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| INTRODUCCION

1. Mesotelioma pleural maligno ( MPM)

1.1 Epidemiologia

El mesotelioma maligno es un tumor muy agresivo que surge de la superficie de
las células serosas de la pleura, peritoneo y cavidad peritoneal [1].La
enfermedad se caracteriza por un largo periodo de latencia desde la exposicion
al toxico hasta el desarrollo de la enfermedad.

El mesotelioma pleural maligno (MPM) se considera una neoplasia emergente ya
gue era raramente diagnosticada antes de la mitad del siglo XX. La incidencia ha
aumentado rapidamente desde 1970, y en la actualidad se estima que ocurren
3000 nuevos casos al afio en Estados Unidos [2,3]. Estos datos reflejan la
extension de la exposicién ocupacional del asbesto, principal causante del MPM,
en el mundo occidental entre los afios 1940 hasta 1970, asi como la latencia de
aproximadamente 30 afios desde la exposicién hasta la manifestacion tipica del
MPM. A finales de los 1990s los gobiernos de muchos paises desarrollados
prohibieron o restringieron de manera importante el uso de asbesto. A pesar de
esta prohibicién en las ventas de asbesto la incidencia de MPM se espera que
aumente debido al reciente auge renovador, especialmente en Australia, y los
largos periodos de latencia entre la exposicion y el diagnéstico [4,5]. En Reino
Unido en 2008 fallecieron 2249 personas por MPM vy la incidencia de la
enfermedad estd aumentando en ese pais debido al contenido de asbesto en la
construccion de viviendas y edificios publicos. Ademas numerosos paises en

desarrollo contindan utilizando el asbesto.

En Estados Unidos el pico de incidencia se ha alcanzado durante la ultima
década, pero se espera un pico mundial de incidencia en el afio 2020 [6]. En
Espafia no se dispone de registros nacionales sobre la incidencia y mortalidad

de la enfermedad y se estima actualmente que la tasa de incidencia se sita en

2
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torno a los 0,35 casos por cada 100.000 habitantes-afio y es responsable del
fallecimiento de 5 personas por cada millon de habitantes. Se estima en Espafia
gue las muertes debidas al MPM por la exposicion ocupacional al asbesto
continuaran hasta el afio 2014 [7]. En Barcelona la tasa de mortalidad por
100.000 habitantes durante el periodo 1983-1990 fue de 0,83 para los hombres y
0,47 para las mujeres, con un aumento significativo en las areas de El Prat de
Llobregat y Cerdanyola, areas donde existen empresas productoras de

fibrocemento [8]

e - Incidencia en hombres
3.3

e Incidencia en mujeres
3.0

Rate per 100,000 population

Figura 1. Grafica de incidencia de MPM en EEUU entre 1975 y 2007. SEER
[9]
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Figura 2. Grafica de incidencia de MPM en UK entre los afos 2009-2011 [10]

1.2 Etiologia

La principal causa del MPM es la exposicion a las fibras de asbesto, al que se
pueden atribuir aproximadamente el 80% de los MPM. Sin embargo estudios
recientes analizando la epidemia del MPM en Turquia sugieren que la
predisposicién genética puede ser relevante para el desarrollo de la enfermedad.
Otras causas sospechosas o cocarcindgenos incluyen fibras minerales como la

erionita, el virus SV40 y la radiacion ionizante [11].

1.2.1. Asbesto

Se estima que es responsable del 80 % de los casos de mesotelioma. El asbesto
comprende un grupo de silicatos minerales que se presentan en diferentes
formas. Materiales que usan fibras de asbesto han estado presentes desde
tiempos ancestrales. En realidad, la palabra asbesto es derivada de un término

griego que significa inextinguible o que nunca se apagara, una referencia a sus



Analisis de la expresién de PD-L1 en una serie de pacientes con mesotelioma pleural maligno

propiedades resistentes al fuego. Precisamente son sus propiedades aislantes y
de resistencia al calor y a la combustion las que convirtieron al asbesto en un
material muy valioso en la industria. Se utiliza en la fabricacion de cementos,
tejados, revestimientos de piscinas, frenos de automdviles y construccion de

barcos.

