ratio entre mitosis y muerte celular por necrosis o apoptosis.
Existen diferentes estrategias por lo que las células tumorales pueden presentar
resistencia a la apoptosis, siendo la mas comun la pérdida de funcién del

regulador TP53 debido a mutaciones.

4. Potencial replicativo ilimitado

Las células de los mamiferos poseen un programa intrinseco para limitar el
namero de divisiones celulares. Al pasar este limite, las células detienen su
crecimiento e inician un proceso denominado senescencia. En las células
normales, este proceso se produce por la pérdida de la funcién protectora de los
telbmeros, en cambio, en las células neoplasicas, se ha objetivado el
mantenimiento de la longitud de los telémeros debido a una mayor actividad de

la enzima telomerasa.

5. Angiogénesis sostenida

La generacion de nuevos vasos sanguineos es imprescindible para el aporte de
oxigeno y nutrientes a las células tumorales y asi favorecer el crecimiento. Los
tumores tienen la capacidad de activar la angiogénesis inclinando la balanza a

favor de los inductores de este proceso.

6. Invasion tisular y metastasis

La capacidad de invasion permite a las células neoplasicas colonizar otras partes
del cuerpo. Este proceso se denomina metéstasis, y para completarlo precisa de
las cinco caracteristicas anteriores. Estos procesos son extremadamente
complejos, involucrando las relaciones fisicas entre las células y su

microambiente, asi como la activacion de proteasas extracelulares.
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7. Inestabilidad genémica y mutacién

Las diferentes alteraciones en el genoma de las células neoplasicas, produce las

multiples alteraciones mencionadas en los apartados anteriores.

8. Inflamacién

Se ha demostrado que los tejidos inflamados de forma cronica son mas
susceptibles de desarrollar tumores. Acompafiando al proceso de inflamacion,
se generan sustancias quimicas muy reactivas que producen un marcado papel
genotéxico en las células. Se ha observado que la inflamacion aparece en
muchos casos en las etapas iniciales del cancer y por ello, parece ser esencial
en el proceso. Esto se debe a que puede producir inestabilidad genética,

permitiendo la acumulacion de alteraciones moleculares.

9. Reprogramacion del metabolismo energético

La proliferacion celular cronica y a menudo incontrolada que representa la
esencia de la enfermedad neoplasica, implica, no solo el control desregulado de
la proliferacion celular, sino también ajustes del metabolismo energético para
impulsar el crecimiento de las células. Otto Warburg observd que incluso en
presencia de oxigeno, las células cancerosas pueden reprogramar su
metabolismo de la glucosa y por tanto su produccion de energia, una
caracteristica andmala en el metabolismo energético que denomind “glicolisis
aerobia” (75).

10. Evasion del sistema inmunoldgico

Se cree que las células tumorales logran de alguna manera evitar ser detectadas
por el sistema inmune mediante la desactivacion de componentes inmunoldgicos

gue han sido enviados para eliminarlas.

3.2.Alteraciones moleculares del Cancer de Pulmén
Para que se desarrolle el cancer de pulmon se requiere de una serie de
alteraciones moleculares que dan lugar al crecimiento celular. Las multiples
alteraciones genéticas conduciran a una ganancia de funcibn o a una
inactivacién de la proteina codificada, los oncogenes y los genes supresores

respectivamente. Los oncogenes generalmente se activan a través de
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mutaciones puntuales, amplificacién genética o translocaciones cromosémicas;
mientras que los genes supresores se inactivan mediante alteraciones bialélicas,
gue son combinaciones puntuales, deleciones e hipermetilaciones del promotor.
Los oncogenes y los genes supresores también se han definido, desde una
perspectiva funcional, como la capacidad de un gen determinado para
transformar una célula normal (un oncogén) o para inhibir el crecimiento de una
célula tumoral (gen supresor) (76).

El conocimiento de las alteraciones moleculares nos ha permitido incorporar a la
practica clinica nuevas estrategias terapéuticas y por ello es importante continuar
estudiando la naturaleza y frecuencia de estas alteraciones, asi como evaluar si
existe una asociacion con las manifestaciones clinicas de la enfermedad para
determinar si tienen un valor practico en el diagndstico precoz, la monitorizacién

de tratamientos o el desarrollo de nueva terapias.

Oncogenes

De los oncogenes descritos, los mas comunes en el carcinoma de pulmoén son
KRAS y MYC. De la familia RAS, se asocian las mutaciones puntuales en el
codon 12 del gen KRAS, y ocasionalmente las que afectan a los codones 13y
61, con el desarrollo fundamentalmente de los CPNCP. Ademas, estas
mutaciones se han relacionado con el habito tabaquico. La activacién de los
genes de la familia MYC se relaciona con los CPCP, y en menor medida, con los
CPNCP. El proceso de activacién tiene lugar por mecanismos de amplificacién
geénica o por alteraciones en la regulacién transcripcional. Por otra parte, los de
la familia ERBB, un grupo de receptores transmembrana tirosina quinasa, estan
relacionados con el inicio de la cascada de transduccion de sefiales
intracelulares, entre las que incluye la via de las MAP quinasas. ERBB2
(HER2/neu) esta sobreexpresado en aproximadamente el 30% de los CPNCP,
sobretodo en los adenocarcinomas. Ademas, los niveles elevados de ERBB2 se
correlacionan con resistencia a farmacos y con el potencial metastasico de estos

tumores (74).

Genes supresores
Hasta la fecha, el gen supresor p53 puede considerarse el gen mutado con
mayor frecuencia en el cancer, siendo el cancer de pulmén uno de los tumores

con las tasas mas altas de mutaciones de p53. En los carcinomas de pulmon
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hay una mayor frecuencia de transversiones de G a T debido a la exposicion a
los carcindgenos del tabaco. Sin embargo, otras transversiones y transiciones,
junto con pequefas deleciones o inserciones, también se encuentran
comunmente en el carcinoma de pulmon (76). Su locus cromosémico (17p13) se
ha encontrado delecionado frecuentemente. Algunos genes relacionados con
p53, como p21 y MDM2 también han sido relacionados con el desarrollo del
cancer de pulmon (74).

Otra via supresora que se ha encontrado en el carcinoma de pulmén es la de
pl6-ciclina D1-CDK4-RB, siendo fundamental en el ciclo celular. P16 pertenece
a una familia de quinasas dependientes de ciclina que inhiben la actividad de los
complejos CDKA4/6 /ciclina D y CDK2 / ciclina E. La inhibicion da como resultado
el bloqueo de la fosforilacion de la proteina RB1, lo que lleva a una supresion del
crecimiento (76). La inactivacion del gen RB1 constituye un evento bastante
comun en el carcinoma de pulmén. Las anomalias presentes en este gen son
las deleciones homocigotas, las hipermetilaciones del promotor y las mutaciones
puntuales, siendo detectadas en el 90% de los CPCP y el 15-30% de los CPNCP
(74).

Finalmente, las pérdidas de heterocigosidad en el brazo corto del cromosoma 3,
ocurren con mayor frecuencia en carcinomas de pulmén, tanto CPCP como
CPNCP. ElI cromosoma 3p contiene varias regiones distintas de deleciones
(3p25-26, 3p21-22 y 3pl4) (76). Otros genes supresores tumorales implicados

son el PTEN/MMACL, pero hay pocos datos en el carcinoma de pulmon.

3.3.Caracterizacion Molecular del Carcinoma de Pulmén
Los avances en una mejor comprension de las vias moleculares involucradas en
el desarrollo del CPNCP ha llevado al estudio de tratamientos dirigidos para vias
moleculares especificas consiguiendo prolongar la vida de los pacientes, y
reducir la toxicidad respecto a la quimioterapia convencional. Los biomarcadores
mas utiles para predecir la eficacia de la terapia dirigida en el CPNCP avanzado,
son las alteraciones del genoma somatico conocidas como “mutaciones driver o
impulsoras”. Estas mutaciones aparecen en células cancerosas dentro de genes
gue codifican proteinas para el crecimiento celular. Se han identificado otras
alteraciones moleculares recurrentes en el CPNCP que son menos esenciales

para mantener el fenotipo oncogénico y se les denomina “mutaciones pasajeras”.
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Es poco probable que un cancer tenga mas de una mutacion impulsora (77). En
los pacientes con CPNCP estadio IV, se realiza un estudio molecular del tumor
para detectar la presencia de mutaciones driver (78). Las guias del College of
American Pathologists, International Association for the Study of Lung Cancer y
Association of Molecular Pathologists, recomiendan el analisis en tejido del tumor
primario o de una metéstasis para detectar EGFR, ALK y ROS1 en todos los
pacientes cuyo tumor contiene algun componente de histologia de
adenocarcinoma o que tienen una historia personal de habito tabaquico leve o
nula (79). La frecuencia de las diferentes mutaciones en el adenocarcinoma de

pulmoén hasta el momento conocidas se recogen en la figura 2.

Figura 2. Frecuencia de las mutaciones en el adenocarcinoma de pulmén.

Unknown
oncogenic driver
identified

Chen R, Manochakian R, James L, Azzouga AG, ShiH, Zhang Y, et al. Emerging
therapeutic agents for advanced non-small cell lung cancer. J Hematol Oncol.
2020;13(1). (80)

Las técnicas para la deteccion de mutaciones driver y otras anomalias en los
pacientes con CPNCP evolucionan continuamente, y no existe una plataforma
estandar Unica de forma generalizada. Las caracteristicas que debe tener la
plataforma para que sea clinicamente util son el tiempo rapido de respuesta
(igual o menor a dos semanas), la rentabilidad, la capacidad para realizarse en
muestras clinicamente disponibles y la semi-automatizacion, lo que elimina la
dependencia de un solo técnico. Las técnicas utilizadas habitualmente en la

practica clinica son la secuenciaciéon de ADN, prueba de ADN especifica de
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alelos, “Next Generation Sequencing o técnica de secuenciacion masiva” (NGS),
hibridacién fluorescente in situ (FISH) e inmunohistoquimica (IHC), descritas en
la tabla 4.

Tabla 4. Mutaciones y técnicas recomendadas en la practica clinica (81).

Secue | Secue
nciaci | nciaci
on | on | FISH | IHC [ NGS | pog | g | ARN
PCR PCR " . . ctADN | ctADN .
tejido | tejido | tejido tejido
en por
tejido | alelos
EGFR
(+ + ++ 0 0 ++ + + +
T790
M)
Mutaci
on + ++ 0 0 ++ + + +
HER?2
Mutaci
on
MET 0 ++ 0 0 ++ + + ++
exon
14
Mutaci
on + ++ 0 0 ++ + + +
BRAF
Mutaci
on + ++ 0 0 ++ + + +
KRAS
Reord
enami 0 0 ++ ++ + + + ++
ento
ALK
Reord
enami
ento 0 0 ++ 0 + 0 + ++
ROS1
Amplif
icacio 0 0 ++ 0 + 0 + +
n MET
Reord
enami | 0 et 0 + + + ot
ento
RET
Expre
sion 0 0 0 ++ 0 0 0 0
PDL1
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Fusié
n 0 0 ++ + + 0 + ++
NTRK

++: Alta sensibilidad; +: menor sensibilidad (mayor probabilidad de falso
negativo); 0: no es util.

El estudio molecular se ha realizado tradicionalmente en tejido tumoral, pero en
los ultimos afos, el andlisis en sangre periférica denominado biopsia liquida, esta
ganando importancia ya que es posible realizar la determinacién de manera
menos invasiva y costosa, siendo Uutil, sobretodo, en los casos que no
disponemos de suficiente muestra tumoral. Ademas, permite monitorizar las
caracteristicas moleculares durante el curso del tratamiento, o ayudar a predecir
la recaida después de un tratamiento adyuvante.

La mutacion EGFR se observa aproximadamente en el 15% de los CPNCP tipo
adenocarcinoma y ocurren con mayor frecuencia en pacientes no fumadores
(82). En las poblaciones asiaticas, la incidencia de mutaciones de EGFR es
mayor, hasta un 62% (83). Esta mutacion es posible detectarla en tejido tumoral
0 en biopsia liquida, siendo cualquiera de los resultados aceptable para la
decision clinica y terapéutica (84). En el CPNCP avanzado, la presencia de una
mutacion EGFR confiere un prondstico mas favorable y predice la sensibilidad a
los ITK, por tanto, la terapia dirigida debe usarse antes que la quimioterapia e
iInmunoterapia en estos casos. En los pacientes tratados que progresan a un
EGFR ITK de primera o segunda generacion, esta indicado repetir la biopsia
tumoral o liquida para identificar los mecanismos de resistencia adquirida. Sin
embargo, la indicacion de Osimertinib en primera linea de tratamiento, puede
prevenir en gran medida el desarrollo de resistencia mediante la mutacion
T790M (59).

El reordenamiento de ALK esta presente en aproximadamente el 4% de los
adenocarcinoma de pulmon y ocurren con mayor frecuencia en pacientes mas
joévenes no fumadores. Esta mutacion se puede identificar mediante FISH, IHC
0 NGS. En el CPNCP en estadio avanzado, la presencia de un reordenamiento
de ALK predice la sensibilidad al tratamiento con inhibidores de ALK como
Crizotinib, Ceritinib, Alectinib, etc. El tratamiento con estos agentes prolonga

significativamente la SLP (66).
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Otra de las alteraciones moleculares que se testan al diagndstico del CPNCP
avanzado es el reordenamiento de ROS1, que actia como oncogen conductor
en el 1-2% de los adenocarcinoma mediante una translocacion genética entre
ROS1 y otros genes, el mas comun de los cuales es el CD74 (85). Las
caracteristicas clinicas coinciden con la mutacion de EGFR y ALK, siendo
pacientes jovenes y nunca fumadores. Las translocaciones de ROS1 se
identifican mediante FISH o mediante algunos paneles NGS. ROS1 es muy
sensible al inhibidor de ROS1/MET, Crizotinib, asi como al inhibidor de
ROS1/receptor quinasa de tropomiosina (TRK), Entrectinib, aunque parece que
este Ultimo presenta mayor beneficio sobre el sistema nervioso central debido a
su actividad a nivel intracraneal (69).

MET es un receptor tirosina quinasa para el factor de crecimiento de hepatocitos.
Sus anomalias incluyen las mutaciones que omiten el exon 14 de MET, en el 3%
de los adenocarcinoma de pulmén y hasta el 20% de los CPNCP con histologia
sarcomatoide; y la amplificacion del gen MET, en el 2-4% de los CPNCP sin
tratamiento previo (86) o en el 5-20% de los tumores con mutacion de EGFR que
han adquirido resistencia a los inhibidores de EGFR (87). Las mutaciones que
omiten el exén 14 se encuentran con mayor frecuencia por NGS, mientras que
la amplificacion de MET puede detectarse mediante FISH o algunos paneles de
NGS.

Los reordenamientos recurrentes entre RET y otras parejas de fusion (CCDCB6,
KIF5B, NCOA4) se han identificado en el 1-2% de los adenocarcinoma de
pulmén y ocurren con mayor frecuencia en pacientes jévenes y nunca
fumadores. Estos reordenamientos se pueden detectar mediante FISH o NGS
(88,89). Los inhibidores de RET, Selpercatinib y Pralsetinib, estdn aprobados por
la FDA para pacientes con CPNCP avanzado con fusién de RET (71).

Por otra parte, BRAF es un medidor de sefializacion que activa la via de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK). Se ha propuesto un esquema
de clasificacion, de clase | a lll, dependiendo de su impacto funcional en la via
MAPK. Las mutaciones V600 que producen una quinasa RAF constitutivamente
activa, se clasifican como clase |, y las mutaciones no V600 se clasifican como
clase Il o lll dependiendo de si producen formas activas o inactivas de la quinasa
RAF respectivamente (90). Se han observado mutaciones activadoras de BRAF

en 1-3% de los CPNCP y generalmente se asocian a antecedentes de

35



tabaquismo. Estas mutaciones pueden ocurrir en la posicion V600 del exén 15,
como en el melanoma, o fuera de este dominio, y se detectan habitualmente
mediante PCR o NGS (91). Los pacientes con mutaciones BRAF V600 parecen
tener mejor prondstico que aquellos con otras mutaciones de BRAF, y en
general, el CPNCP con mutacion BRAF parece responder mejor a la
inmunoterapia, tanto V600 como no (92). Esto se observé en una serie de 63
pacientes diagnosticados entre 2009 y 2013, donde se analizaron las
caracteristicas clinicas y el pronéstico del adenocarcinoma de pulmén con
mutacion BRAF. El 57% de los pacientes tenia una mutacion V600E y el 92%
eran fumadores, aunque parecia tener mayor relacion con el tabaco la mutacién
no V600. Entre los 32 pacientes con enfermedad precoz, el 19% desarrollaron
segundos tumores de pulmén primarios sincronicos o metacrénicos, y todos
contenian mutaciones en KRAS. El prondstico fue significativamente mejor en
aquellos en estadio avanzado con mutacion V600 en comparacién con
mutaciones no V600 (tasa de supervivencia a 3 afios, 24% vs 0%). Seis de los
10 pacientes con enfermedad avanzada y la mutacion V600E, tuvieron una
respuesta parcial al tratamiento con un inhibidor de BRAF, tres presentaron
enfermedad estable, y la duraciébn media de la respuesta fue de mas de seis
meses. En este estudio, ningun paciente fue tratado con terapia de combinacion
BRAF/MEK (92).

Actualmente, el tratamiento de primera linea para los pacientes con CPNCP
avanzado con mutaciones BRAF V600E es la combinacion con Dabrafenib y
Trametinib (93). Por lo general, no se recomienda el uso de inhibidores de BRAF
0 MEK para el CPNCP con mutacion BRAF no V600E.

Otras mutaciones son menos frecuentes como la fusién de NTRK, la mutacion
HER2 o la mutacién RAS. Los inhibidores que se dirigen a la mutacion HER2 o
RAS estan en desarrollo, y no se recomiendan en la practica clinica para CPNCP
fuera de ensayo clinico. En la ultima década, se ha potenciado el estudio
molecular del CPNCP, asi como el desarrollo de dianas terapéuticas que
aumenten la supervivencia respecto a los tratamientos de quimioterapia o
iInmunoterapia. Pero en este sentido, hay que continuar estudiando estas y otras
vias moleculares para su mayor conocimiento e introducirlas en la practica

clinica habitual.
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4. INMUNOTERAPIA

A finales del siglo XIX, la Inmunologia y la Oncologia empezaron a ser
relacionadas desde que William Coley evidenciara que al inyectar bacterias
muertas en un sarcoma, podia producirse una reduccion del tumor (94). Desde
entonces, los grandes avances por la comprension entre la vigilancia inmunitaria
y el desarrollo y crecimiento tumoral, han dado lugar a nuevos tratamientos
contra el cancer que han cambiado la forma de entender la Oncologia.

En el reconocimiento y el rechazo tumoral estan implicadas diferentes fases y
tipos de células, siendo necesario una interaccion compleja y de rapida evolucién
entre varios tipos de células inmunitarias, tanto del sistema inmunitario
adaptativo como innato. Los linfocitos citotdxicos (CD8+ y subclases Th1/Th2 de
los CD4+), son los encargados de diferenciar entre antigenos propios y no
propios mediante la sinapsis inmunitaria. Las células Natural Killer (NK), no
precisan del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) para reconocer
antigenosy realizar su actividad citotoxica (95). Por otro lado, el freno inmunitario
lo realizan otro tipos de células como CD25+, CD4+, T reguladoras y células
mieloides supresoras (MDSC), inhibiendo la actividad de los linfocitos T
citotoxicos (96,97). Las células T CD4+ que secretan interleucina (IL)-17,
también estan implicadas en la inmunidad del cancer (98). Otros tipos de células
implicadas son los macréfagos, que se diferencian en al menos dos fenotipos:
los macrofagos M1, liberan interferén (IFN) gamma 'y son los responsables de la
fagocitosis, y los macréfagos M2, que liberan citocinas como IL-4, IL-10 o factor
de crecimiento (TFG) beta, que se encargan de amortiguar la respuesta
inflamatoria y potenciar la tolerancia (99).

La sinapsis inmunoldgica es un fendmeno ampliamente estudiado. Es la
capacidad de los linfocitos T de distinguir los antigenos propios de los no propios
gue se presentan en las células presentadoras de antigenos (APC), como las
células dendriticas. Este proceso esta regulado por la presencia de receptores
estimulantes e inhibidores cuya expresion depende de las citocinas. La sefial co-
estimuladora mas importante en las células T es CD28, que se une a B7-1y B7-
2 (CD80/86) en la APC. Este proceso co-estimulador estd regulado por
moléculas agonistas como GITR, OX40 o ICOS, y por sefales inhibidoras tanto
en las células APC como en las células T, denominado “punto de control

inmunologico”. Este punto de control incluye la proteina 4 asociada a linfocitos
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T citotéxicos (CTLA-4), PD-1, TIM3 y LAG3. En un proceso crénico, como una
infeccién viral o un proceso tumoral maligno, en el que se produce un
reconocimiento cronico de antigenos, se puede motivar la inhibicion por
retroalimentacion de la funcién de las células T efectoras, lo que da como
resultado un fenotipo de agotamiento (100). En la figura 3 se muestran los

multiples puntos de control de la inmunidad que conocemos hasta el momento.

Figura 3. Mecanismos de accion de multiples puntos de control en inmunidad

antitumoral.

En la figura se representan los receptores co-estimuladores y co-inhibidores de
la sinapsis inmunitaria, que se encargan de amplificar o amortiguar la respuesta
inmunitaria inicial. La mayoria de estos receptores requieren que el receptor de
linfocitos T (TCR) reconozca especificamente los antigenos presentados por el

CPH en las APC, para entregar sus sefales co-estimuladores o co-inhibidoras.
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Estas interacciones pueden tener lugar en sitios linfoides secundarios, donde las
células T se encuentran con el antigeno por primera vez, o en la periferia, donde

las células efectoras pueden activarse o suprimirse. Algunos receptores tienen
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motivos especificos como UVKM para CTLA-4 y KIEELE para LAG3. También
se puede observar los mecanismos moleculares de la sefializacion del receptor
inhibidor e induccion de genes inhibidores. Las terapias de punto de control con
anticuerpos contra los receptores inhibidores de células T (como PD-L1 o CTLA-

4) producen respuestas duraderas en pacientes con neoplasias malignas (101).

La teoria predominante de la influencia del sistema inmunitario en el desarrollo
neoplasico se denomina “inmunoedicion del cancer” y este proceso se realiza en
varias fases (102). Una de ellas es la fase de eliminacién, que consiste en
respuestas innatas y adaptativas a antigenos especificos asociados a tumores,
y se caracteriza por la funcién efectora de las células T, B y NK, que esta
mediada por citocinas como IFN alfa, gamma e IL-12. La fase de equilibrio, busca
la armonia entre la destruccion inmunomediada por el sistema inmunitario
adaptativo y la persistencia de clones malignos. Y por dltimo, el escape
inmunologico, que describe la fase en la que los clones malignos han adquirido

la capacidad de evadir el sistema inmunoldgico adaptativo (103).

Es conocido que las células tumorales presentan varios mecanismos para evadir
la respuesta inmune o vigilancia inmunitaria. Uno de ellos es la pérdida o
alteracion de antigenos especificos 0 maquinaria antigénica, haciendo que los
tumores pierdan la expresion principal del CPH de clase 1 o la maquinaria
intracelular, necesaria para transportar los antigenos tumorales a la superficie
del tumor para el reconocimiento de las células T (104). Otro mecanismo es
promover un microambiente de tolerancia inmunitaria mediante la manipulacion
de citocinas, con el aumento de secrecion de IL-6, IL-10 y TGF-beta o consumo
de IL-2, fomentando la inhibicién de la funcion de las células T citotoxicas (105).
Ademas, los tumores pueden regular positivamente la expresion de moléculas
de puntos de control inmunes como PD-1 y PDL1, que promueven el
agotamiento de las células T periféricas (106). Con el conocimiento de estas vias
y mecanismos, se estan estudiando varias estrategias terapéuticas para que el
sistema inmunologico pueda llegar a controlar la enfermedad tumoral. Para ello
se utilizan las citocinas, las células T (inhibidores de puntos de control, agonismo
de receptores co-estimuladores), la manipulacion de las células T, virus

oncoliticos y terapias dirigidas a otros tipos de células y vacunas. Ademas,
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también se utilizan varias estrategias combinadas entre si para mejorar aln mas
la tasa de éxito de la inmunoterapia. Se estan desarrollando estrategias de
combinacién con inhibidores de PDL1 y CTLA-4 o con antagonistas de otros
receptores inhibidores de las células T, como TIM3, LAG3, TIGIT y BTLA.
También se estudia bloquear los puntos de control inmunitarios junto con la
estimulacion del reconocimiento del antigeno tumoral mediante la utilizacion de

vacunas (101).

La teoria de que el sistema inmunoldgico podria eliminar células tumorales ha
ido ganando fuerza a lo largo de los afios. En los inicios, el uso de IL-2 a altas
dosis, logré respuestas objetivas duraderas en una minoria de pacientes con
melanoma y carcinoma de células renales (107), aunque su uso se ha ido

reemplazando por los inhibidores de puntos de control inmunitario (ICI).

4.1.Inhibidores de puntos de control inmunitario
PD-1 y PD-L1, es una proteina transmembrana expresada en las células T,
células B y células NK. Su funcién es de molécula inhibidora que se une al
ligando PD-1, también conocido como B7-H1, o al PD-L2 o B7-H2. El ligando se
expresa en la superficie de mudltiples tipos de tejidos, asi como también en
muchas células tumorales; en cuanto a PD-L2, estda mas restringido a células
hematopoyéticas. La interaccion de PD-1 y PD-L1/2, inhibe la apoptosis de la
célula tumoral y promueve el agotamiento de las células T periféricas. Este
proceso se regula positivamente con citocinas pro-efectoras como IL-12 e IFN
gamma. También se ha visto que PD-L1 inhibe CD80, lo que sugiere interacciéon
entre la proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), PD-1 y otras vias
(108). En la practica clinica, diferentes anticuerpos que inhiben PD-1 (Nivolumab
y Pembrolizumab) y PD-L1 (Atezolizumab, Avelumab y Durvalumab), han sido
aprobados en base al beneficio demostrado en ensayos fases Il y lll para

diferentes neoplasias e indicaciones.

Otro punto de control inmunol6gico que utilizamos en la practica clinica como
estrategia terapéutica es CTLA-4, que actia como freno fisioldgico en la
activacion de las células T CD4+y CD8+ que se desencadena por las APC (109).

CTLA-4 se introdujo en la vigilancia inmunitaria cuando su inhibicién, en modelos
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de sarcoma y adenocarcinoma de colon de raton, producia una reduccion del
tamafio tumoral (110). El primer inhibidor de puntos de control aprobado fue el
anticuerpo anti-CTLA-4, Ipilimumab, segun los datos del estudio que
demostraron un aumento de supervivencia en pacientes con melanoma

metastasico (111).

La combinacién de los dos inhibidores, CTLA-4 y PD-1/PD-L1, parece ser mas
eficaz en algunos tumores que cualquiera de los dos por separado, ya que CTLA-
4 actla en una etapa temprana de las células T en respuestas inmunitarias
tumorales, mientras que PD-1/PD-L1 lo hace en las ultimas etapas. En el estudio
fase 3 CheckMate 9LA, se incluyeron pacientes con CPNCP estadio IV sin
mutaciones EGFR o ALK y sin tratamiento sistémico previo. Los pacientes se
randomizaron a recibir Nivolumab, Ipilimumab y quimioterapia basada en platino
versus quimioterapia sola, con la opcion de continuar con tratamiento de
mantenimiento en algunos pacientes segun la histologia. Con un seguimiento de
12,7 meses, la combinacion presentd un beneficio en SG de 15,6 meses frente
a 10,9 meses (HR 0,66, IC del 95%: 0,55-0,80). El beneficio en supervivencia
global se observo en todas las histologias de CPNCP y fue independiente de la
expresion de PD-L1 (112). Otro estudio fase 3 de combinacion es el CheckMate
227, en el que se randomizaban pacientes con CPNCP avanzado con expresion
de PD-L1 >1%, que no habian sido tratados, a recibir Nivolumab mas Ipilimumab,
Nivolumab solo o quimioterapia. La SG en el grupo de combinacion con
Nivolumab-Ipilimumab fue de 17,1 meses y de 14,9 meses con quimioterapia.
Este beneficio se observd también en pacientes con un nivel de expresion de
PD-L1 menor al 1% (57).

Una mayor comprension de los mecanismos inmunologicos esta llevando a la
identificacion de varios objetivos potenciales para la inhibicion de los puntos de
control, pero muchos de ellos todavia se encuentran en una fase inicial de
desarrollo, como son TIM3, LAG3, ICOS, CD40, OX40, etc (113-116).

4.2.Virus oncoliticos
Los virus oncoliticos pueden disefarse para infectar eficazmente las células

cancerosas y asi promover la presentacion de antigenos tumorales, creando un
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microambiente tumoral menos tolerante al sistema inmunoldgico (117). El agente
mas avanzado en el desarrollo clinico es la Talimogene Laherparepvec (T-VEC),
gue utiliza un virus del Herpes simple 1 atenuado (118). La respuesta a la
inyeccion de virus oncoliticos puede ser mayor al utilizarlo junto con inhibidores
de puntos de control, ya que aumenta la infiltracion de células T CD8+ y la
sefalizacion de INF gamma (119). Actualmente, la Unica terapia aprobada
basada en vacunas para el cancer avanzado es Sipuleucel-T, que es una
preparacion de células dendriticas autélogas disefiada para atacar la fosfatasa
de acido prostatico, y demostré un beneficio en supervivencia en hombres con

adenocarcinoma de préstata resistente a la castracion (120).

En los ultimos afios, el ritmo del descubrimiento en el campo de la Inmunologia
y el cancer se ha acelerado, convirtiendo el tratamiento de inmunoterapia en la
terapia estandar de muchas neoplasias, o que resulta en un aumento de
supervivencia y calidad de vida de los pacientes. Existen multiples ensayos en
curso que exploran una amplia variedad de combinaciones de inmunoterapia,

siendo previsible que se amplien estos resultados en un futuro préximo.

5. BIOMARCADORES DE INMUNOTERAPIA

La llegada de los nuevos tratamientos ha aumentado la esperanza de vida de
los pacientes con cancer de pulmén avanzado, y ha abierto un nuevo debate
acerca del tratamiento 6ptimo y la mejor secuenciacion del mismo. Es esencial
identificar factores predictivos o biomarcadores de respuesta para poder

seleccionar los pacientes y también para el mejor disefio de ensayos clinicos.

5.1.Biomarcadores en tejido
El ligando 1 de muerte celular programada, también conocido como B7-H1 y
CD274, es una proteina que en humanos esta codificada por el gen CD274 y se
une a su receptor PD-1. La interaccion entre PD-1/PD-L1 inhibe la respuesta de
las células T, induce la apoptosis de las células T especificas del tumor y
promueve la diferenciacion de las células T CD4 en células T reguladoras, por
ello se cree que los tumores con mayor expresion del eje PD-1/PD-L1 tienen un
peor prondstico (121). PD-L1 se expresa no solo en las células T, sino también

en la superficie de las células tumorales, lo que permite la supresion de la
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actividad de las células T citotoxicas antitumorales (122). Existe evidencia de la
expresion de PD-L1 en la superficie de las células tumorales y de las células
inmunes que infiltran el tumor en diferentes neoplasias sodlidas como el
melanoma, carcinomas de cabeza y cuello, tiroides, timo, eso6fago, pulmon,
mama, etc. La via de PD-1/PD-L1 es un mecanismo importante de inmunidad
dentro del microambiente tumoral. Los anticuerpos monoclonales dirigidos a PD-
1/PD-L1 pueden bloquear esta via y asi mejorar la funcion de las células T. Existe
una clara evidencia de la relacion entre la respuesta a los anticuerpos
monoclonales anti-PD-1/PD-L1 con la expresion de la proteina PD-L1 en las
células tumorales y en las células inflamatorias peritumorales. Sin embargo, este
biomarcador presenta importantes limitaciones. Por un lado, no hay consenso
en el punto de corte para definir el grado de expresiéon valido. En un estudio
inicial, Dong y colaboradores, definieron las categorias de tincion de PD-L1
como: negativo, con tincibn en menos del 10% de las células tumorales; positivo
debil, con tincion del 10% al 40%; moderadamente positivo, con tincion del 40%
al 80%; y fuertemente positivo, con tincion en mas del 80% del tejido canceroso
(123). En el informe inicial de Topalian y colaboradores, en el que describieron
una mayor frecuencia de respuesta a terapias anti-PD-1 en pacientes con
tumores con mayor expresion de PD-L1 respecto a los de nula expresion,
utilizaron un umbral del 5% para definir la positividad (124), siendo este punto de
corte el elegido para muchos estudios posteriores. La razén por la que se
selecciond el 5% de expresion como punto de corte para la positividad, no se
describi6 completamente en estos informes, siendo probable que se
seleccionara para eliminar los posibles artefactos (125). Actualmente, el punto
de corte mas utilizado es el de 1% de la expresion en las células. Ademas, PD-
L1 puede tefir de forma heterogénea en una muestra, por lo que podemos
catalogarla de negativa pudiendo tener una mayor expresion de PD-L1 en una
region diferente. Para evitar los falsos negativos, se podrian realizar secciones
de tincidn de diferentes bloques tumorales, pero no parece una solucioén practica,
ya que a menudo solo se crea un bloque tumoral. Por otro lado, la dificultad para
la obtencién de muestra con la biopsia convencional limita la interpretacion de la
expresion tumoral de PD-L1 (126,127). La IHC de PD-L1 se establecidé en
pacientes con CPNCP en base a los resultados del estudio KEYNOTE 024, que

mostrO mayor respuesta a Pembrolizumab en comparacién con el tratamiento
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convencional en pacientes con PD-L1> 50% de expresion en tejido (51). Pero
por otro lado, Nivolumab en primera linea no prolongé la SLP en comparacion
con la quimioterapia en el CPNCP avanzado en pacientes con una expresion del
5% de PD-L1 en el estudio CheckMate 026 (128). Estos resultados indican que
PD-L1 como unico biomarcador es insuficiente para evaluar la eficacia de los
tratamientos anti-PD-1/PD-L1.

La quimioterapia o la terapia dirigida puede inducir la expresion de PD-L1. Por
ello, es posible que una muestra obtenida al diagndstico sin haber recibido
tratamiento previo, no represente la expresion de PD-L1 del tumor en el momento
en el que se introduce la inmunoterapia. Este efecto no es conocido en su
totalidad ni se sabe el impacto del tratamiento de primera linea con quimioterapia
convencional sobre la expresion de PD-L1, ya que habitualmente no se suele

rebiopsiar tras el tratamiento de primera linea (125).

Por otro lado, es conocido que las células tienen mecanismos para reparar el
dafo en el ADN que resulta principalmente de inserciones o deleciones de un
solo par de bases, cuando se produce un deslizamiento durante la replicacién
del ADN por las ADN polimerasas. Este tipo de error tiende a ocurrir en
secuencias de ADN cortas y repetitivas, denominadas microsatélites. Cuando
existe una alta tasa de variacion en la longitud de los microsatélites en todo el
genoma, se dice que un tumor tiene altos niveles de inestabilidad de
microsatélites (MSI-H). Casi todos los tumores con inestabilidad de
microsatélites demuestran una alta carga de mutaciones tumorales (TMB), sin
embargo, no todos los casos con alta TMB son MSI-H (129). Por todo ello, la
inestabilidad de microsatélites define un subconjunto bioldgico Unico de canceres
gue se caracterizan por una alta carga mutacional tumoral, la inmunogenicidad
y la alta respuesta a ICI. Un estudio de Pembrolizumab en cancer colorrectal con
MSI fue el que demostré que los canceres con MSI podrian ser particularmente
susceptibles al bloqueo de la interaccion de PD-1/PD-L1 (130). TMB tiene un
interés creciente como potencial biomarcador del beneficio de ICI. En varios
estudios retrospectivos realizados en diferentes tipos de cancer, la hipétesis de
correlacion entre alta TMB y una mayor respuesta a ICl parece estar validada
(131-133), sin embargo, esta correlacion es imperfecta entre los diferentes tipos

de tumores y dentro de ellos. Un problema importante es que la determinacion y
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el umbral de TMB se ha desarrollado de forma independiente en cada tipo de
tumor (134), por lo que no existe una técnica validada para todos ellos. Rizvi y
colaboradores, observaron asociacién entre alta TMB y el beneficio clinico
duradero del tratamiento con inmunoterapia en pacientes con CPNCP (135).
Esto puede explicarse por la creacion de neoantigenos inducidos por mutaciones
adquiridas, que aumentan la inmunogenicidad tumoral y por tanto la respuesta a
la inmunoterapia (136). Hasta el momento, no se habia observado asociacion
entre TMB y alta expresion de PD-L1, pero si se habia encontrado baja TMB en
tumores con mutaciones EGFR, y eso podria explicar que los tumores con esta
mutacion tuvieran una menor tasa de respuesta a inmunoterapia que otros tipos
de tumores. Por el contrario, KRAS y BRAF, se asocian a TMB elevada,
obteniendo una mayor respuesta a la inmunoterapia (137). El estudio CheckMate
227, que comparaba Nivolumab e Ipilimumab versus Nivolumab en monoterapia
versus quimioterapia estandar de primera linea en CPNCP avanzado, demostré
gue alta TMB (>10 mutaciones/megabase), obtenia un mayor beneficio en SG.
Sin embargo, se observdO mayor respuesta en pacientes con alta TMB y alta
expresion de PD-L1 (> 50%), que en pacientes con un solo factor, lo que indicié
gue TMB seria un buen biomarcador independiente cuando se acompafie del
analisis de expresion de PD-L1 (138). A pesar de los buenos resultados, existen
diversas razones por las que TMB alun no esta lista para usarse en la practica
clinica, como que se requieren largos paneles de secuenciacion y una gran
cantidad de tejido tumoral. En necesario la estandarizacion de pruebas para una
deteccion homogénea y comparativa para su andlisis. Existen ensayos
prospectivos para dilucidar el beneficio de TMB como predictor de respuesta a
ICI.