Figura 3. Imagen de fibra de asbesto

Existen dos tipos de exposicidn al asbesto, ocupacional y no ocupacional.
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e Exposicién ocupacional:

Referida a los trabajadores que intervienen en procesos de manufacturacion de
productos derivados del asbesto. Los esfuerzos para controlar la exposicion
ocupacional al asbesto pueden resultar en un descenso significativo en la
incidencia de MPM. Sin embargo, debido al largo periodo de latencia entre la
exposicion y el desarrollo de la enfermedad se estima que el descenso en la
incidencia de la enfermedad ocurrira muy lentamente. Como ejemplo en Estados
Unidos en torno a 8 millones de personas han estado expuestas de manera
ocupacional al asbesto durante los ultimos 50 afios. Se estima que el 8% de los
expuestos morira de fallo respiratorio secundario a la asbestosis. La posibilidad
de un trabajador del asbesto de fallecer de una neoplasia es del 50% comparado
con 18% de la media de los americanos, la gran mayoria primarios de pulmon o
MPM. El riesgo de desarrollar un MPM en los trabajadores del asbesto es del
10%. Ademas parece existir una relacién dosis respuesta entre la exposicion y el
MPM [12].

e Exposicién no ocupacional:

La exposicion no ocupacional, ambiental, puede contribuir al incremento del
MPM. Como ejemplo se ha observado en areas rurales de Grecia, Bulgaria y
Turquia, donde el suelo contiene altos niveles de fibras de asbesto, mayor
incidencia de MPM que parece ser secundario a la larga exposicidbn no
ocupacional. En California se ha observado un incremento del riesgo de MPM en
relacion a la proximidad de un deposito natural de asbesto [13,14].

La relacidon entre la exposicion al asbesto y el MPM fue establecida en 1960 por
Wagner que reportdé 33 casos de MPM que ocurrieron en un periodo de tiempo

en un area del Sur de Africa donde se extraia la crocidolita [15]. Posteriormente
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otros autores reportaron la relacion entre la exposicion al asbesto y la
presentacion de MPM en areas industriales de Nueva York, en trabajadores de

varias industrias que manejan el asbesto [16,17].

Aungue la relacion asbestos-MPM es bien reconocida, se estima que sélo el 5%
de los trabajadores expuestos al asbesto desarrollan la enfermedad sugiriendo
gue multiples eventos genéticos son necesarios para la transformacién maligna

de las células mesoteliales expuestas al asbesto [18].

La patogénesis de la enfermedad a raiz de la exposicion al asbesto no es bien
conocida. Se piensa que cuando las fibras de asbesto inhaladas alcanzan el
alveolo, las fibras mas pequefias son fagocitadas y eficazmente eliminadas del
pulmén. Sin embargo, las fiboras mas largas no son facilmente digeridas. Estas
fiboras pueden eventualmente alcanzar la pleura via vasos linfaticos o por
extension directa, donde llevan a la formacion de placas pleurales, fibrosis y

finalmente la aparicion del mesotelioma.

Figura 4. Imagen de cuerpos de asbesto rodeados de macréfagos en el

alveolo
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Es dificil entender como ocurren las alteraciones carcinogénicas del asbesto
dado el largo periodo de latencia desde la exposicion a las fibras de asbesto
hasta el desarrollo de la enfermedad (30 afios de media tras la exposicion). Se
han propuesto dos teorias sobre los posibles mecanismos que ocurren en este
periodo de tiempo y que desencadenan el desarrollo de la enfermedad. Una
teoria sugiere que las células se transforman en malignas tan pronto como
contactan con el asbesto, pero que pasan afos hasta que el tumor crece [18].
Esto se ha considerado bastante improbable dado que no se ha detectado una
fase pre-invasiva y es un tumor de rapido crecimiento. La otra teoria considera
gue el asbesto induce alteraciones genéticas en las células mesoteliales en un
largo periodo de tiempo que ocasionalmente pueden llevar a la transformacion
maligna. Esto ocurre con genes regulatorios como INK4a/ARF que esta

delecionado o silenciado en el MPM [18].

Numerosos modelos experimentales demuestran la capacidad carcindgena del
asbesto [19]. Los mecanismos responsables de la carcinogénesis se relacionan
con la secrecion de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) por las células
mesoteliales y macréfagos expuestos al asbesto que llevan a la activacion del
factor nuclear kappa B (NFkB) [20]. En la pleura las fibras de asbesto pueden
causar cambios mutagénicos que llevan a roturas en la cadena de DNA. La
actividad del NFkB permite a las células mesoteliales que han contactado con el
asbesto sobrevivir y transformarse en malignas. Si no se induce la actividad
NFkB las células mesoteliales mueren como resultado de la exposicién al

asbesto.
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Figura 5. Posibles mecanismos de carcinogénesis inducida por el asbesto.