El imunoscore es un método que se utiliza para la estimacion pronéstica de los
pacientes con cancer, basandose en las células inmunes tumorales vy
peritumorales.

La identificacién de un inmunoscore combinando diferentes infiltrados de células
inmunes, parece ser muy prometedor en varios tipos de tumores y su inclusiéon
en el sistema de estadificacion TNM tradicional se ha propuesto en el CPNCP
(139). En un estudio retrospectivo, en pacientes con CPNCP estadio precoz, la

estratificacion prondstica mejoré con el conjunto de evaluacion de diferentes
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infiltrados peritumorales dentro de una combinacion de inmunoscore. Cuando se
integré el RNL a la puntuacién inmunoldgica, la estratificacion del pronostico
mejord todavia mas, lo que sugiere la importancia de integrar biomarcadores
inflamatorios, tanto en tejido tumoral como en sangre, en la prediccién de
supervivencia (140). El inmunoscore puede ser un prometedor biomarcador,

aunque se necesitan estudios de validacion sobre series prospectivas.

5.2.Biomarcadores solubles

Existe un interés creciente en la identificacion de biomarcadores sanguineos que
puedan predecir el éxito de la inmunoterapia y resuelvan las limitaciones de las
biopsias de tejido. Entre los biomarcadores séricos mas prometedores en
investigacion, se encuentra el factor soluble de PDL1 (sPDL1) (141), y otros
como las CTCs, ctADN o los niveles de IFN gamma y TGF beta, representados
en la figura 4.

Es conocido que PD-L1 se expresa en forma transmembrana y en forma soluble,
y su expresion en células tumorales suscita un gran interés como biomarcador.
Se ha observado un aumento de sPDL1 en plasma en pacientes con diferentes
tipos de tumores, incluidos el cancer de pulmén, linfoma, hepatocarcinoma o
cancer gastrico. Se ha realizado un gran esfuerzo para comprender el papel
funcional de sPDL1 en el cancer, y parece indicar que representa la magnitud de
la respuesta intrinseca de las células T en el tejido tumoral. Un nivel alto de
sPDL1 se ha correlacionado con un peor pronostico, como indica uno de estos
estudios de 96 pacientes con CPNCP avanzado, donde un nivel alto de sPDL1
(> 7,32 ng/ml), se asocié de forma significativa a un mal prondstico (HR 1,99, p
= 0,041) (141). Al mismo tiempo, se describié que el nivel de sPDL1, no estaba
relacionado con la histologia del tumor, mutaciones o estadio clinico (142). A
pesar de esto, la correlacion entre la expresion de sPDL1 y el valor prondstico
sigue siendo incierta. Se necesitan mas estudios prospectivos para correlacionar
de forma fiable y reproducible la expresiéon de PDL1 en tejido tumoral y en

plasma.

Las células inmunes son el efector del tratamiento con inmunoterapia, por lo que
en consecuencia, el nimero y andlisis detallado de varios subconjuntos de

células del sistema inmunologico en sangre periférica podria resultar ventajoso.
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Hay diversas publicaciones que investigan la asociacion entre el ratio
neutréfilo/linfocito (RNL) y el beneficio clinico en SG, SLP y tasa de respuesta
global, en pacientes con CPNCP avanzada en tratamiento con inmunoterapia
(143-146). Los datos sugieren una SLP, SG y tasa de respuesta
significativamente mas baja a mayor RNL y recuento de plaguetas, tanto al inicio
del tratamiento como en las siguientes 4-6 semanas. Existen limitaciones
importantes para la interpretacion de estos resultados. Por un lado, el caracter
retrospectivo y el pequefio tamafio muestral de cada uno de los estudios.
Ademas, el punto de corte para establecer el RNL y la tasa de plaquetas fue
variable, e impide la comparacion entre los resultados obtenidos. Los linfocitos
tienen un papel muy importante en la respuesta antitumoral inducida por
inmunoterapia, siendo la determinaciéon de su estado basal una herramienta til
para evaluar la inmuncompetencia y para cuantificar clones tumorales
especificos preexistentes. El alto niumero de linfocitos y eosindéfilos se ha
asociado con un mayor beneficio en SG en pacientes con melanoma avanzado
tratados con inmunoterapia (142). Se cree que las células T en sangre periférica
también son el reflejo del microambiente tumoral, asi como los linfocitos
infiltrantes del tumor (TIL) (142). Se observé que los TCR fueron muy similares
entre las células T PD-L1+ y CD8+ y los TIL, por lo que la expresion de PD-L1
en las células T periféricas puede ser indicador del estado inmunolégico del
tejido tumoral (142). Después del tratamiento con anti-PD-1, los linfocitos T Ki67+
PD1+ y CD8+, aumentaron en sangre periférica en pacientes con CPNCP,

especialmente en los casos que respondieron (147).

Otro biomarcador sanguineo en continua investigacion son las CTCs, que son
células que se han desprendido del tumor primario y circulan por el torrente
circulatorio, por lo que su informacion aporta una representacioén global de la
diversidad tumoral. Punnoose y colaboradores, detectaron mutaciones de EGFR
en CTCs y ctADN, que era altamente concordante con el estado mutacional del
tejido tumoral (148). Por otro lado, Nicolas Guibert et al, estudiaron si las CTCs
podrian representar la expresion de PD-L1. Objetivaron que la presencia de PD-
L1+ en las CTCs no tuvo impacto estadisticamente significativo en SLP ni en
SG en pacientes con CPNCP avanzado. Sin embargo, los pacientes con PD-L1+

en el valor basal de CTCs (> 1%), no respondieron al tratamiento en mayor
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frecuencia, en comparacion con los pacientes que tenian PD-L1 negativo en
CTCs. El analisis de PD-L1 se pudo realizar en el 93% de los casos en CTCs,
frente al 72% en tejido, debido a las limitaciones de la biopsia convencional (149).
Ademas, Nicolazzo y colaboradores, monitorizaron las CTCs durante el
tratamiento con Nivolumab en un numero muy reducido de pacientes con
CPNCP avanzado. Estudiaron la relacion entre la expresion de PD-L1 en las
CTCs y la respuesta a inmunoterapia. La presencia de PD-L1+ CTCs tras 6
meses de tratamiento en 5 de los 10 pacientes, se asocié a progresion de
enfermedad. Segun estos resultados, las CTCs PD-L1+, podrian indicar
resistencia a la inmunoterapia (150). Actualmente, la expresion de PD-L1 en
CTCs no tiene impacto prondstico, por lo que son necesarios mas estudios. En
conclusién, la presencia de CTCs se asocia a un peor prondstico y un mayor
riesgo de recaida temprana de diferentes tipos de cancer, y su estudio aporta
una mejor descripcién de la biologia molecular, asi como informacion sobre la
diseminacion tumoral.

La contribucion del ctADN en el desarrollo de la NGS ha jugado un papel
importante en el diagnéstico de varios tumores solidos y su monitorizacién
durante el tratamiento. La aplicacion clinica del ctADN ha avanzado
significativamente en el melanomay en el CPNCP, ya que el estado mutacional
como BRAF o EGFR afecta en la decisidon terapéutica. El analisis del ctADN
parece ser indicativo de respuesta a la inmunoterapia, ya que la eficacia del
tratamiento depende de la carga mutacional tumoral (151). Lipson vy
colaboradores, estudiaron la correlacion entre los niveles de ctADN y los
sintomas clinicos de pacientes con melanoma tratados con inmunoterapia. Los
autores detectaron mutaciones en cinco de los diez pacientes con melanoma, y
encontraron que un aumento en el ctADN de la mutacién se correlaciond con
progresion tumoral. Las modificaciones en niveles del ctADN se describieron
como un biomarcador predictivo de respuesta al tratamiento anti-PD-1 en

pacientes con CPNCP avanzado (152).

El importante papel de TFG beta, IFN gamma y las interleucinas en el desarrollo
de tumores ha sido descrito (153), sin embargo, hay poca informacién disponible
como biomarcadores solubles inmunolégicos. Efimia Boutsikou y colaboradores,

analizaron los niveles de IFN gamma y algunas interleucinas en sangre periférica
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al inicio y tras tres meses de tratamiento con anti-PD-1, objetivando una
asociacion entre sus niveles y el beneficio de respuesta y SG, no asi con SLP.
El nivel de citocinas aumentaba previo al inicio del tratamiento con anti-PD-1 y
disminuia 3 meses mas tarde (153). Por otra parte, Tran y colaboradores,
objetivaron que altas concentraciones de IL-8 se relacionaban con una peor SLP
en pacientes con cancer renal tratados con ITK (154). Existen otros
biomarcadores solubles en estudio como el microRNA, Granzima B, el
microbioma o los exosomas (155-157). En conclusién, existe una alta
probabilidad de que la inmunoterapia se convierta en la piedra angular del
tratamiento en mdltiples tipos de cancer, de ahi la importancia del desarrollo de
biomarcadores. Actualmente nos encontramos en una etapa muy temprana, con
pocos ensayos clinicos, muchos de ellos retrospectivos y con grandes
limitaciones. El futuro del descubrimiento de biomarcadores en inmunooncologia
es muy prometedor, ya que hasta ahora los estudios revelan que juegan un papel
importante en la prediccion de respuesta y toxicidad, pero se necesitan estudios
mas especificos y prospectivos para que puedan ser seguros y validos en la

practica clinica.
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Figura 4. Biomarcadores solubles relacionandose con las células tumorales (a

la derecha) y con el sistema inmunitario (a la izquierda), en la respuesta al
tratamiento de inmunoterapia.
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OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo de investigaciébn es contribuir en ampliar el
conocimiento sobre la expresion PD-L1 (marcador relacionado con la
inmunogenicidad y la respuesta al tratamiento de inmunoterapia), tanto en tejido
como en su forma soluble. Se estudiara la relacion entre dichos biomarcadores
con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes, y evaluaremos su
utilidad como marcadores pronosticos y predictivos de respuesta a terapias ICI

en CPNCP avanzado.

Objetivos primarios
1. Analizar los niveles séricos de expresion de PD-L1 (sPD-L1) en pacientes
con CPNCP avanzado y evaluar su correlacion con las caracteristicas clinico-

patolégicas y moleculares de los pacientes.

2. Estudiar la correlacion entre los niveles de sPD-L1 con la eficacia del

tratamiento de inmunoterapia en términos de Supervivencia Global (SG).

Objetivos secundarios
1. Estudiar la correlacién entre los niveles de sPD-L1 con la eficacia y prondstico
del tratamiento de inmunoterapia en términos de Supervivencia Libre de

Progresiéon (SLP) y Tasa de Respuesta (TR).

2. Estudiar la correlacion entre los niveles de PD-L1 medidos por expresion
inmunohistoquimica en tejido tumoral con la SG, SLP y TR en pacientes con

CPNCP avanzado tratados con inmunoterapia en segunda linea o sucesivas.

3. Correlacion entre los niveles de sPD-L1 y expresion inmunohistoquimica de

PD-L1 en células tumorales.
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METODOLOGIA

Estudio retrospectivo y multicéntrico de pacientes diagnosticados de CPNCP
avanzado y tratados con inmunoterapia de segunda linea con Nivolumab,
Pembrolizumab o Atezolizumab entre octubre de 2017 y octubre de 2019, en dos
hospitales de la Comunidad Valenciana: Hospital Arnau de Vilanova de Valencia

y Hospital General Universitario de Valencia.

1. Poblacién de estudio

Caracteristicas de los Pacientes

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes que cumplian todos los
siguientes criterios de inclusion:

- Confirmacion histologica de Carcinoma de Pulmén No Célula Pequefia.

- Enfermedad avanzada (estadio V) o recidivante.

- Haber sido tratados con quimioterapia de primera linea con los esquemas de
dobletes basados en sal de platino.

- Disponibilidad de tejido tumoral archivado para estudio inmunohistoquimico
procedente del tumor primario o de alguna localizacién metastasica.

- Disponibilidad de muestra sanguinea almacenada en la seroteca del Hospital

Arnau de Vilanova o el Hospital General de Valencia para el andlisis de sPD-L1.

Variables Clinicas

Para la evaluacidn, se revisaron las historias clinicas completas, registrando las
medidas basales previas al inicio del tratamiento con inmunoterapia. El
diagndstico y la evaluacién del tratamiento se realizé con TAC. Hemos recogido

los siguientes datos de registro de los pacientes:

Variables clinicas demograficas basales

- Edad: se registré como variable continua para los datos descriptivos de la serie.
Para su estudio como posible factor prondstico, se dicotomizé en menores 0
mayores de 70 afios (< 70 afos, = 70 afios).

- Sexo (hombre/mujer).

- Performance Status (PS).

- Habito tabaquico (fumador, exfumador o nunca fumador).
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Variables relacionadas con el tumor

- Histologia (adenocarcinoma, epidermoide o indeterminado).

- Localizacion de las metastasis.

- Nimero de 6rganos con afectacion metastasica.

- Expresion inmunohistoquimica de PD-L1.

- Datos analiticos previos al inicio del tratamiento de inmunoterapia, incluyendo
recuentos de células hematopoyéticas y niveles de lactato deshidrogenasa
(LDH). Para el andlisis se dicotomizaron los datos en dos grupos: elevados
versus normales, considerando elevado cualquier nivel por encima de los rangos
de normalidad. Rango de normalidad para LDH (<220U/L); rango de normalidad
para anemia (hemoglobina =9g/dL), para leucocitos (212.000/mL), para
plaquetas (2250.000/mL). En el RNL se consider6 elevado (23).

Variables relacionadas con el tratamiento

- Régimen de quimioterapia empleado en primera linea de tratamiento
(disponibilidad de diferentes combinaciones de dobletes de platino segun
histologia).

- Régimen de inmunoterapia empleado en segunda linea de tratamiento
(Nivolumab, Pembrolizumab, Atezolizumab).

- Numero de ciclos administrados de inmunoterapia.

- Toxicidades relevantes en el tratamiento de inmunoterapia. La toxicidad del
tratamiento se evalu6 de acuerdo a los criterios de toxicidad del National Cancer
Institute Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) version 5.0 (158).

- Necesidad de retrasos de ciclos de tratamiento de inmunoterapia.

Variables relacionadas con el seguimiento (recidivay mortalidad)

- Respuesta tumoral al tratamiento. Se evalu6 de acuerdo a los criterios RECIST
1.1 (159).

- Progresion de enfermedad (variable dicotomica si/no), que corresponde a la
SLP de cada paciente. La SLP se define como el tiempo transcurrido entre el
inicio del tratamiento y la documentacion de progresion de enfermedad o muerte
del paciente.

- La Supervivencia Global (SG) es el periodo desde el inicio del tratamiento hasta

la fecha de la muerte de cada paciente.
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- Tiempo de seguimiento. Se calcula desde el inicio del tratamiento hasta el

fallecimiento o salida del estudio (el paciente se notifica como perdido).

Variables moleculares

Para el objetivo primario de este estudio se analiz6 la expresiéon soluble de PD-
L1 mediante ELISA. El proceso y la técnica se muestra a continuacion en el
Apartado 2 de este capitulo “Analisis de la expresion de sPD-L1 por ELISA”. La
expresion de sPD-L1 se dicotomizara en dos grupos: baja expresion (< mediana
sPD-L1) y alta expresiéon (> mediana sPD-L1). Para el objetivo secundario del
estudio en el que se analiz6 la correlacion entre la expresion de PD-L1 en tejido
tumoral y los niveles de sPD-L1, se realizd el andlisis en células tumorales
mediante inmunohistoquimica (la técnica se muestra en el Apartado 3 de este
capitulo “Analisis de la expresion de PD-L1 por Inmunohistoquimica”),
obteniendo las muestras de tejido correspondientes mediante biopsias del tumor
primario o de metastasis de los pacientes. La expresion de PD-L1 en tejido
tumoral se clasificd en: nula expresién (<1%), baja expresion (1-49%) y alta

expresion (=250%).

2. Andlisis de la expresion de sPD-L1 por ELISA

Las determinaciones se realizaron sobre muestras de sangre periférica. Para
analizar sPD-L1, se recubrieron 0,1 mg/pocillo de mAb PD-L1 anti-humano de
ratén (130021, sistemas de | + D) o mAb anti-PD1-L1 humano (29E.12B1) sobre
placas de ELISA de Costar durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron con
PBS y se bloquearon con tampdn de bloqueo libre de proteinas (Pierce) durante
4 horas.

Los sueros o plasma del paciente se diluyeron con PBS en una proporcion de
volumen 1: 1. Se afadieron cien microlitros por pocillo de suero o plasma de
pacientes diluidos y se incubaron durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron
con PBS que contenia Tween-20 y se incubaron con 100 ml por pocillo de 0,1
mg / pocillo de anti-PD- L1 mAb (29E.2A3, Biolegend) en tampdn de bloqueo
libre de proteinas a temperatura ambiente durante 2 horas. Las placas se lavaron
a continuaciéon y se incubaron con 1 mg/ml de estreptavidina-HRP (Jackson
ImmunoResearch) diluido 1: 40.000 en tampdn de bloqueo libre de proteinas

durante 2 horas. Las placas se lavaron y trataron con biotinil-tiramida (Perkin
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Elmer) durante 30 minutos, y después se lavaron e incubaron con 1 mg / ml de
estreptavidina-HRP (Jackson ImmunoResearch) diluida 1: 400.000 en tampon
de blogueo libre de proteinas durante 2 horas con posterior desarrollo con TMB
(Pierce). Las placas se leyeron a una densidad 6ptica (O.D.) de 450 nm. Todas
las muestras se ensayaron por duplicado. También se realizé una curva estandar

utilizando PD-L1-HIS humano recombinante (Novoprotein) con cada ensayo.

Se agruparon a los pacientes en dos grupos: alta expresion de sPD-L1
(pacientes con niveles de sPD-L1 superiores a la mediana) versus baja
expresion de sPD-L1 (pacientes con niveles de sPD-L1 inferiores o iguales a la

mediana).

3. Anadlisis de la expresion de PD-L1 por Inmunohistoquimica

La expresion de PD-L1 en tejido se evalué en muestras tomadas por biopsia
previo al inicio del tratamiento con inmunoterapia, con el uso de técnicas de
inmunohistoquimica (Dako North America) automatizadas y validadas. La
expresion de PD-L1 en el tumor se confirmd cuando se objetivo la tincion de
membrana de la célula tumoral (a cualquier intensidad) a un nivel del 1% o
superior, en un seccion que incluia al menos 100 células tumorales que podrian
evaluarse (figura 5). Se agrup6 a los pacientes en tres grupos para el analisis de
correlaciéon con el factor soluble de PD-L1: Ausencia de expresion (PD-L1 <1%),

expresion baja (1-49%) y alta expresion (>50%).

Figura 5. Expresion de PD-L1 en tincidon inmunohistoquimica de biopsia de

Carcinoma de Pulmon no Célula Pequefia.
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A. Ausencia de expresion de PD-L1 (<1%). B. Baja expresion de PD-L1 (1-
49%). C. Alta expresion de PD-L1 (>50%).

55



4. Andlisis estadistico

Variables del estudio
- Las variables del objetivo principal del estudio son: expresion del factor soluble
de PD-L1 (sPD-L1) y Supervivencia Global (SG).

- Las variables del objetivo secundario son: expresion de PD-L1 en tejido
tumoral, asi como las variables Supervivencia Libre de Progresién (SLP) y Tasa
de Respuesta (TR).

- Los posibles factores predictores son:
e Caracteristicas clinicas: edad, sexo, Performance Status (PS) y habito
tabaquico.
e Variables relacionadas con la enfermedad:
- Tipo histolégico.
- Numero y localizacion de metastasis: hepaticas, cerebrales, 0seas,
pulmonares y ganglionares.
- Expresién inmunohistoquimica de PD-L1 (negativa vs baja vs alta).

- Marcadores analiticos: serie hematopoyética, RNL y LDH.

Todas estas variables son categoricas, algunas por su propia naturaleza, y otras
porque han sido categorizadas, siendo ésta la practica habitual en este tipos de

estudios.

Célculo de la muestra

Para detectar una reduccion en el riesgo de muerte del 20% en aquellos
pacientes con tumores con baja expresion de sPD-L1 frente a pacientes con
tumores con alta expresién, y asumiendo un error tipo alfa de 0.05 y una potencia
estadistica del 80%, es necesaria una muestra de 61 pacientes. Asumiendo,
ademas una proporcion esperada de pérdidas del 15%, se estima necesaria una

muestra de 72 pacientes para cumplir los objetivos del estudio.

Consideramos que existe correlacion entre la expresiéon de PDL1 en tejido

tumoral y los niveles de factor soluble de PDL1 en suero si encontramos una
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diferencia significativa en los niveles séricos de sPDL1 entre los subgrupos de
pacientes con alta expresion de PDL1 (>50%), baja expresion (1-49%) o nula
(<1%). Para el objetivo secundario del estudio se considerara que existe
correlaciéon entre los niveles IHQ de PD-L1 y los niveles séricos de sPD-L1 si se
identificaban niveles medios de sPD-L1 significativamente elevados en los
pacientes con alta expresion IHQ de PD-L1 vs los pacientes con expresion baja
0 nula; o si existia correlaciéon entre los pacientes con alta expresion de sPD-L1
(niveles superiores a la media) y la alta expresion de PD-L1 por IHQ. El tamafio
muestral necesario para detectar una diferencia de 1,5 desviaciones tipicas en
el valor medio de sPDL1 entre el subgrupo de pacientes con alta expresion de
PDL1 por IHQ respecto a los pacientes con expresion negativa o baja, con una

potencia del 90% es de 42 pacientes (14 observaciones por grupo).

Fases del estudio
Andlisis univariante para encontrar qué factores prondstico resultan significativos

para cada una de las variables de respuesta.

Métodos estadisticos
Se dividi6 a los pacientes en dos grupos para el analisis de los resultados:
1. sPD-L1 elevado: Pacientes con niveles de sPD-L1 mayor a la mediana.

2. sPD-L1 bajo: Pacientes niveles de sPD-L1 menor o igual a la mediana.

e Se realizd un andlisis estadistico descriptivo, incluyendo medidas de
tendencia central y dispersién para las variables cuantitativas, y frecuencias
absoluta y relativa para las categéricas.

e Se utilizé el test de tendencia de Cochran- Armitage, y el T-test para comparar
dos muestras independientes en las variables continuas.

e EltestJi-cuadrado se utilizé para comparar dos o mas grupos independientes
de sujetos con respecto a una variable categorica.

e Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-

Meier, y se compararon con el test Log rank.
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Por tanto, segun la naturaleza de las variables respuesta, se utilizara la
metodologia correspondiente, aspecto que queda resumido en la siguiente tabla
(Tabla 5).

Tabla 5. Métodos estadisticos utilizados en funcién de la naturaleza de la

variable.

Variable respuesta

Continua (datos de supervivencia) Kaplan-Meier

Categorica Chi-cuadrado

Para el analisis univariado de factores pronésticos se utilizara el valor P asociado
al test de log-rank para todas las variables predictivas del estudio.
Considerandose una variable significativa si su p-valor es inferior a 0.05.
Asumiéndose la siguiente categorizacion:

1. Significativo si p-valor inferior a 0.05.

2. Dudoso si el valor de p es superior a 0.05 pero inferior a 0.2.

3. No significativo (NS), si p-valor es mayor a 0.2.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico
SPSS version 16 (SPSS, Inc., Chicago, IL. USA).
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IV. RESULTADOS

1. Andlisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patoldgicas generales

de la poblacion

Se seleccionaron 76 pacientes diagnosticados de CPNCP metastasicos entre
octubre de 2017 y octubre de 2019 de los que se disponia de tejido tumoral y
muestra de suero archivada. El analisis del factor soluble de PD-L1 se pudo
realizar en 66 pacientes, en los diez pacientes restantes el resultado del analisis
no fue concluyente y se excluyeron del analisis. En otros ocho pacientes no
existian datos sobre la expresion de PD-L1 en tejido tumoral, por lo que también

fueron excluidos del andlisis.

La media de edad fue de 64 afos (56 pacientes <70 afos) y 61 pacientes eran
varones (80,3%). En cuanto a la histologia, 45 pacientes (59,2%) fueron
diagnosticados de adenocarcinoma y 30 (39,5%) de carcinoma epidermoide.
Sesenta y cinco (85,5%) presentaban PS 0-1 y 29 (38,2%) eran fumadores.
Setenta pacientes (92,1%) se diagnosticaron en estadio IV y 56 (73,7%) tenian
dos o méas localizaciones metastasicas. Doce pacientes (15,8%) tenian
metastasis cerebrales y 10 (13,2%) metastasis hepaticas. Cincuenta y seis
pacientes tenian niveles de neutréfilos <7500/microlitro (73,7%), cincuenta y
cinco niveles de linfocitos >1000/microlitro (72,4%), y cincuenta y un paciente
RNL >3 (67,1%).

La expresion de PD-L1 por IHC fue clasificada de la siguiente manera: PD-L1

<1% (n=30, 39,5%), PD-L1 1-49% (n=18, 23,7%), PD-L1 >50% (n=12, 15,8%).

Las caracteristicas basales de los pacientes se resumen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas clinico-patologicas de la poblacion estudiada.

Caracteristicas

0
poblacién Total (n) &

N° total pacientes 76 100%
Edad

<70 afos 56 73, 7%

270 anos 20 26,3%
Sexo

Hombre 61 80,3%

Mujer 15 19,7%
Histologia

Adenocarcinoma 45 59,2%

Epidermoide 30 39,5%

Indeterminado 1 1,3%
Habito tabaquico

Fumador 29 38,2%

Exfumador 44 57,9%

Nunca fumador 2 2,6%
PS

0-1 65 85,5%

2 11 14,5%
Estadio

1"l 5 6,6%

v 70 92,1%
N° metastasis

1 16 21.1%

2 0 mas 56 73,7%
Metastasis cerebrales

Si 12 15,8%

No 64 84,2%
Metastasis hepaticas

Si 10 13,2%

No 66 86,8%
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Caracterlgflcas Total (n) %
poblacién

Neutréfilos

27500 14 18,4%

<7500 56 73, 7%
Linfocitos

21000 55 72.4%

<1000 19 25%
Ratio neutréfilo/linfocito

=3 51 67,1%

<3 19 25%

La mediana de SG en la poblacion global es de 14,0 meses y la SLP de 6,5
meses (Figura 6). Sesenta y un pacientes fueron evaluables para respuesta al

tratamiento: diecisiete pacientes (27,9%) fueron Respondedores (3 presentaron

respuesta completa y 14 respuesta parcial).

Figura 6. Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion en el

conjunto global de la poblacion.
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Toxicidad y efectos de la inmunoterapia

De los 76 pacientes seleccionados para el estudio, treinta presentaron algun tipo
de toxicidad, veintiséis de ellos grado 1-2 (34,2%) y cuatro pacientes grado 3-4
(5,3%). La toxicidad mas frecuente fue la astenia, desarrollada en el 19,7% de
los pacientes, seguido de la cutanea que padecieron el 13,2%. La toxicidad
menos frecuente fue la anorexia junto con la renal y la ocular (1,3%). Dieciséis
pacientes (21,1%) precisaron retraso de algun ciclo de inmunoterapia por la

toxicidad presentada. Tabla 7.

Tabla 7. Toxicidad presentada en la poblacién estudiada.

Toxicidad Total (n) %

Presentacion

Si 30 49,4%

No 46 60,5%
Grado

1-2 26 34,2%

3-4 4 5,3%
Retraso tratamiento

Si 16 21,1%

No 60 78,9%
Hipotiroidismo

Si 4 5,3%

No 72 94,7%
Cutanea

Si 10 13,2%

No 66 86,8%
Astenia

Si 15 19,7%

No 61 80,3%
Gastrointestinal

Si 4 5,3%

No 72 94,7%
Neumonitis

Si 2 2,6%

No 74 94,7%
Renal

Si 1 1,3%

No 75 98,7%
Anorexia

Si 1 1,3%

No 75 98,7%
Hepatica

Si 2 2,6%
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Toxicidad Total (n) %
No 74 97,4%
Queratitis
Si 1 1,3%
No 75 98,7%

La mediana de supervivencia global de los pacientes que presentaron toxicidad

fue de 14,3 meses, frente a 9,0 meses en el grupo que no presenté toxicidad

(p=0,132). El tiempo hasta la progresion fue de 10,5 meses en los pacientes que

presentaron toxicidad frente a 5,2 meses los pacientes que no se evidencio

toxicidad (p=0,06). Figura 7.

Figura 7. Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion en funcion

de la toxicidad presentada.

1,0

0,87

Supervivencia acum

Si: 14,3 meses
No: 9,0 meses

Toxicidad
s
I Tno
-+ si-censurado
-+ no-censurado

Supervivencia acum

T T
20,00 30,00

SG

2. Expresion

avanzado

T
40,00

2.1. Caracteristicas de los pacientes

2
]
1

L
o
1

o
Yy
1

o
~
L

0,04

Si: 10,5 meses |-
No: 5,2 meses ok oamde,

Toxicidad
si

no

de sPD-L1 como biomarcador

T T
00 10,00

20100
SLP

prondéstico en

T T
30,00 40,00

CPNCP

El andlisis del factor soluble de PD-L1 se pudo realizar en sesenta y seis

pacientes de 76 incluidos en el estudio, en los diez pacientes restantes el

resultado del analisis no fue concluyente y se excluyeron.

Caracteristicas segun la mediana de expresion sPD-L1

La mediana de expresion de sPD-L1 en la poblacién global fue de 1,21 ng/mL.
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No se observaron diferencias significativas entre las diferentes caracteristicas

clinico-patoldgicas y la media de sPD-L1. Las caracteristicas de los pacientes se

resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Mediana de expresion de sPD-L1 segun las caracteristicas clinico-

patoldgicas de la poblacion del estudio.

Caracteristicas

Niveles de sPD-L1

p valor

poblacion (mediana, ng/mL)
Total de pacientes 1,21 --
Edad

<70 afos 1,34

=70 anos 1,24 050
Sexo

Hombre 1,31

Mujer 1,22 0.72
Histologia

Adenocarcinoma 1,19 0.45

Epidermoide 1,44 ’

Indeterminado 1,23
Habito tabaquico

Fumador 1,36

Exfumador 1,25 0,85

Nunca fumador 1,15
PS

0-1 1,28

2 1.38 043
Estadio

11 1,11

v 1,37 0.39
N° metastasis

1 1,46

2 0 mas 1,25 0.37
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Caracteristicas Niveles de sPD-L1 valor

poblacién (mediana, ng/mL) P
Metastasis cerebrales

Si 1,08

No 1,33 0.31
Metéstasis hepéaticas

Si 1,43

No 1,27 0,58
Neutréfilos

>7500 1,25 0,85

<7500 1,3
Linfocitos

>1000 1,31 0,65

<1000 1,20
Ratio neutroéfilo/linfocito

>3 1,30 0,87

<3 1,26

2.2.Tratamiento y Tasa de Respuesta
De los 76 pacientes incluidos en el estudio, cuarenta y siete (61,8%) recibieron
tratamiento con Nivolumab, dieciocho (23,7%) con Atezolizumab y once (14,5%)

con Pembrolizumab. Tabla 9.

Un total de 53 pacientes fueron evaluables para respuesta. De los restantes, en
10 pacientes el analisis del factor soluble de PD-L1 no fue concluyente, y en
trece pacientes no fue posible la evaluacidon por pérdida de pacientes antes de

realizarse en TAC de reevaluacion.

Entre los pacientes con baja expresion de sPD-L1, la tasa de respuesta (TR) fue
del 13,2% (7 pacientes), en comparacion con el 15,1% (8 pacientes) en el grupo
de pacientes con alta expresion de sPD-L1. La diferencia en la tasa de respuesta

entre los dos grupos no fue estadisticamente significativa (p=0,5). Tabla 10.
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La mediana de sPD-L1 en el grupo de pacientes Respondedores (respuesta

completa y respuesta parcial) fue de 1,55 ng/mL, frente al 1,18 ng/mL en el grupo

de pacientes de No-Respondedores al tratamiento (p=0,096).

Tabla 9. Tipo anti PD-1 utilizado en los pacientes del estudio.

Anti PD-1 Total (n) %

Nivolumab 47 61,8%
Pembrolizumab 11 14,5%
Atezolizumab 18 23,7%

Tabla 10. Tasa de Respuesta en funcion de la expresion de sPD-L1.

GRUPO 1 GRUPO 2
RESPUESTA AL ) N .
Baja expresion Alta expresion p valor
TRATAMIENTO
(<1,21ng/mL) (21,21 ng/mL)
RESPUESTA
COMPLETA/
7 (13,2%) 8 (15,1%)
RESPUESTA
PARCIAL
0,5
ENFERMEDAD
ESTABLE /
. 16 (30,1%) 22 (41,5%)
PROGRESION DE
ENFERMEDAD

2.3.Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion

La mediana de Supervivencia Global en el grupo de baja expresion de sPD-L1

fue de 10,1 meses, en comparacion con 14,3 meses en el grupo de alta

expresion (p=0,29). Tampoco se observan diferencias estadisticamente

significativas en SLP, 6,2 vs 8,0 meses en los grupos de baja y alta expresion de

sPD-L1 respectivamente (p=0,46). Figura 8.
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Supervivencia acum

Figura 8. Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion en funcion

de la expresion de sPD-L1.

.l . ., sPDL1_cod_med " H TAN - sPDL1_cod_med
" Baja expresion: ran e Baja expresion:| 7
10,1 meses A consurato 6,2 meses T
0 AIta ex p resié n: -+ >1,21-censurado 0. Alta ex p resié n: -+ >1,21-censurado
14,3 meses g 8,0 meses
0,61 ; 0,6
(5}
g
=
0,4 2 0.4
[}
o
3
0,21 0,21
0,04 0,0
T T T T T T T T T T
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
SG SLP

El andlisis de la expresién de PD-L1 por inmunohistoquimica (IHC) se pudo
realizar en 68 pacientes de los 76 incluidos en el estudio. En los ocho pacientes

restantes no existian datos sobre la expresion de PD-L1 en tejido tumoral.

Caracteristicas segun expresion de PD-L1 del <1%, 1-49% y >50%

Las caracteristicas de los pacientes en funcion de la expresion de PD-L1 (<1%,
1-49% y >50%) se resume en la Tabla 11. En los pacientes con estadio IV, se
objetivé alta expresion de PD-L1 (>50%) en el 38,8% versus el 8,9% en estadio
lll, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,001). En las
variables clinicas, patolégicas o moleculares restantes no se observaron

diferencias significativas.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcién de la expresiéon de
PD-L1 por IHC (<1%, 1-49% y >50%).

.. Expresion PD-L1 IH
Caracteristicas presio =

poblacion

p valor
<1% 1-49% >50%

19 31

0, _—
(27.0%) | 18 (26.4%)

o .
N° total pacientes (45,5%)
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Caracteristicas

Expresién PD-L1 IHC

poblacion p valor
<1% 1-49% >50%

Edad 12
<70 afios (17.6%) 16 (23,5%) | 17 (25%) 0,015

N ! 0, 0
270 afios 7 (10,2%) 1(1,4%) 15 (22%)
Sexo
18 0 23
onre | aay | 20700 | ag | 041
) 1 (1,4%) 7)1 9/ (13,2%)

Histologia 0 21
Adenocarcinoma 8 (111i7 %) 13 (19,1%) | (30,8%) 0,08
Epidermoide 0 4 (5,8%) 11

(16,1%) (16.1%)

Habito tabaquico 10 15
Fumador 0 10 (15,1%) | (22,7%)

Exfumador 9(%15é16/f§)/23) 7 (10,6%) 13 0.61
Nunca fumador 0 (0’0/) 0 (0%) (19,6%)
° 2 (0%)
PS
14 0 30

0-1 (20,5%) 15 (22%) (44.1%) 0,26
2 2 (2,9%)

5 (7,3%) 2 (2,9%)

Estadio 0 0
M 0 (108/") 00%) | ° (82’3 %) 0,01

o)
\Y, (26.8%) 17 (25,3%) (38.8%)

Metastasis cerebrales 0

Si 229%) | 229%) | ! (%’f ) 0,44
) )
No 17 (25%) | 15 (22%) (45.5%)

Metastasis hepaticas 0 0

Si 3 (Aig %) 3 (4,4%) 1 (éf %) 0,18
0,
No (23,5%) 14 (20,5%) (45.5%)
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Caracteristicas Expresiéon PD-L1 IHC
poblacion p valor
<1% 1-49% >50%
Neutrofilos 0 11
>7500 S (713 %) 1 (1,4%) (16,4%) 0,77
<7500 0 16 (23,8%) 21
(19,4%) (31.3%)
Linfocitos 14 22
>1000 (21,2%) 9 (13,6%) (33,3%) 0,63
<1000 ) (’60/) 8 (22,2%) 10
° (15,1%)
RNL 0 0
<3 6 (81’2 %) | aiow | (13;54 %) 038
> (o)
>3 (17.9%) 13 (19,4%) (37.3%)

Caracteristicas segun expresion de PD-L1 <1% o 21%

Las caracteristicas de los pacientes en funcién de la expresion de PD-L1 (<1%

vs 21%) se

resume en

la Tabla

12. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas excepto en la variable de neutroéfilos, en la que se

objetivo neutrofilia en el 19,6% de los pacientes con expresion de PD-L1 21%

versus el 7,5% en los pacientes con expresion <1% (p=0,005).