Adaptada de Sekido Y [21].

1.2.2. Virus SV40

El SV40 es un poliomavirus identificado en varios tumores. En la década de los

60 el SV40 contaminé vacunas de la polio. Estas vacunas se administraron en

numerosos paises, incluyendo Estados Unidos, donde entre el 90% de los ni os

y el 60% de los adultos recibieron al menos una dosis de la vacuna contaminada.

En modelos animales, tras la inoculacion del SV40 la incidencia del MPM es del

100%. A pesar de la evidencia respecto a los efectos biologicos del SV40 en las

células mesoteliales, existe considerable escepticismo en la comunidad cientifica

respecto a la relacién causal entre la presencia del virus SV40 y el desarrollo del

MPM [22]
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1.2.3 Radiacién ionizante

La radiacion ionizante también puede ser un factor de riesgo para el desarrollo
del MPM. Dos largos estudios de la SEER encontraron que pacientes
supervivientes a linfomas presentaban un aumento de riesgo de MPM y este
aumento se limitaba a los individuos que habian recibido radioterapia como parte

de su tratamiento [2,23].

1.2.4 Mecanismos moleculares del mesotelioma

Estudios en lineas celulares y también en modelos animales de MPM han
demostrado eventos genéticos y epigenéticos que contribuyen a un proceso de
carcinogénesis de las fibras minerales. Estos eventos incluyen la inactivacion de
genes supresores de tumores, la modulacibn de vias de sefales de
transduccion, la evasion de la apoptosis y la inhibicion de la degradacion de la

via ubiquitina-proteosoma:

- Los receptores tirosina quinasa estan frecuentemente activados en las
células mesoteliales y su activacion lleva a la sobreexpresiéon de la via de
Raf-MEK y PI3K, que son cruciales para la proliferacién y supervivencia
de las células [21].

- El gen supresor mas frecuentemente inactivado en el MPM es el
CDKN2/ARF, localizado en el cromosoma 9p21.3 y que regula la
inactivacion de la proteina retinoblastoma y p53, ambos supresores
tumorales [24].

- El gen de la neurofibromatosis 2 (NF2) codifica una proteina supresora de
tumores, merlin, miembro de las proteinas de unién del citoesqueleto. Se
ha demostrado que el 40-50% de MPM tienen una mutacion inactivadora
de NF2 [25].

- La via de sefalizacion del Hippo regula el tamafio de los érganos, su
desarrollo y diferenciacion y la reparacion de tejidos regulando la division
celular y promoviendo la apoptosis. Alteraciones en esta via se han

identificado en modelos de lineas celulares en MPM [26].
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BAP1 regula las histonas y factores de transcripcion relacionados con el
desarrollo de tumores. En un estudio in vitro se encontraron mutaciones
inactivadoras de BAP1 en un cuarto de los tejidos de MPM testados y otro
estudio identific6 mutaciones germinales en dos familias con alta
incidencia de MPM [27,28]. La pérdida de BAP 1 forma parte de un
sindrome hereditario de susceptibilidad al cancer que asocia con
melanoma ocular. La pérdida de BAP1 puede predisponer al cancer
relacionado con la exposicion al asbesto. Se ha propuesto que testar las
mutaciones de este gen podria utilizarse para identificar a la poblacion en
riesgo.
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Figura 6. Mutaciones somaticas en mesotelioma. Adaptada de
Carbone M [27]

1.2.5 Predisposicion genética

Estudios recientes indican que en algunos individuos puede existir una
predisposicién genética al mesotelioma. En el afio 1978 se descubrié una

epidemia sin precedentes en tres pueblos de la Capadocia, Turquia, donde mas
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del 50% de las muertes eran debidas al MPM [29]. Estudios mineralogicos
relacionaron la epidemia con la exposicidn a las fibras de erionita, un tipo de fibra
zeolita que se encuentra con frecuencia en la region. La erionita se considera la
fibora mineral mas potente para el desarrollo del mesotelioma. Inicialmente la
epidemia en Capadocia se asocid con la exposicion a erionita contenida en las
piedras utilizadas para la fabricacién de las casas en esta region. Posteriormente
se demostrdé que el mesotelioma ocurria sélo en ciertas familias. Estudios han
confirmado que la causa de la epidemia de MPM en Capadocia es una
predisposicion genética a la carcinogénesis inducida por la erionita, la cual se
trasmite de modo autosémico dominante. Sin embargo, entre los habitantes
expuestos a las fibras, la aparicion de MPM es mas frecuente en ciertas familias
[29]. Estos hallazgos sugieren que la genética juega un papel en el desarrollo del
MPM.