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de la expresion de
PD-L1 por IHC (<1% y =21%).

L Expresion PD-L1 IHC
Caracteristicas
blacién p valor

PO <1% >1%
N° total pacientes 20 (29,4%) 48 (70,5%) -
Edad

<70 afos 12 (17,9%) 32 (47,7%) 0,31

=70 anos 7 (10,4%) 16 (23,8%)




Caracteristicas

Expresién PD-L1 IHC

i p valor

poblacion <1% >1%

Sexo
Hombre 18 (26,8%) 34 (50,7%) 0,15
Mujer 1 (1,4%) 14 (20,8%)

Histologia
Adenocarcinoma 8 (11,9%) 34 (50,7%) 0,36
Epidermoide 11 (16,4%) 14 (20,8%)

Habito tabaquico
Fumador 10 (15,3%) 24 (36,9%) 097
Exfumador 9 (13,8%) 20 (30,7%) '
Nunca fumador 0 (0%) 2 (3%)

PS
0-1 14 (20,8%) 44 (65,6%) 0,35
2 5 (7,4%) 4 (5,9%)

Estadio
11 0 (0%) 6 (9%) 0,85
\Y; 18 (27,2%) 42 (63,6%)

Metastasis cerebrales
Si 2 (2,9%) 3 (4,4%) 0,45
No 17 (25,3%) 45 (67,1%)

Metastasis hepaticas
Si 3 (4,4%) 4 (5,9%) 0,96
No 16 (23,8%) 44 (65,6%)

Neutrofilos
>7500 5 (7,5%) 13 (19,6%) 0,005
<7500 13 (19,6%) 35 (53%)
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- Expresion PD-L1 IHC
Caracteristicas
poblacion p valor
<1% 21%
Linfocitos
=1000 14 (21,2%) 29 (43,9%) 0,41
<1000 4 (6%) 19 (28,7%)
RNL
<3 6 (9%) 12 (18,1%) 0,74
>3 12 (18,1%) 36 (54,5%)

3.2.Tasa de Respuesta
Un total de 53 pacientes fueron evaluables en términos de respuesta. No
disponiamos de informacion de la expresion de PD-L1 en tejido tumoral en ocho

pacientes y el resto fueron pacientes perdidos.

De los Respondedores, 11 pacientes (20,7%) tenian una expresion de PD-L1
>50%, frente al 0% y al 5,6% de Respondedores en el grupo de nula y baja
expresion de PD-L1 respectivamente (p=0,004). Tabla 13.

En la clasificacion de los pacientes en expresion de PD-L1 en menor o mayor al
1%, 13 pacientes (24,5%) con expresion de PD-L1 21% fueron Respondedores,

frente al 0% con expresiéon <1% (p=0,009). Tabla 14.

Tabla 13. Tasa de Respuesta segun expresion de PD-L1 (<1%, 1-49%, >50%).

TIPO DE RESPUESTA <1% 1-49% >50% p valor

RESPUESTA
COMPLETA / 0 (0%) 3(5.6%) |11 (20,7%)
RESPUESTA PARCIAL
ENFERMEDAD 0,004
IE?{-(I-)AC\;BRLEES{ION o 14 (26,4%) | 13 (24.5%) | 12 (22,6%)
ENFERMEDAD
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Tabla 14. Tasa de Respuesta segun expresion de PD-L1 (<1% o 21%).

TIPO DE RESPUESTA <1% >1% p valor
RESPUESTA COMPLETA/
RESPUESTA PARCIAL 0 (0%) 13 (24,5%)
0,009

ENFERMEDAD ESTABLE /

PROGRESION DE ENFERMEDAD 14 (26,4%)

25 (47,1%)

3.3.Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion
La mediana de Supervivencia Global en el grupo de <1% de expresion de PD-
L1 fue de 10,8 meses frente a 14,0 meses en el grupo de >50% de expresion.
En el grupo de 1-49% de expresion no se alcanzo la mediana de Supervivencia
Global (p=0,42).

En la clasificacion de expresion de PD-L1 por mayor o menor al 1%, la mediana
de Supervivencia Global fue de 10,8 meses en el grupo de <1% de expresion,
frente a 14,0 meses en el grupo de =21% de expresién, no siendo

estadisticamente significativo (p=0,32). Figura 9.

Figura 9. Supervivencia Global en funcion de la expresion de PD-L1 en tejido
por IHC. Clasificado por expresion de <1%, 1-49% y >50% (izquierda) y de <1%
y 21% (derecha).

1,04

e
@™
1

Supervivencia acum
o
=

o
N

o
CY
1

<1%: 10,8 meses
1-49%: -
>50%: 14,0 meses

T
00

T
5,00

T
10,00

T T T T
15,00 20,00 25,00 30,00

5G

PDL1_IHC1

Mo

1%-49%
>=50%
OOOOOOOOOO

Supervivencia acum

0,84

o
CY
1

L4

e

0,0

<1%: 10,8 meses
21%: 14,0 meses

PDL1IHC2VAROD001

T T
00 5,00

T
10,00

T T T
15,00 20,00 25,00

5G

T
30,00

La mediana de Supervivencia Libre de Progresién en el grupo de expresion de

PD-L1 de <1% fue de 5,5 meses frente a 6,5 meses en el grupo de 1-49%. La
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mediana de SLP no se alcanzé en el grupo de expresion de >50% (p=0,19). En
la clasificacion de expresion de PD-L1 en mayor o menor al 1%, la mediana de
SLP fue de 5,5 meses en el grupo de <1% frente a 8,4 meses en el de 21%
(p=0,13). Figura 10.

Figura 10. Supervivencia Libre de Progresion en funcion de la expresién de PD-
L1 en tejido por IHC. Clasificado por expresion de <1%, 1-49% y >50%
(izquierda) y de <1% y 21% (derecha).
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4. Correlacion de expresion de PD-L1 por IHC y de sPD-L1

De los pacientes con baja expresion de sPD-L1 (<1,21 ng/mL), 14 pacientes
(25,9%) presentaron nula expresion de PD-L1, frente a 7 pacientes (12,9%) que
presentaron alta expresion de PD-L1 (>50%). De los que tenian alta expresion
de sPD-L1 (21,21 ng/mL), 15 pacientes (27,7%) presentaron nula expresion de
PD-L1, frente a 6 pacientes (11,1%) con baja expresion de PD-L1 y 4 pacientes
(7,4%) que presentaron alta expresiéon de PD-L1 (>50%) (p=0,65). Tabla 15.
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Tabla 15. Correlacion entre la mediana de expresion sPD-L1 y la expresion de
PD-L1 (<1%, 1-49%, >50%).

Expresion Mediana sPD-L1 (ng/mL)
p valor
PD-L1 IHC <1,21 21,21
<1% 14 (25,9%) 15 (27,7%)
1-49% 8 (14,8%) 6 (11,1%) 0,65
>50% 7 (12,9%) 4 (7,4%)

De los pacientes con baja expresion de sPD-L1 (<1,21 ng/mL), 14 pacientes
(25,9%) presentaron expresion de PD-L1 <1%, frente a 15 pacientes (27,7%)
gue presentaron expresion de PD-L1 21%. De los que tenian expresion de sPD-
L1 mayor a la mediana (21,21 ng/mL), 15 pacientes (27,7%) presentaron
expresion de PD-L1 <1%, frente a 10 pacientes (18,5%) con expresion de PD-
L1 =1% (p=0,2). Tabla 16.

Tabla 16. Correlacion entre la mediana de expresion sPD-L1 y la expresion de
PD-L1 (<1% y 21%).

Expresién Mediana sPD-L1 (ng/mL)
p valor
PD-L1 IHC <1,21 >1,21
<1% 14 (25,9%) 15 (27,7%) 05
>1% 15 (27,7%) 10 (18,5%) ’

5. Anadlisis de las variables clinico-patolégicas y moleculares pronosticos

de supervivencia

5.1.Supervivencia Global
Se realiz6 un analisis univariante para evaluar la influencia de las caracteristicas
clinico-patolégicas y moleculares en la Supervivencia Global. La variable que se

asocio significativamente con peor SG fue el PS 22 (HR 11,5). Tabla 17.
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Tabla 17. Analisis Univariante de factores asociados a Supervivencia Global

Analisis Log-Rank
Variables Univariante test HR Significacion
n=76 HR val estadistica
95% Cl p-vaior

Edad
<70 afios (3,2-25,3) 0,14 0,47 Dudoso
=70 anos (7,4-12,2)

Sexo
Hombre (8,5-18,3) 0,24 - NS
Mujer (5,8-56,7)

Habito

tabaquico
Fumador -
Exfumador | (8,5-18,7) 0,65 ) NS
Nunca -
fumador

PS
0-1 (8,3-54,2) 0,0 11,5 Significativo
2 (0,0-7,4)

NO

localizaciones

metastasis - - NS
1 (8,8-18,0) 0.25
2 0 mas

Metastasis

Cerebrg:es (0,0-34,3) 0,73 . NS
No (9,6-17,6)

Metastasis

hepaticas (2,9-13,6) 0,1 : Dudoso
N (2,7-25,8)

Neutrofilos
27500 (0,002-62,5) 0,92 - NS
<7500 (12,8-15,1)

Linfocitos
21000 (9,6-52,9) 0,07 2,8 Dudoso
<1000 (6,0-14,1)

RNL
<3 - 0,83 - NS
>3 (5,3-23,2)
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V. DISCUSION

En los resultados de este estudio no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la Supervivencia Global, Supervivencia Libre
de Progresion, ni en la Tasa de Respuesta en funciéon de la expresion de sPD-
L1.

1. Expresidon de sPD-L1 como biomarcador prondéstico y predictivo de

respuesta a CPNCP avanzado

La mediana de expresion de sPD-L1 detectada en nuestra serie de pacientes ha
sido de 1,21 ng/mL. La mediana de expresion de este valor en CPNCP avanzado
esta en linea con otras investigaciones realizadas hasta la fecha pero en muy
variable en los diferentes estudios analizados. Okuma et al. analiz6 una serie de
96 pacientes con carcinoma de pulmén avanzado, incluido el CPCP,
encontrando una mediana de sPD-L1 de 7,32ng/ml (141). Por otro lado, Zhao et
al. analizaron una serie de 126 pacientes con CPNCP localmente avanzado
irresecable tratados con quimioterapia y radioterapia, en el que la mediana sPD-
L1 fue de 0,0965ng/ml (160). En otra serie analizada por Murakami et al. de 233
pacientes con CPNCP avanzado, la mediana de sPD-L1 fue de 0,0677 ng/ml
(161). Esta variabilidad podria explicarse por el hecho de que se trata de series
retrospectivas, llevadas a cabo con muestras pequefias de pacientes. Todas
ellas estan analizadas por método ELISA, como en nuestro estudio, pero con
diferentes puntos de corte para la definicion de alta o baja expresion del

marcador, que hace que sea muy dificil comparar los resultados.

En la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha sobre el valor prondstico
del factor soluble de PD-L1, indican que los niveles elevados de este marcador
en el CPNCP avanzado, estan asociados a un peor prondéstico si no se tratan
con inhibidores de PD-L1 (162). En los pacientes de nuestro estudio tratados con
inmunoterapia en segunda linea de CPNCP avanzado, se observo una tendencia

favorable para los pacientes con sobreexpresion de sPD-L1 tanto en términos
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de TR como de SLP y SG, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

Los pacientes con alta expresion de sPD-L1 alcanzaron una mayor SG con el
tratamiento de inmunoterapia (14,3 meses frente a 10,1 meses, p=0,29) y mayor
SLP (8 meses frente a 6,2 meses, p=0,46), lo que sugiere que los pacientes con
alta expresion de sPD-L1 podrian ser una subpoblacién que presenta un peor
perfil clinico pero mejor respuesta a inmunoterapia. EI niumero limitado de
pacientes nos impidio evaluar el hipotético papel pronéstico de este marcador de
manera significativa. Cabe sefialar que los pacientes con alta expresion de sPD-
L1 presentaban caracteristicas mas desfavorables con presencia de metéstasis
hepaticas o mayor ratio neutrofilo/linfocito. Murakami et al. objetivaron que la
presencia de metastasis hepaticas era significativamente mayor en el subgrupo
de pacientes con altos niveles de sPD-L1. Respecto a la eficacia, la tasa de
respuesta fue similar entre los pacientes de alta y baja expresion de sPD-L1
(22% frente 24%), pero la tasa de control de enfermedad (definida como
respuesta completa, parcial o enfermedad estable), en el grupo de alta expresion
fue significativamente mas baja. La PFS y SG fue significativamente mas corta
en el grupo de alta expresion de sPD-L1. Asi, presentar niveles altos de sPD-L1
fue un predictor negativo de control de la enfermedad mediante el uso de ICl y
un predictor negativo independiente de prondstico en pacientes con CPNCP
avanzado que reciben tratamiento con anti-PD1 (161).

En este sentido, Mazzaschi et al. escribieron sobre el papel incierto de sPD-L1,
aungue se han propuesto varios efectos biolégicos. El factor soluble de PD-L1
parece inducir la apoptosis de en las células T del carcinoma renal avanzado.
Una hipotesis seria que sPD-L1 podria inactivar las células T tumorales
circulantes reduciendo la actividad inmune antitumoral. Esta suposicion deriva
del impacto negativo observado en la supervivencia al asociar altos niveles de
sPD-L1 con el bajo numero de células T y NK citotéxicas. Ademas, sPD-L1
podria competir y saturar los sitios de unién de PD-1 eludiendo asi la actividad
de los agentes anti-PD1 (163).
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2. Expresion de PD-L1 en tejido como biomarcador prondgstico y

predictivo de respuesta a CPNCP avanzado

Los inhibidores de PD-1/PD-L1 dependen en gran mediad del microambiente
tumoral para actuar. Tedricamente, solo los pacientes con tumor e inflamacion
deberian beneficiarse del tratamiento con inmunoterapia. Aquellos otros tipos de
tumores denominados frios, tiene una respuesta deficiente a la inmunoterapia
dada la ausencia de células efectoras inmunitarias en el microambiente tumoral.
Por tanto, la prioridad es identificar aquellos pacientes que potencialmente se

podrian beneficiar de recibir tratamiento con ICIs.

El papel predictivo de la expresiéon de PD-L1 ha sido estudiado en diferentes
series para determinar la asociacion con la eficacia al tratamiento con anti-
PD1/PDL1. En este contexto, por un lado se ha visto que la sobreexpresion de
este biomarcador esta asociado a peor pronostico en pacientes con cancer, y
por otro lado, se ha considerado como predictor de respuesta tumoral a
tratamiento, no asi con la misma potencia en todos los tipos de tumores (164).
Sin embargo, la fiabilidad de la expresion de PD-L1 esta bajo debate dada la
variabilidad con el valor del punto de corte y del método utilizado en su
determinacion. Varios factores interfieren en la deteccion por
inmunohistoquimica, como la preparacion de los tejidos, los clones de
anticuerpos, la variabilidad en el procesamiento, las biopsias de tejido de tumor
primario versus metastasis o tincion de células tumorales versus inmunitarias.

La expresion de PD-L1 se puede expresar en altos niveles en las células
dendriticas y células supresoras, donde juega un papel regulador fundamental
en la activacion de las células T durante la presentacion de antigeno. Los
subgrupos por expresion de PD-L1 por IHC detectados en nuestra serie fueron
27,9% con expresion PD-L1 <1%, 26,4% con expresion entre 1-49% vy el 45,5%

con expresion >50%.

Xiao-Jiang Chen et al. analizaron veinticuatro ensayos con mas de 14.860
pacientes comparando la terapia convencional con el tratamiento con anti-PDL1.
Estos ultimos redujeron significativamente el riesgo de muerte (HR 0,72, 95% IC

0,66 a 0,78), independientemente del tipo de tumor. Ademas, cuando la
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expresion de PD-L1 era >1%, habia un aumento en la supervivencia global en
los pacientes con CPNCP avanzado y otros en otros tipos de cancer. Por todo
ello concluyeron que en comparacion con la terapia convencional, las
monoterapias con anti-PD1/PD-L1 prolongaban la SG de los pacientes con
expresion de PD-L1 >1%, pero no en aquellos con expresion de PD-L1 <1%,
independientemente del tipo de cancer. Por tanto, recomendaban la expresion
de PD-L1 como biomarcador predictivo de respuesta a tratamiento pero en
pacientes con monoterapia y no en pacientes con terapias combinadas (165).
Por otra parte, se han visto respuestas a tratamiento con antiPD1/PD-L1 en
pacientes con ausencia de expresion, por lo que su uso como biomarcador es
dudoso. Por ello, una mejor compresion del sistema inmunitario del huésped y el
microambiente tumoral es necesario para elegir mejor los pacientes previo
tratamiento con anti-PDL1. En nuestro estudio, de los pacientes que obtuvieron
respuesta parcial o completa, el 20,7% presentaban una expresion de PD-L1
>50%, en cambio, ningun paciente presento respuesta del grupo de expresion
de PD-L1 negativo, p=0,004. En cuanto a la Supervivencia Global, en el grupo
de expresion de PD-L1 <1% fue de 10,8 meses frente a 14 meses en el grupo

con expresion >50%, no de manera significativa.

2.1.Relacioén entre toxicidad a inmunoterapia y eficacia

Existen datos que sugieren que la toxicidad inmunorrelacionada esta asociada
con una mayor eficacia al tratamiento con ICls. Syed Hussaini et al. realizaron
una revisibn sobre 51 estudios que buscaban esta relacién, incluyendo
melanoma, cancer de pulmén, cancer renal, cancer urotelial, cAncer de cabeza
y cuello y tumores gastrointestinales. En pacientes con melanoma metastésico,
el desarrollo de toxicidad inmunorrelacionada se asocié de manera significativa
con una mayor SG (15,24 meses vs 8,94 meses), asi como una mayor SLP
(17,61 meses vs 2,23 meses). Resultados similares se objetivaron en pacientes
con cancer de pulmon, son SG de 19,07 meses vs 7,45 meses y SLP de 8,97
meses vs 3,06 meses. Particularmente, las toxicidades G3-4 se asociaron con
un aumento de la ORR pero con una peor SG.

La principal hipdtesis de este hecho son las similitudes existentes entre los

antigenos presentados en las células tumorales y en los tejidos sanos. La
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reactividad cruzada conduce a una respuesta mediada por células T no solo

hacia las células tumorales, sino también hacia las células sanas (166).

V Ellen Maher et al. examinaron siete estudios con 1747 pacientes
diagnosticados de cancer urotelial metastasico o localmente avanzado en
tratamiento con anti-PD1/PD-L1, en los que se reportd toxicidad
inmunorrelacionada en el 28% de los pacientes que respondieron a tratamiento
con inmunoterapia vs el 12% que no respondieron. Se observo un aumento de

la SG en pacientes que presentaron toxicidad (167).

En nuestro estudio, el 49,4% de los pacientes presentaron algun tipo de
toxicidad, el 34,2% grado 1-2 y el 5,3% grado 3-4. La mediana de SG de los
pacientes que presentaron toxicidad fue de 14,3 meses frente a 9 meses del
grupo gue no present6 toxicidad (p=0,132), y la SLP fue 10,5 meses frente a 5,2
meses (p=0,06). La toxicidad mas frecuente presentada fue la astenia y la

cutanea.

Esta asociacion hace que sea fundamental vigilar los efectos secundarios para
una rapida deteccion y asi establecer el tratamiento de manera precoz con el
uso apropiado de corticoides y otros inmunosupresores, para que cualquier
interrupcion del tratamiento con inmunoterapia pueda ser reanudado lo antes

posible.

3. Analisis de correlacidon entre el factor soluble de PD-L1y PD-L1 en

tejido tumoral

Los tratamientos que inhiben el punto de control inmunolégico como son los anti-
PD1/PDL1 han demostrado tener una gran actividad antitumoral sobre diferentes
neoplasias, incluido el CPNCP (168). Sin embargo, hay un nimero importante
de pacientes que presentaran una rapida progresiéon durante los primeros meses
de tratamiento. Por ello, existe una necesidad urgente de disponer de
biomarcadores predictivos que nos permitan clasificar los pacientes que se

pueden beneficiar con mas probabilidad de estos tratamientos, evitando asi
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utilizarlos en pacientes que no van a responder y puedan desarrollar toxicidades

potencialmente graves (122,169).

La expresion de PD-L1 en tejido tumoral es un biomarcador predictivo crucial de
terapias anti-PD1/PDL1 en pacientes con carcinoma de pulmén. En la practica
clinica, la expresion de PD-L1 igual o mayor al 50% en tejido tumoral es
necesaria para el tratamiento con inmunoterapia en monoterapia en primera
linea del CPNCP avanzado, y en segundas y sucesivas lineas, los pacientes con
mayor expresion de PD-L1, tienden a beneficiarse mas de tratamientos con
inmunoterapia. Asi, en todas las guias clinicas internacionales, la determinacion
de la expresion de PD-L1 en tejido tumoral por IHC en los pacientes con CPNCP
avanzado que son candidatos a tratamiento, esta actualmente indicada y hasta
el momento, es el biomarcador estandar. Sin embargo, hay ciertas limitaciones
en el uso de la IHC de PD-L1, por la necesidad de técnicas invasivas para su
obtencion, la heterogeneidad del tejido o el tiempo de adquisicion y analisis. Una
pequefia parte de tejido tumoral no representa las caracteristicas de todo el
tumor. En este sentido, analizar y monitorizar la expresién de sPD-L1, puede
tener un papel importante por ser mas representativo del estado del sistema

inmune y ayudar en la toma de decisiones clinicas.

Se ha visto que un elevado nivel de sPD-L1 fue correlacionado con peor
prondéstico. En el estudio de Okuma et al. (141) de 96 pacientes con CPNCP
avanzado, un elevado nivel sPD-L1 (>7,32 ng/ml) se asocié a una disminucién
significativa de la supervivencia global (p=0,037) y no objetivé correlacion entre
los niveles de sPD-L1 y las diferentes caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes, como subtipos histolégicos, habito tabaquico o estadio clinico. Los
resultados de nuestro analisis también muestran que los niveles de sPD-L1 no
se correlacionaban de forma estadisticamente significativa con la expresion de
PD-L1 en tejido analizado por IHC (p=0,245), asi como tampoco con las
diferentes caracteristicas clinico-patolégicas, salvo en la poblacion con
metéastasis cerebrales que eran mas frecuentes entre los pacientes con alta
expresion de sPD-L1 (20% vs 3%, p=0,04). Este hallazgo de nuestro estudio no
se ha observado en otros analisis publicados hasta la fecha. La media de sPD-

L1 en nuestra serie fue de 1,21 ng/ml, y ese fue el punto de corte para definir los
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subgrupos de alta y baja expresion con los que realizar los andlisis estadisticos.
Es importante resaltar la gran variabilidad de expresién de sPD-L1 publicada
hasta la fecha en la literatura. Zhang et al. (170) definieron la alta expresion como
niveles superiores a 0,63 ng/mL para su analisis, Okuma et al. 7,32 ng/mL (141)
y Constantini et al. 0,03 ng/mL (171). Esta gran variabilidad dificulta la
comparacion entre los resultados de los diferentes estudios, y traduce

diferencias en la metodologia usada para el analisis de sPD-L1.

Este andlisis presenta importantes limitaciones que deben de tenerse en cuenta
al analizar sus resultados. Se trata de un estudio retrospectivo en que algunas
de las muestras de suero fueron extraidas en momentos diferentes a la
obtencién de la muestra histoldgica, y en diferentes momentos de la evolucion
de los pacientes. Existen datos en la literatura como los reportados por
Vecchiarelli et al (171), que demuestran la variabilidad de sPD-L1 en funcién de
los tratamientos recibidos. Observaron que los pacientes tratados con
guimioterapia presentaban elevacion progresiva de sPD-L1, mientras que
aquellos tratados con dianas moleculares dichos niveles se reducian a lo largo
del tratamiento. Dichos autores sugieren que sPD-L1 es un biomarcador
dindmico a lo largo del tiempo y modificable por los tratamientos, por lo que para
su desarrollo y potencial aplicabilidad como factor predictivo de respuesta a los
tratamientos de inmunoterapia, seria fundamental realizar el analisis antes del

inicio de dicho tratamiento.

Por otra parte los resultados de nuestro estudio se basan en una poblacion
pequefia aunque alcanza el tamafio muestral deseado para los objetivos de
nuestro analisis. Ademas, hubo pacientes en los que el analisis serolégico no fue
valorable. No obstante la tendencia observada en nuestros datos no apoya la
hipétesis inicial, dado que no existen diferencias numéricas de las medias de
sPD-L1 entre los subgrupos de pacientes con alta, bajay nula expresion IHQ de
PD-L1.

Por el momento existe escasa evidencia y bibliografia sobre sPD-L1 y el posible
valor predictivo de respuesta a inmunoterapia y su correlacion con la expresiéon

de PD-L1 en células tumorales.
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VI.

CONCLUSIONES FINALES

. Los niveles elevados de sPD-L1 no se correlacionan de forma

estadisticamente significativa con ninguna variable clinico-patologica en

pacientes con CPNCP avanzado.

. Los niveles elevados de factor soluble de PD-L1 (sPD-L1) en pacientes

con CPNCP avanzado tratados con inmunoterapia en segunda linea, no
se asocia con diferencias estadisticamente significativas en
Supervivencia Global, aunque parece existir una tendencia numérica

favorable (14,3 meses vs 10,1 meses, p=0,29).

. Los niveles elevados de factor soluble de PD-L1 (sPD-L1) no se

correlacionan con la Tasa de Respuesta a inmunoterapia (15,1% vs
13,2%, p=0,5), ni con diferencias en Supervivencia Libre de Progresion (8
meses vs 6,2 meses, p=0,46), en pacientes tratados con inmunoterapia

de segunda linea.

. La expresion inmunohistoquimica de PD-L1 >1% se correlaciona con una

mayor tasa de respuesta al tratamiento con inmunoterapia (24.5% vs 0%,
p=0,009), y con una tendencia favorable tanto en SLP (8,4 meses vs 5,5

meses, p= 0,13), como en SG (14 meses vs 10,8 meses, p=0,32).

. No se observa correlacion estadisticamente significativa entre los niveles

solubles y la expresién inmunohistoquimica de PD-L1.
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VIII.

ANEXOS

1. Dictamenes: Comisién de investigacion y Comité Etico de

Investigacion Clinica.

” DEPARTAMENT DE SALUT YALENCIA

ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION con medicamentos

Fernandoe Sdnchez-Toril Lopez, secretario del Comité Efico de Investigacion con medicamentos,
CEIm Hospital Amau de Vilanova de Valencia,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en la sesidn ordnaria del dia 27 de septiembre (acta 11/2017) el
estudio EPA-OD, titulado: "Factor soluble de PDL1 en pacientes con carcinoma de pulmoén no
microcitico avanzado tratados con inhibidores de PD1: determinacion de su papel como
biomarcador"
Clasificado por la AEMPS con fecha 18 de septiembre de 2017, con céddigo de protocolo: ARN-
PDI-2017-01
Protocolo version: 1 de 1 de septiembre de 2017
HIPICL: version 3 de mayo ce 2016

Anvestigador Principal: Javier Garde
servicio: Oncologlia
Promotor: Oncolegla médica del Hospital Arnau de Vilanova de Valencla

Y tomando en consideracidn las siguientes cuestiones:

- Se cumplen los requisitcs necasarios de idoneidad dei protocolo en refacion con los objetives del
estudio y no hay rlesgos nl molestias para & sujsto.

- La capacidad del investigador y los medios disponibies son apropiados para levar a cabo el
estudio.

- £l alcance de las compensaciones econdmices previstas ne interfieren con el respeto a los
postulados éicos,

- Se cumplen los precaptos éticos formulades en la Orden SAS/34T02009 v la Declaracion de
Helsinkl de la Asoclacién Médlca mundial sobre principlos &ticos para las Investigaciones médicas
en seres humanos y en sus posteriores revisiones, asi come aquelios exigidos por la normativa
aplicable en funcién de las caracteristicas dal estudio.

Es por elie que ¢l Comité Informa favorablemente sobire ka realizacidn por Dr. Javier Garde en el
_-Servicio de Oncologia.

Lo que firmo en Valencia a 27 de sepliembre de 2017

LJEAT Yy
- F-ror

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCZ!‘.A — ARNAU DE VILANOVA - LLIRIA
Sant Cimant, 12 + 48015 Vakncia - Teléfon 561-978000
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BIOMARCADORES DE RESPUESTA A LA INMUNDOTERAPIA
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Fundacitn para la Investigacion Hozpital Universitario La Fe
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TRATADOS COM INMUNOTERAPIA EN FUNCION DE SU RESPUESTA.
Pressntado por: Dn Francizco Aparisi,
Conzomrcio Hoapital General Universitario de Valencia

Beaca: J.0400€

4.- FACTOR SOLUBLE DE PDLT (2PDL1) EM PACIENTES CON CARCGINOMA DE
PULMOMN MO MICROCITICO AVANZADD TRATADOS COMN INHIBIDORES DE
PO1/PDL1: DETERMINACION DE SU PAPEL COMO BIOMARCGADCR

Preessntado por: Or Beatriz Honrubia.

Hospital Universitario Ama de Vilanova.

Baca: 2K

¥ pava gue consts 8 los sfectos apovfuncs S fimna el presents documento sn Walsncia a 8 de
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Simnple Summary: nsmeetherapy, met notably imme chwciopoint inbsbbes {10 s), haes sevabs-
Eonizrd the tarstoend of sdvamsed no-anall odl heng cameer (WSCLCL Albsouph soss palarnts
iespriotad] weedl o 10k, many patSents dis oot bt oo s, lesding b dissssr pavgpiession and /or
it felatend @l erse events. Baological markeers coen bedp bo ingpoote pationt sekatioan. Hos-
e, cornently ovailabke markeers such as PR and it Bgand (FILLY) hawe anpetant b balions
Par this srassom, mew biomarkers chisdned by mon- i asive methods ane usgenthy sardend. In the
Pl e, wor deseribe pnoend advanoes in e developoent of nove] soluble biclogical sedoers
(g, ciroulabing o oells, TMB, cinculabing ke cells, drculaBng b DA, soluble Goor
FR-L, hetnor meerosis Sclor, ede) for patends vwith MSCLE tnebad with s notherapy

Absiract Numenous lrgebed Bherapis have boeomevatusted for the abmend of son-small cell hang
casged (NSCLC) To date, hovwe Ter, anly @ b agenks bave dbcnsn prosssing neaiis. Recent adv ances
i e Rt T, et ey it chick point inhibiters {ICT), have assforand ihe
Enabssent woeasie for the patients. Although sose pabianls sespand well o 1L, many palients
v it it foomm [CLs, keacding bo diseacs progfsio ahd ) of iosee- selated adverss events.
M Brinenerkens capable of seliably pardicting sripena b Ml s wogently seaeded b ingaone
pabint selecon. Curgently available bicoerken—melading prograsnosnd death prokein 1 (FI1)
and its Ligaenad (FIELLL), and buricr srabalional berdes (TMEB}—bawve snugor hisstetions. AL pread, mo
wielbvalidated, nebshbe boomarkers ane svailable [leally hs bmnarkens seould be ol
Bhiceg b heis i i e thasds soch o plasne delenmanation of liguid bopey b the ot v,
v kit Pl s i e deve lopomnd of fote selubke biomarkes (e g, cnculaliog i
oells, TMB, crenkting hamess cells, crenkibing homoss DA, sohoble factor PTILLL, bnmor ssaciosds
B, b ) i patieenis with MSCLC peaied with s We also deseribe B pobential usse of e
biwrariers o poogeebic indicabors of eabment tesponss: and loiciiy

Keywords lusg canoer; NSCLC; ants-FTRY FTRLL; sodoble biomarkers

1L Introduction

In recent years, the emergence of onmune checkpoint mbibitors (HCls) has ince ased
the Hﬁzﬂ]:\::lmt_grufpnhhwiﬂlthd]m'lgm Hiowever, thedr introduciion
into clinical practice has mised with to the optimal treatment and
debivery sequence of these antibodies [1] IC]s are humanized monoclonal antibodies that
primarily target programmed @l death protein 1 (FO1), programmed deathvligand 1
(PI+L1), and cytotouic T lymphocyte-associaied protein 4 (CTLA-4) [1]. FTL1 is a mem-
hmmpuﬁnﬂpmad't;rcmccﬂs,wlﬁ:hhi:ﬂ:m P-1 ﬁpmdh}r]}lmphnc}ltl

Canners M, 13, 4350 hbtpecy” ¥ doiong” 1059890, oo s 1 5174 3000
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[T c=lls, B oells and natural killer cells [NE])L The PD-1/PAL axis is a major imarane
int comtral that egulates inhabatary interactions betwessn oo and tumor els
FDHL1/FI+1 binding inhibits immune ell activity against malignant cells, and FOL1
e pression profects tumar @ls from immune attack [23] Ant-PO-L and ants-POALL
uﬁhndhlhlndtﬂﬁshtncﬁmﬂmmmkinmmlpum However,
a substantial percentage of patisnts will not benefit from IC0s and one of the major chal-
benges for immumatherapy treatment emains paent sbection A lthough several predictive
binmarlm':mnmﬂabh.ﬂi:irmaqrhhrﬂnm i

The best know rr—and mestwidely used—predicthe biomarker of respanse to ant-FD-
1/PDHL mreatment is PO-L1 expeession, which is assessed by immunchistochemistry (IHC)
In-chad..ﬂuluﬂuml}rmtnmLLudtaubctpahenhlnra.n‘h—F‘D—lfF‘D—Llhzmmin
clinical trials. However, tumor response can cocur in patients with low ar negative FOHLL
I:\r:'lsm]]']’:,ardnmhbl:pmpnrﬁ.nndpaﬁcnutﬁﬂiﬁghm{!aprﬂdnmdnmr
bﬂﬁtﬁmhmmhadﬁﬁmleuFm&bﬂmdbylpnﬁﬂm
hetergeneity [4-£] and emporal variation, particularhy afier chemotherapy [7]. Due to
&E:]mlhhmﬂﬂ:uncknrﬂdtu:d:ml}rmrdmhhpmdm:nndzlpmm
biomarkers to improve patient salection in the clinic and in chnical trials.

In order to characterize the honor mécroenviTonmment prior bo eatment iniSation and
hﬂ:]:!li.dtﬂ\:pmﬁ:‘ndlarﬂ Fﬂmfmnﬁmmm:u\fﬁnmmﬂum
rueﬂ:dfarbiunmh:raﬂu]}r.i: mmhnmmmdmmmin
maching the tumor, small tumor sze, and the bme required to analyze the sample, all of
w'l‘d::hmdﬂayt‘zmm:irdﬁ.lﬁm hﬁh:gﬂlﬂ, 'ﬂ'n:l:-:lﬁll:n{p: could be oo

hmd:mhﬂhhpﬁﬂerﬂm&tmm;mm

biomarkers have yet been validated and approved for use in cancer patients by regulatory
bdum&mpurhummu&mmmﬂmmﬂrm:mmtm
anm: ]:u‘ubmm:am:ln'h:l:hnlwm:unﬂ.nwuf cancer. Ch.n'l.:y: the mrml.i'l:ulrry af
peripheral blood biomarkers in routine chinical practice would be moraluable

hhhmutﬁa:kammmwﬁgm'ﬁm’ Iu-p:d.i:l‘
i:rlmmu:ﬂ'hﬂ'apymwhidwuulﬂ.ﬂlu overcaome the limitations of Hssuebased
biopsy [E-10] Soluble biomarkers {serum or plasma) have numerows thearetical and prac-
h:alad.w:mmbmpnﬂ n'h:ll.ld.'n'lg:an:rmhn irmvasivensss, the a]:!ll:rl]r
to perform ssquential anahysis during follow-up, and grester representativersss of the
fumor microemrironment. Mumeroos serum biomarkers are cummenthy under imee stigat
Among the most promising of these are inberleuking {IL), interieron gamma (IFM), tumar
necrosis factor (THF) [11] and soluble P11 (sPTHLL) [12] Serum levels of ne
I}lm]:!hu-:yt:,. and phhzl:hl'mr: also been assocated with i:rl.l:nn.muth:ranr :Eﬁnn:y and
]:!ati:n't Fluﬁnnli.:'ﬁ_.]_-"_.]dl. Gﬂ':rpnmmllﬂmmlznuﬂ:rmtemgmm mclade
circolating tumor cells (CTCs) [15,16], namaor mutational burden {TMB) [I7], droulating
fumor DA (ceDA) [5] soluble Grameryme B [15], microRMA {mifNA) [19] blood miceo-
‘binmme [ 2], and ex ceomes [21] All of these sohsble factors can be detected and measned in
plmwhichmatuﬂmgaudmrﬂﬁa‘h:upmdjcﬁmbimnhuu[hmmﬂhaapy
[Figume | and Table 1).

In the present study we review reent sdvances in Gquid biopsy to identify potential

i anid predictive biomarkers of response in patients with advanced MNSCLC treated

with immunothermpy (Table 1)

107



{Cavoers Mh, 13, &30

R B[

“ % » I Dysblosin | pme - =
Wsrviine e
FpE =]
R T
i
e b '
AP
EL TS ]
Irre B . - il - -
Ir.:..d- ki
Foisswun chu ek
’ T ool fl.'|"JI'I'II\:l|'I:lill'\'
. [ ] | |
Hﬂ-r\-'\\:.-:thl. P ) L1
e -

HE cull

Figune L Suhabbe bicarmarkers of dmse oy shem fespede b s ey

2 Circulating Immune Cells

Microzmraronmental inflammation plays & fundamental robe in the carcinogenic pro-
cess aned in the progression of malignant kesions. Inflammation promoies @l probiferation
and survpral, activaies mwmﬂrﬂmmwmm.w Meu-
trophils and other namune s such as myeloid-derived suppe ssor cells and
ahnmmmmnmmmmmvasﬁmﬁ,maw
fammatory cytokines) [11] and matris metalloproteinses imrolved in angiogenesis and
metastasis [22] (Table 1 and Figue 1).