1.3 Patologia

El MPM surge de células mesoteliales pluripotenciales que son capaces de
diferenciarse en tres tipos: epitelial o epitelioide (morfologia epitelial),
sarcomatoide (morfologia de sarcomatoide en forma de huso) y mixto o bifasico
(morfologia combinada) [30]. La distincion entre estos subtipos es importante de
cara al pronéstico y la respuesta a los tratamientos.

El tipo epitelial representa el 50-60% de todos los casos y es el de mejor
prondstico asociandose a una mediana de supervivencia de mas de dos afios
desde el diagndstico. Los patrones histologicos de este tipo incluyen el
tubulopapilar, acinar y adenomatoso. Los MPM epiteliales son dificiles de

distinguir de las metéstasis pleurales de otros tumores.

El mesotelioma sarcomatoide representa el 10% de los casos y la mediana de
supervivencia es inferior al afio. Este subtipo estda compuesto por células
espinosas que imitan a los tumores mesenquimales. ElI mesotelioma
desmoplasico es considerado un subtipo del mesotelioma sarcomatoide. Los
sarcomas Y el histiocitoma fibroso maligno producen una infiltracion similar a los

MPM, siendo dificil el diagnostico diferencial entre ambas entidades.

12
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El mesotelioma mixto presenta caracteristicas combinadas del epitelioide y

sarcomatoide.

Ademés de ser un tumor raro, salvo en areas epidemioldgicas concretas, el
diagndstico histologico del mesotelioma es extremadamente dificil por lo que se
recomienda remitir estos casos a patdlogos con amplia experiencia. La imagen
tipica es la del crecimiento del tumor formando hojas sobre las células
epiteliales, sin embargo con frecuencia su crecimiento se confunde con el de un
carcinoma. En la etapa inicial se presenta como multiples nédulos pequefios que
son mas pronunciados en la pleura parietal. Cuando el tumor progresa los
nodulos confluyen hasta formar un anillo de tumor que fusiona la pleura parietal y
la visceral. En etapas mas avanzadas el tumor tipicamente ocupa todo el pulmén
y se extiende hacia las fisuras interlobares. Las estructuras adyacentes pueden
estar afectas desde etapas precoces, con invasion de la pared toracica,
pericardio y diafragma. Las metastasis mas frecuentes son en el pulmon, higado,

suprarrenales y huesos.

Para el diagndstico definitivo es necesaria la confirmacion con marcadores de
inmunohistoquimica. No existe un sélo marcador que tenga alta especificidad y
sensibilidad, y por lo tanto se utiliza un panel de marcadores positivos y
negativos. Se recomienda evaluar una combinacion de marcadores que apoyan
el diagnostico de MPM (panqueratina, citoqueratina 5/6, calretinina y WT1) y
marcadores que excluyen el diagnéstico (CEA, CD15, Ver-EP4, Moc-31, TTF1,
B72.3).

13
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Figura 8. Imagen inmunohistoquimica de mesotelioma sarcomatoide (40x)
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1.4 Presentacion clinica

La edad de presentacion es de 50-70 afios debido al largo periodo de latencia
desde la exposicidon al asbesto (unos 30 afios de media). Es mas frecuente en
hombres (ratio 5:1) y trabajadores de sectores de la construccion, astilleria y

areas industriales.

La mayoria de los pacientes se presentan con sintomas pulmonares de aparicion
progresiva que se manifiestan generalmente cuando la enfermedad esta

avanzada.

Los sintomas de presentacion que aparecen en mas de la mitad de los pacientes
son disnea, tos y dolor toracico debido a la extensiébn de la enfermedad
intratoracica. Los sintomas pueden estar presentes varios meses previos al
diagndstico, oscilando la duracién de los sintomas desde pocas semanas hasta
2 afnos previos a la fecha de diagnodstico. El dolor toracico pleuritico de
localizacion posterolateral es el sintoma més frecuente, siendo el sintoma de
debut en aproximadamente el 70% de pacientes. La disnea esta presente en un
50-70% de los pacientes. En mas del 90% de los casos se evidencia derrame
pleural en las pruebas de imagen. La localizacién derecha es mas frecuente que
la izquierda. La presencia de metastasis a distancia era considerada un evento
tardio y poco habitual, pero desde el uso del PET se detectan metastasis a

distancia entre el 5-25% de los pacientes al diagndstico [31].