Civen that these immure cells are the =ffectors of IO teatment it could be ad-
vantageous to pecsely caloulate the numbers of these a=lls and to perform a detailed
analysis of immune system @ells present in peripheral blood.  Several authors have
identified neutrophilis as an inflammatory responee capabile of inhibiting antitumor im-
VLT e to inactvation of T cells [13,14], which suppesss ortofocic sctiv-
ity Flatelet activation is stimuolated by i cytokines and parficipaies in
the mcruibtment of newtrophils [14]. Several studies have found an assocation between
wival [FF5), and overall response mie (ORE) in patients with advanced NSCLC treated
writh immunatherapy [15,14,22.7%] The fincdings of those stodies suggest that all of these
cutcome varisbles (FFS, OF and ORR) ame significantly worss in patients who presnt
higher NLE values and platelet counts at bassline [prior to immunotherapy) and in ghe
d—bﬁ-—waelperiud ing treatment initaton However thess mesalts must be in-
I:'rpn:td muli.nus]}rﬂ;i\:n'rltltni.lzlinmnfﬂ'm studies, most of which wer: small,
lztunl]:vn:l:'r::llud.'zl. In addibiom, ﬂ'hcml—dfpci:ﬂ:mdiurﬂ.\:”[ﬂuﬂﬂ: Fl.l‘l:l:l‘nl:
wiere highly heterogenous, thus making it difficult to the esults. Far
some studies ussd an NLE of 3 |22, 23] whereas others used an NLE of 4 or 5 [13,23]

Lymphooytes play a central rale in the antifumer esponse induced by immunother-
apy Therfors, determmation of basslines status is wweful to assess rmmueme—
competene and to quantify the number of specific pre-evisting tumor clanes [5]. High
I}rm]:fhncyt lrd:nmwhl.l counks have been assocated with a Fnltl:l"b:n:ﬁti.rl.CE:i.n
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patients with advaned melanoma teaed with m'mmruﬂ:l:rap_gr [E] It is believed that
T cells in peripheral blood also e flect the tamor nt and peesence of tumar
infiltrating lymphooyies (TIL) [B] Previous studies have found that necantigen hetero-
thyinlmmrﬁu‘mirﬂmuiﬁ:&:mrtbﬂﬁnnufTCEﬂ+lymp?ucyt: in the fumor
b= have found that T @l receptors (TCE) that allow for the moognition of a varkety of
epitopes [15] are extremely similar in FO-L1+ and CO8+ T cells and TILs, indicating that
FTHL] expemssion in peripheral T cells could be an indicator of the mmune staius of the
tumor tissue [24] Drvonca et al [26], analyred peripheral blood evels of Bok-2-like protein
11 {BIM) in patients with metastatic melanoma. They observed that patients with clinical
benefit after four cycles of reatment with immumctherapy presenied a higher frequency
nEEin'rr.l"F"D-'l-i-Cl'.‘lﬂT]ymphuqm:alﬂttcghuingniﬂ:lmdympmudmpaﬁ:m
with disexe Pmﬂ;rm[u'h:m-nfﬁﬁv:. %%, p = L04). In'?.l’?ru-pnnd.i.nﬁpu.ﬁaru,.
PD-1+ CDE T o=l BIM levels decoeased after the first thess months of trestment and in-
ceased or did not change in the 5/ 5 norrresponders (p= L0002} Authors condlude that
Bim bevels in tumar-reactive PO-1+ C0D8 T cells may selsct patients likehy to benefit from
ant-FT-1 therapy. A ecent shody found that the TCRE dversification in peripheral CDE+ T
cells was associaied with a betier prognosis in patients teated with ans-FDO-] therapaes [27]
Aru:ﬂ:r:-rud}rimruhrirgpnﬁuiuwiﬁ MECLC treated with ant-FID-1 antibodies, found

igher levels of Kif +, FO-1+ and CD8+ T cells in peripheral blood, espedally among
mspanders [ 18], and this mcreased the population of T cells that expressed co-stmulatory
maolecules, such as CD2F, TS and indwcible T cell co-stimulator (005, with CD2E being
the main target of FO-1,/PO-L] signaling [8] (Table 1 and Figure 1)

In a very reent study, Anagnostou et al [29] performed comprehensive genomic
and 1:ra.n.|:|'i|:rh:|min|: ‘turmior HJ'IIJ}I'I!I in comjunction with T ozl 1:=|=rh:|i= a.nal_!.ru for
G4 advaneed melanoma patients trested with 100s a5 part of the Checkbare-0058 dini-
cal trial (NCTO1621430). The authors showed that the tumar mutation barden is assocated
mﬂlm]:umredtzahmtﬂpuu:.}urm:tﬂtmuutmfzquﬂn:}l llﬂ:FE-EdFl'Eﬂ
lupﬂmrnprﬂimgmmhnuuzﬂTmudﬂmgrmbuhumnam
changes in mgression or expansion af the T el e pertoize during treatment differ=ntiate

I]Jﬂ'hd!l’lfm]‘h:l‘l—]‘ﬂpﬂ.‘ﬂ!‘[‘l li:]u:h.Inaddrha\.h’mphmu:ﬂ.ﬂ.E:Mdm
increased sbundance of B el subsets in tomors from sesponders and patterns of maokecular
responss assocabed toexpressed mutation elimination or reenton that reflect clinical
Tﬂ(crpzm'm‘l,cuu]ﬂh:mrﬂ:h mdhﬂlmaﬂuapcuﬁrcﬁn:thrlﬂl.

In addition, Wu et al [30] showed clear evidence of clonoty pic expansion of effector-
bke T cells not anby within the fumor but also in the surrounding healthy tssue. Subjects
with gene signatunes of such clonody pic expansion respond best to anti-PIFL] treatment.
HEemarkably expanded donotypes found in the tumor and in the surrounding healthy
Haswe can also be detected in peripheral blood, which suggests a suitable approach to
]:!ati:l'l.ti.l:\:n‘tiﬁzli.l:n These results uﬂﬂbrruldalmch-:Lﬂ;ﬂt'ﬂ.‘uthﬁa-tumﬂlT:ﬂh,
mah\]}lhrupauhepm mrq_:h'l.i.:hu:'lwi.ﬂt hﬂhrmulu@rq_:h:mtnﬂh
froe sifes outside the tomor, suggesting continued acthyify of the cancer immunaty cycle in
these mdividuals, the acceleration of which myb:anudabdwiﬂi:ﬁni:alrm

[rlhzmm.l.uftﬁmuummpunla h:tcmﬁﬂ'mugulpnfamn,wi.lh
mae than 50 histological subdypes. A gene expession study (1 = 608) of sarcomas has
allowed a classification of five subtypes bassd on immunity from the composition of the
fumor microenyironment. Subtype E (high immunity ) is characterized by the presnce of
tertiary hymphaid strucnares (TLS) containing T cells and fallicular dendritic cells and par-
i richin B el Group E demonstrated improved survival and 2 high response raie
to P blockade with pembrolizumal in & phase [ clindcal trial This work demonstrates
the clinical podential of B-celkrich ELTs for decsion-making and clinical reabmenits with
K5, which could hare further potential applications in other cancers [31].
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Additionally, CDE+ T lymphocytes are the main antitumor effector cells. Most cancer
mmmunotherapeutic sraiEgy seeks to inoease ortotoic T lymphocytes (CTL) spedfic to
fumoral cells The tisswe-resident memory T {TEM]) cells, 2 reently identified subpopula-
ticm af memory CD6+ T cells, persists in peripheral tissoes and doss not recinculae. TEM
cells subpopulstion s considersd an independent memory T cell lineage with particalar
transcription factor expression. TEM @l also express high levels of grarcyme B [FRy
and THFu (see below ], a reinforcement of their oytotocic characieristics. In s
hmmnnd:handcnﬁmhdhm:mmﬂm{mﬂlummiﬂu:dml
dnncﬂ}rn:mlm\] tomar leh In addition, TEM ce=lls Fmdnmn'unﬂ}rﬂ:p:u imariare
checkpoint such as Toe-%, FD-1 and CTLA-4 Blockade of PD-1 with anti-FD-1
antibodies on TRM @lls obfined from human lung cancer promicies ortolytic activity
h&mdmlngumrmmrnﬂhnlﬂ'dm:.mhﬂ:ﬂh a.p-pcnrt:'uzp'lz:nt'uzhvmtfachun
in tumear immuone sunneillane. TME cells induction by imaounotherapy strate gy may be
crucial for the sucoess of these eatments. TRM cells hawve the following characeristios:
(1} contact with fumor cells, (Z) predaminant expeession of immune checkpoint rece ptors,
and (3} meognition of tumar cells, which suggesss that they may be imrabred in the sooe s
of Il treatment in various cancers [32]. In sddition, the baseline presenoe of tertiary
lymphoid structumes and their components is cormeLted with the capacity of cancers to
unidergo mira-tumioral mroene o0 eactvation

FI'La.I]}I_.FhEEhplay afmtdamﬂﬂzlml:h!;ﬂmi:a:ﬂhﬂ]rupa‘uuagaﬁrﬂtm
TIE_gr sequester fumar mokeculkes, 1ru:ludn'|ﬁRHﬂ and ]:\mtin h’a.l'l.l:l’.ip'l!,. alhri.ng their
fumor-educated plaelets. They transport material from the tumor microemrirormment to
ﬁudmehﬁhmmaﬁghuihmimhhhﬂmdm
Thqrnmh:i.n arﬂmpﬂtﬂiﬂaﬁ%vaﬁ:ﬁcgmiﬂhﬁﬁumﬂhhﬁaﬂmﬁuﬂ
pmgnn:hq.]:u'ud:l:m': or E-nl]-nw—up biomarkers [13].

1 Tumor Mutational Burden

TMB is defined as the mumber of mutations per megabase (Mb) of DNA [34]. Boovietal
obserred an asociation between high TME and beter immunotherapy outoomes in pa-
tients with BSCLC [35] poentially due to necantigens induced by acquired mutations,
which increase tumor immunogenicity and ths ssponse to immunotherapy [36] To dae,
ma-n:.mmha:hamd:ﬂudhhnznmm}ush F‘D—Llﬂ]:umhrtﬂm:ﬂn:l-
ation has been obsenved in fumors presenting epidermal growth facior moeeptor (EGFE)
mm:ﬁm:,whiimuﬂcrplainﬂelﬂnfdﬁaqrufinmumﬂumnrhﬂﬁlpaﬁem
subgroup. By contrast, Kirsten rat sarcoma viral oncogens homaolog (ERAS) and proto-

memﬁurummudwiﬂtﬁlﬁltm&wiﬂtagzatrm
to immunotherapy [34]. In the Chedchdate-2¥7 trial, which compared immunothemapy
[nivalumab phas ipilimomab versos nivolumab monotherapy) to frst-fine chematherapy
in advaned MSC found that OF was betier in patients with high TMB (=10 muta-
tions/ Mb) [17]. However, an even greater responee was obsenved in patients with high
TMB and FTHL1 expression (=500%) compared to patients who presented only a single
factor, indicating that THE may be a good indspend=nt biomarker when coraidersd to-
pether with POHL] expression [36,57]. In a recent metr-analysis, Gabranoet al evaluased
patients with advanced NSCLC teated with immumotherapy (sight patient coborts in five
different phase [T clinical frials) in which TMB levels (hagh vs. bow in sther Saue or blood)
wias evaluated s a potential bicmarker of efficacy High TMB was associated with betier

EE:Flh'IlE]:unlnr: ruulhafhtmu—au]}u.il.mt!ﬂlmtma&;hrmin
lnu‘ti:'hedini.n:.l]:u'acﬁz d.1.|=‘h:|:i1'.-lm.'l1.}r Emitations Farnamp\:, the assessment of TRB
mquires bang sequencing panels, which in tormn requoires large amounts of tomer Seswe [ 36];
by contrasg, less tissue s equired to analyze the expession of FOFL] [26] The major
obstacle to implementing TMB as a biomarker in routine dinicl pradie i the need
to standardize the available tests in order to achieve a more homogenecus approach to
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nﬂnm'ng TMB levels o ensure mmpamhil.i.gr amang ests In addition, -hpnz the
1 ad we of erms such as “low TME” and “high TMEB", the threshold to define high
or Low levels has not been clearly established (Table 1 and Figure 1)

Several snudies have confirmed that TME is a podential biomarker for imamunotherapy
in melanoama [39], hung cancer [40] and wrothelial cancer [41]. However, in mamy pabents
with advanced cancer, 'ltil-:imp:l_;l rﬂpﬂﬂ:kmubmlnlfﬁmtrmmhmkm
Lar anahysis [17], which explains the inferest in identifiring less imrasive methods to
mmulnﬂi:mml lnduuﬂtu:nfnmhmiﬁhmmmﬁmd:t:tm&km&wuﬂmd
TMB (bTMB). Gandara et al [42] found that BTMB was associated with improved PFS
ouboomes in pa.ﬁﬂ'l'l: with BNSCLC treated with inmumﬂerap}rvmdﬂmlhﬂaﬂr;
however, mone evidenoe is needed before this approach can be ussd in dinical practiee.
Wang et al. [17] examined the cormelation between BTME and TRE in tumar tissue [tTME)
in order to assess the value of BTMB for slecting patients with advanced WSCLEC that
could benefit from anti-FI-1 and ant-PO-L] therapies Thoss authors found that patients
with bTME levels > & obtained significanthy better PFS and ORE. That study also showed
higher levels of BTMEB among responders (Table 1 and Figure 1)

hdlurt.n'h:mr.ing'IHE inp:ri.pl'mllﬂ.uudﬂuunm:tmt aH:vemmIznpmil-
hgmatcmrmﬁtai.nmdhcﬁvqirﬂ:p:rﬂ:mblnmhrmﬂﬁMEIPNEmiw
m'l.l'lnﬂn:rapy. Hnmmqmlﬁmnmmhmﬂud, Lrlﬂ.llﬂ.ll'lgﬂh: appm]m'alz
pane] stxe and variants to inchade.

4 Circulating Tumor Cells

CTCs are aells that have escaped from a primary neoplasm and trarsit in the blood-
stream. Thesir capture and analysis offers new opporbanities to better understand the
fumar metastasis proess, Pulzn'hal]}r EBI:I].‘i'h‘I:i.I.‘IE'I‘J‘I: -:l:\:lnpnmtafmmlmrbﬂt—
hm.crhi\:pu}r [44] from the Finmyhmma:dfurmmﬁ:lzﬁmu,ﬁus]:uwbdinga
Flobal rpresentation of the genetic diversity of the tumor [15]. Unlike oA, CTCs can
huﬂymdnh:i#ﬂhrlmwpmﬁhgm&m@mMW}:m
ity []5] Cmﬂ}ﬂﬁmhﬂh‘lgmdidhpmﬂHmm:ﬂnﬁRNﬁHapmﬁﬂ

biomarker in differnt tumars [15]. The isclabion of CTCs is challenging due to
thesir rarity (1 cell per 106 or W beukocytes. in humam blood]), fraﬂilrl}r a:ﬂl'E‘Im'u-Fﬂl}:
These charactenistios make detection highly difficult. Althoogh
bﬂdﬂfelnpudﬂmnht&ﬂ:ﬂh,ﬂ:upﬂmalmﬂuﬂmﬂm:hu[]ﬂﬁnm
etal [45] detected EGFR mutations in CTCs and DA, finding that the mutations present
in those cells wer highly concordant with the mutational state of the tomor tissoe. Guibert
et al [16] evaluated whether CTCs could repesent a substrate to analyze FIRL] expres-
=i, ﬁ'ﬂhﬂ:ﬂutﬁ'[iﬂpuu:h\g?ﬂi]+hadmmhﬁm*iﬂtﬂﬂ35mfﬁinpaﬁﬂih
with advanced NSCLC. However, patients with positive FDHLL ex pression in CTCs = 1%
at baseline weme more Heely to be noreesponders. Importantly, FORL] ex pression was
wahubl:in?ﬂnfﬂtﬂn‘ﬂﬂ.bl.ﬂm]}rﬂ?uaﬁm:mphdmmﬂe BErmnitations of
comyentional biopsy [16] (Table 1 and Figure 1)

Micolzzo and colleagues [46] manitored CTCs in patients with advanced NSCLC
undergoing immunatherapy (nivalumab) in crder to determine whether thers was an
association between POHL] expression i CTCs and response to imem: Although
the small sample size (1 = 10} impeded an acoorate analysis, they found that the peesence
of FIF L1+ CTCs was associaied with prnﬁ;rﬂdmtinapﬂiadnfﬁmhinm-nfﬂt
Pahcrll:,.lu.ﬁgclhnﬁﬂutle—Puiﬁ.\rigr in CNCs could be an indicator of resstanoe o
mrmunothera p}tbkverﬂ'uhuﬁmeﬁmﬂnwmuth m‘EI‘FﬂE‘EﬂG.I.I.‘tICII.LI]}I’dL‘EtBH‘E
small sample s (Table 1 and Figure 1)

In shart, the peesence of CTCs is associated with awors prognesis and a higher risk
dcnlymh;thdiﬁhmﬂy}udm“mbm.&:ﬂu@dﬂﬁmlﬂhmﬂum
understanding of the molecular biclogy of fumors and also provide useful information on
fumor speead. Thas strabegy may help to idenbfy poentally relevant molecular targets in
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crder to improve therapeutic management CTCs could be weed to gude sequentia] therapy
with tyrosine kinase inhibitors [TEI) in patients with NSCLC with acquired resistance

mutations. Although high levels of CTCs pre-treatment ssem to be associaied with worse
Fmﬂn:u..l:unﬂ'lldmirdi:mﬂutm-u ﬂ:p:ln'mmtl.l.l i.n'.__I'Cl]'u:lnnFm;g;rnlli.:
impact [16,45] (Table 1 and Figume 1)

& Circulating Tumor DMNA

The confribution of ciNA to the development of next-generation sequencing (WGS)
has played an important role in the diagnosis and follow-up of various solid tumoms.
The clinical appluta\ncf:tmhhu Fuuﬁmdﬂ&tiﬁ:.tﬂ}rnnﬂmamﬂm
as the mutstional states of oncogenes such as BRAF and EGFR are important factors i the
therapeutic dedsion [7]). Analysis of ctDNA could predict respanse to immunothe mpy
given that teeatmment efficacy has been assocaied with TMEB [£7]. Lipsonet al [45] evalusied
the correlation befween ctDNA levels and clinical symptoms in melanoma patients tresied
wi.ﬂ‘n:inm‘n..mlh:nﬂw. Inl!u'l:l'h.ld} mwhich E'n:nE'H.'l:tu'LPaﬁm.I:Fr:lﬂ'utd mutakicns,
an increxse in ctDBA TME was assoctated with tumior F"I.'IJFﬂIIII'L In addition, DA
meanitoring has the potential tobe used for the nom-imrasive detection of these mutations
in patients teeated with anti-FID-1 antibodies [12] (Table 1 and Figure 1).

& Soluble Factor of FIHL1 {sPI-L1)

Proein PIFLL is expressed in ransmembrane and soluble forms. Elevaied plasma
levels of sFTF11 have been observed in paﬁerﬂlwiﬂ'l.variuu t]l]rlul'hmm':_.nﬂudl.nﬁ
|1.I1.E CATICET, 'I_:_.mp}h:m I'Epa]ncz'l.'lula.r carcinoma, and Eﬂlric camer [45]

Based on the findirgs of the KEYMNOTE 024 trial, FTHL] expression in tumar cells
[measured by IHC) was established 2= a predictive biomarker for immunotherapy in
pati:nl:wiﬂ'l MNSCLC In that trial, pﬂli.ﬂi:lwiﬂl P11 ﬂ.‘P‘EﬂiﬂnE"«rﬂhJ 50% in tu-
mar czlls showed a greater response o pembrolizumal than comrentional teatment 501
B__.rmrﬂ:'a:ﬂ; in the Checkbate-026 trial, first-line rﬁuuhmabdjdrh:tpahngmmm-
pamd to chemotherapy in patients with advanced NSCLC who had PDHLL i
over 5 [51] These results suggest that FO-L] alone is nsufficent to assess the efficacy of
ant-FI+1/ FOHLL teatments [§]. Monemver, 25 a biomariker, FO-L1 :l:p'm'llu.l several
n:]:-arh'l.l‘lnm.lnuu:u. mnﬂ':ruhl:l'l_:_.l &Elﬂnfm‘uﬂuﬁmylﬁnﬂ:&:wﬁmmﬂ
point bo define the degres of valid expression (1% being the most comman threshold level)
hﬂMMmhm'tgsEuymtEdﬂﬁmJ@mm:nmpkmm
biopsy, limit the interpe=tation of the FOHL] lumor expression (Table 1 and Fgue 1)

Several studies hove evaluated the functional rode of sFFD-L] in cancet, as this marker
mﬁﬁhhhm@iﬂ&ufhhﬁrﬁcmpﬂmﬂTmﬂ:hmerﬂiﬂh
Evdsdﬂllmmmtdwﬁimpmﬂrmi;nﬂudyingﬁpaﬁcmm
achranced NSCLEC found that high sFT-L1 levels (=752 ngd ml) wee significanthy associ-
ated with shorter OS (hazard rabio [HEL 1.9% p = (U041} [12] By contrast another stwdy
reparted that sSFTHL levels were not associated with tumor histology the presence of
driver-mutations, or clinical stage [E].

The availshle evidence suggests that high levels of sFTHL1 seem to be associabed with
wWoTE Frrnﬁ;rl.l:ui.-.'inpal:ienl:wiﬂ'l. adva:mdNﬂCHm,lh:]:uuﬁnnlﬁ:wJu: af
sFTHL] expression remains oncertain. More prospective studies are needed o ehably and
e producibly comelate POFL] expressian in tumor tisswe and plasms.

7. Tumor Mecrosis Factor Interferon Gamma, and Interd eukins

Boutsikou f al described the mmpartant rale that [Fhy, THE, and IL plyy in tumar
development [11] Those authars evaluated IFNy, THEF and L levels in peripheral blood at
hasehine and after thres months of ant-PDF] therapy, finding a significant associafion hetween
high evels of these orftokines and mesponse s and OF, but not in FPS Cytakine evels
hzmdmhhiﬂuhmi-mlmmhﬂmm&ﬂmﬂuhum
thawe authars found that FTHL] evpression was significntly associxied with diffeenoes in
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IFM o vl bnat ot wich the ofher ortokines. Fowever, the potential rale of these cytokines s
prognastc or predictve biomarkers of resporse fo mmmuonotherapy s not well understood dioe
2 lack of dats supporting these peeliminary ®sults [Table 1 and Figure Ty

Certain interleukins—incloding 114, 11-1 and IL-f—are imrolved in key mechandsms
of carcincgenesis and assessment of thes interlenking could be a promising strategy in
anfitumor immune therapy [11]. Most [Ls ame secrefed by C04+ T hymphooytes, but other
celly, including monocytes, maoophages and endothelium, alse produee s IL-12 has
bﬂﬂmnhhhmnptﬂunﬂﬂqﬂ:,hﬂmquph:hhhmmhpﬂamﬂﬂum
elly, and change the tumer microenvironment from pro-oncogenic to antitumorigenic
bymn:nl.iting immiune a=lls, w}idtctph.i.luwlgr c!.rh:Hn: conentration kevels seem to
be associated with FFS [11] Tran et al [52] found that high [L-8 concentrations wens
associaied with worse FFS in patients with kidney caner treated with TRl In a large-
scale metrospective anahysis (n = 1344), Schalper et al [52] demanstraied that elevaed
bassline serum [L-8 levels are associated with poor cutoomes in patients with advancoed
cancers (melanoma, MECLC, renal cells carcinomal) with nivolumab andfor ipilimumab,
everalimus or doetxe] therapy. This study showed the significane of evaluate serum
IL-5 levels in identifying unfmnarable tmor immunology and as an independent binlogical
marker in subjects receiving ICls.
B Other Soluble Biomarkers
£ 1. Granogme B

Granzyme B is a serine protease seceted by oytotaic CO8+ T aells and NE cells,
w:ilhm:in1|:mu.|1.l'm1=i.n immmurupmlemd.:i:ﬂud a.pn]:-h:.'u.Gn.nz}lmﬂa: frans-
Pﬂ'l!ﬂ mﬁema:tteﬂlhyqrtuhlxﬁmnuhmﬂmmpmu& Em-m.lpam—d:l:ﬂ'-:lm.l
apoptosis. High levels of soluble grareyme B have been nked with inflammatory. cardic-
vascular and atherosclerotic dissases [54-56]. Preclmical studies have found that graneymes
B actirity can be used as a prognostic factor for response to KoIs [18]. A recent study [57]
in 633 patients with cutaneous melanoma showed that grameyme overexpression sup-
presses cell proliferation and migration but not apoptosis in cotaneous melanama cell col-
fures. The authors of that study emphasized the impartant prognostic value of graneymes
in these patients, sugge sting that graneymes could also pedict anti-FIH] immunotherapy
:lpﬂ'ﬂq.ﬂtmpntnl:i.a]ly al]-n-w:i:ng for betier s=lection of caredidates. A nn'::rltllud}r-:l
patients (n = 347) with stage IV NSCLC treated with nivohomal demonstrated that patients
with low gramzyme B bkevels had worss FFS and 05 compared to subjects with elevated
s=rum cancentrations [58]. Costantini et al [59] also found that patients who presented
a positive resporse to nivolumab hed significanthy higher soluble granecyme B levels at
the start of nivolumab featment compared to non-esponders. Those authors found a
clirdcal benefit and a trend toward better OEE, 05, and FFS in patients with stable or
decreasing conceniTations of soluble grareyme B between treatment initiation and the firss
evahation. Elevated levels of ciroulating grameyme B may indicate the presene of an
eﬁ.dmtmda:ﬁrahdqmmi:hnmn ﬂlmmﬂly%qﬁutnﬂhwﬁiﬂn
are associabed with betier response to IC0s [559]

E2 miFNA

Micro EMA are noncoding ENA fragments (1525 pb) with biclogical activity
hmkinnﬂ.ﬁmmuhuhcnwﬂh'ﬂliﬁm with evidence of movrolvement in bomar
suppression and mesistance to chemotherapy [60) It has been suggested that miFNA is
iwnhﬁhhmm‘mpuuemphﬁanmﬂmndahdwiﬂt?&ﬂ:ﬂ?&lﬁm
and thus af potential inderest for diagnastic and therapewtic purposes. Costanting e al. [55]
wnmmm@ﬂmwmm-imbaﬂmm-
375 expression and immunotherapy response. Studies have shown that miBMNA-3200
idnmqﬂph‘hadh\:\:rﬂdiﬁmmthmmlypﬂ;hm&ﬂﬁhsmmhd
with carcinagenesis and poor prognosis [61]. Other studiss have shown that mifNA-575
is downregulated and associated with peor prognosis in MSCLC [1942). Furthermore,
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miNA-I75 is closely assodated with the o=l signaling Wne/ f-catendn [62] and Hippo
pathways [54] both aof which have been implicated in imommotherapy resistanae [65]. Asa
msult both miEMNA-320b and miBEMA-375 a.pFa:tu'I:\: irmrohred in ant- cancer imarane
mspanse to ICls.

Several other miFMNA s (miEMNA-HY, miENA-1%, and miENA-3) have been asso-
ciated with POFL] expression in NSCLC. Fujita et al. suggested that chemoresistance in
MNECLC patiznts with elevaied FOFL] expression may be mgulated by miBMNA-197 [66]
Cabbons and collesgues found that low expession of milRA-200 was associaied with
high FDHLY expression and suppression of CD8+ cells [7] In s small study @ = 20)
Halvorsen et al. [55] identified seven mifMAs (miF-215-5p; miB-41F3p; mibl-493-5p;
miE~184-3p; mik-485-3p; miR-526-5p; and mik-953-3p) associated with longer 5 in pa-
tents with NSCLC trested with novolumab:.

The evaluation of miFMA expression can pravide useful data that can be applied to
h:'l.]:- d:l.aEm:E MNSCLC and estimate the potn'hal value of antt-PT-] fant- P11 'Ih:rap}:
hhmﬁhﬂap:lmnmﬂmmb:apﬂﬂ:kﬂﬂq;ﬂh:h:ﬁ:tlbdmm'quﬂya
hm:mﬂmdhmmm:ﬂmhnm
due to the limitations of those stodies je g, small size and heterogenous analytical wech-
nigues], it is not possible to each anmy meaningful conclusions regarding the potential role
of miRMNAs a5 predictors of response and survival in patents teated with immunotherapy
(Table 1.

B3 Gut Microldome

Fecent studiss m animal models have underscored the funchion of the microbiota
in mediating responee to chemotherapeutic drugs and mmmuonotherapy (anti-FDHL or
anfi-CTLA-) [65]. The infestinal micobicta rgulate these trestments through oritical,
m.dzbuh,alz}muli:acﬁﬁtymd:hﬂnﬂﬂvaﬂ:grm dJlm[FdﬂnﬂIﬂ
known as TIMER) Chuaknine et al. [20] anabyzed the influence of the blocd micobicme,
circulating citrulline {a marker of intestinal barrier function), and early administration
aof antibiotics on the efficacy of nivolumab in WSCLC. That study incorporated 72 sub-
jpcts with sdvaned NSCLE with anti-FTHL] treatment in a second-Bre (or subssquent)
setting. Fatientswho recefved sary antibiotios had a worss 05 and lower citrolline con-
centrations than patients not treated with antibiotics. Elevated basal citrulline rates wemne
assnciated with longer FFS and (5. Thoss authors also evaluated blood microbiota com-
position scoording to tumor respores and cirdcal benefit with ant-FD-LL, fnding that
Gemmetmmundarege THNA mHmdwumnaEdmh]wmhmmmem
and worse 05 in patients with early antibictic use. Faradoically, in patients who did not
:n:iv::a.rl}la.nh]:iuliu, lunﬁunﬁmupmﬂ:wulti@thjuﬁhﬂ‘mwﬁﬁmun:i—
ated with an improved treatment espanse compared to patients who received antibiotics.
In this clinical setting, plasma dtrulline and blood microbiome appear to be promising
Pmdm'chmwi:rlthCLl:

In a meent study wsing mouse models [70], microbial analysis showed that
FParabocteroides distasmos a:rd Bacteraides mulgatus were mome pevalent in esponders to
ant-FI+1 blockade than non-responders. That study also showed that transplantation of
fizcal material from mice that esponded to PO-] inhibitors to non-esponders sensitined

in thess mice, thus comerting them from nom-esponders to respanders [FO]
Takadaet al. [75] studied the clinical effect of probictics in 294 patients with advaned or
meurmnt NSCLC tresied with ant-FD-] imamanotherapy (nivolumab or pembroloiumab
Uirdvarixte analyses revealed that probiotic use was associated with significantly better
disrase control and overall response. These nesults suggest the potential value of guot
microbiota as 3 new biomarker for predicting response to anti-FT-] imemmotherapy. Mev-
ertheless, hrgq. P'I:DI-':I:EI:NE shodies with more IC1 I::ah:n:nl':h'at:ﬂ;lcl-a.r:rncdﬁl‘h:

confirm those findings (Table 1)
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mwporse sl okl I:-.'rl'ﬁfmﬂl ang-PIELL
n Dismdransages foew stodis, hrger meph: sines e edied for stietesd
'I'H.I.h‘;h::-t
- . o scken s ] = F E——
mm'l.,.rrum-dp'nkm
[ ] miAMNs in exmecrmees s mons stable than seum saB s dhoe i the
dimabde- e e whructume.
n Exemormes oo hisdd to FTL ] oni el smed thim sctvely sups Chen Getad [21]
O mphooyies n et -
FErosamas - Dt antzg:c Pogrioctal [71]
Dl B M etul [73]
~ Wk th ek fur B Lo arkation amd sy
From b pb o8 an: =t P
and thar mk xa b b : h 1
- Impimu-l-.u-u .‘I
Abbmeviati 5 Il survival; PPE: progusssfne survesl;, NEL: phil o pmphegre ntio; Kx  E=mume
chundpoamt inhibibors
& 4 Expsomes

Exosommes are membrane-bound extracelular vesicles (EV) produed in the endosa-
mal compartment of most eukaryotic ells EVs can transport functional proteins, mERNA,
and mifMA to adjacent c=lls, allowing them to perform their function as the mediator of
celbto-el interaction (Table | and Figure 1) Cancer cells sctively melease o osomes into the
hmmﬂtﬂmﬂhkﬁmmwm:hndyﬂmmulhmh
commumication system stimulated by the tumor stroma. Excsomes ae present in all body
fluids and have a potential rale in communication befween @1ls and non-imrashre cancer
biomarkers. Excsomal-FI-L1 is detectable in human plasma and could be an important
biomarker It can bind to FO-L on immuone cells and thus actively suppress COEH ympho-
cytes Exosomes can also suppress WK cell actvity, interferewith monocyie differsnbiation,
and induce differentiation of myeloid precursor cells into myeloid suppressor cells [74]
'ﬂiﬂcfmq.ahi;g;h:rmnhaﬁm of ex osoanal PIFL] befoes mitiation of ant-FT-1 'Ih:'rapy
has been associated with worse prognosis in melanoma patients [21,71]

Xizor-Pengetal found that the type of miFENA s from the exosomes of NSCLC patients
are different from those in healthy subjscs. Those suthors reported that the peesence of
thiree miFMAs of the haa-mil-320 family could be poential indicators of the e ficacy of
i:rlmm'u:rﬂ'hﬂ'ap}rinr_'l'uepal:iem Furthermoms, hn—mii[—]i'.‘i:l—ﬁ]:lmu]dl: a‘lz.lFI‘fl:rl.’
ant-FI-1 teatment in plasma exosomes of NSCLC pabents [75] Del Be ot al. mmrestgaied
the mlationship between FOFL]1 mEMNA in plasma-derived excaomes and msponss to
nivolumab and pembrolizumab in pagents with melanoma and NSCLE They showed that
hmﬂﬂpﬂuﬂmn&?ﬂ-ﬂdmpdmtﬁ anit-FI-1 treatmenit. Fn.l'l!'h:ru'mq.ﬂ:n:}l
observed that the coneentration of FO-L1 from plasma excsomes decreased significantly in
subjects who respond fo teatment and, comrersely, incweased in patients with progeessive
disease; no relevant changes were obsenred in individuals with stable disease [72).

Flasma-derired exosomal miEMNAs and mENA may be potential biomarkers for
anti-FI+] treastment in advanced NSCLC Becently Guyon et al. [74] mported that ex-
posum to ant-FI-1 in T cells induces enrichment of exosomal miBEMA-4315, which pro-
maes an apopimsis-resistne mechanism to standard chemotherapy in ancer cells re-
cefring this mifMNA . The authors, also establishing the malecular mechanism, founed that
apoptosis-resistancoe is assodated with downregulation of a proapoptotic protein (Bim)
me dizvied by miEMA-L515. Inoa very mecent preclinical sthsdy, e osomes were purifisd from
fwo melanoma cell Bres to shudy the mmamune inkabitory effect of exoscmes in in vitro mod-
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el in patiert-donated NY-ESCH-sperific CDE+ T oells. Fxosomes from both o=l lines inhib-
ited  the imamares :lpﬂuen‘anﬁgﬂi—lpe:iﬁcTe[hinan'nﬂumm;
as demonstrated by decreased e pression of the cytokines IFN-y and THNFa Further-
mhmﬂm:nb:w:dhtﬁhhﬁﬁme&nmﬂdhpmﬂ}rmmdh}rh
presence of angi-FD-L] and ant-11-10 antihodies [77]. The authars concluded that the in-
hibitory capacity of exosomes should be considerd in the process of developing therapies
that mly on the poiency of personalive d antigen-spedfic effector T cells. The application of
plasma-derived exosomes in ant-FIOH] immunotherapy has several dinical advantages
Fh!t&emhl}hum:d:b:bdinpﬂﬁﬂhnmhﬂ}rﬁmmrmhﬂﬁdlm
more accuraiely and dynamically represent the status and function of cells and fumar Gssue

miFNA s in evosomes are moe stable than mifMNAs inblood due to the presenoe of
ﬂupﬂutu:hudmhkurmh:rr_&u@r Ew'ﬂ‘:d:trhmu\fetmmalmﬂm;mhrn

blood samiple is needed, arodding the dissdvantages related to the heterogeneity of tamar
h.u'l.l:.umplﬂ. ﬂzrehyaﬂnwmﬁhuadaquat mnu'u'tun.ngaf'ﬂu d.l.leuenuur:dm'mg
treatment (Table= 1)

& Conclusions

which may one day become a cornemstone treatment for multiple fypes of caneee This
is why it is 30 cudal to develop elisble biomarkers (Figume 1) At present, ressarch in
ﬂ1.i.|a.r=.1i.|lh.'|.li.|1.ﬂ'h:=a:'§,r stages. Rdamhrtwmmdﬂhmhenpﬂm
a.nl:ln'm'l}l mmhuq_::chmurha':aﬂrrmﬂnmhmlhvﬂﬂth-,ﬂ:hmd
mmumc-ancology s highly promising, and it is ecpeced that numerous novel bicmarkers
will be discovered in the coming years. Studies conducted to date show that biomark-
ers can and will play an important role in predicting treatment response and toxicty
Nlreﬂ'uh.,mmmpd,]:uuqz:ﬁmrmdbmnﬂdsdbwlﬁat theme bhiomiarkers in
limical .
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