La evolucion natural de la enfermedad es la aparicion de complicaciones por
afectacion local. La morbimortalidad del MPM se debe a la invasion local. Los
pacientes presentan disnea y dolor toracico cuando el tumor oblitera el espacio
pleural. La invasion local de estructuras vecinas ocasiona disfagia, disfonia,
compresion medular y sindrome de vena cava superior. Las metastasis mas
frecuentes pueden ocurrir en el pulmén contralateral, cerebro, huesos y
glandulas suprarrenales, entre otros. La mayoria de pacientes fallecen por

extension local y fallo respiratorio.
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El proceso diagnostico se completa con el examen fisico en busca de derrame
pleural o masas palpables en la pared toracica. En el analisis de laboratorio
frecuentemente se observan anemia y trombocitosis, considerados ademas

factores de mal prondstico.

El diagnéstico anatomopatologico inicial mediante citologia obtenida por
toracocentesis y la biopsia pleural cerrada se considera que es insuficiente para
obtener el diagnostico definitivo. Las biopsias obtenidas por videotoracoscopia

obtienen diagnostico en 98% de los casos.

1.5 Estudio de extension

No existe consenso sobre las pruebas complementarias recomendables para

completar el estadiaje del MPM.

La radiografia de térax puede detectar la presencia de derrame pleural y, en

ciertas ocasiones, nodularidad pleural.

La tomografia axial computerizada (TAC) es la prueba principal para el estadiaje
del MPM. Mediante esta técnica se define el grosor pleural (difuso o nodular), la
presencia de derrame pleural y adenopatias. Las imagenes obtenidas por el TAC

sirven para planificar la resecabilidad del MPM.

Figura 9. TAC de térax mostrando tipico engrosamiento pleural nodular

circunferencial.
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El papel de la tomografia por emision de positrones (PET) no esta definido en la
estadificacion del MPM. Sin embargo, estudios recientes muestran que el PET
tiene valor en la estadificacion del mesotelioma. Dos estudios de series de
pacientes han demostrado que el PET parece ser la prueba mas fiable para la
evaluacion inicial del MPM. En una serie de 42 pacientes clasificados por TAC
como ausencia de T4 o M1, el 29% de los casos se reclasificaron como T4 o M1

por PET. Otro estudio de 54 pacientes demostro que el PET/TC era mas eficaz

gue el TAC, resonancia magnética o PET en los estadios Il y Il [32].

Figura 10. Imagen de PET que muestra captacion nodular circunferencial
tipica de MPM
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1.6 Marcadores tumorales

Se han descrito numerosos marcadores que estan elevados en suero o liquido
pleural en el MPM, sin embargo ninguno de ellos ha demostrado suficiente
validez en el diagndstico ni en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento.

Los marcadores de mayor interés son la fibulina-3, mesotelina y osteopontina.

La fibulina-3 es una glicoproteina extracelular que se detecta en plasma. Sus
niveles elevados permiten distinguir con alta especificidad y sensibilidad (97% y
96% respectivamente) los pacientes con MPM de aquellos con historia de
exposicion al asbesto, pero sin mesotelioma o de aquellos con otros tumores. Se
requieren mas estudios para evaluar el papel de la fibulina-3 en plasma como

biomarcador de diagnéstico precoz y monitorizacion a los tratamientos [33].

La mesotelina es una glicoproteina que se expresa en la superficie de las células
mesoteliales normales y se sobreexpresa en el MPM [35].Mltiples estudios y un
metaanalisis han demostrado que el péptido soluble de la mesotelina tiene una
sensibilidad que oscila entre el 16% al 68%, dependiendo del criterio especifico,
para positividad. La utilidad de este marcador esta limitada a los pacientes con

MPM epitelioide o mixto y no para los casos sarcomatoides [36].

La osteopontina es una gliocproteina que se expresa en diferentes tipos de
tumores. En un estudio con 190 pacientes, los niveles de osteopontina eran
mayores en pacientes con MPM que en pacientes con enfermedades no
malignas relacionadas con el asbesto y en pacientes sin exposicién al asbesto
[37].
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1.7 Estadificacion

El sistema de estadificacion utilizado en el MPM es el TNM (Tumor, Node,
Metastasis) [38]. En este sistema se diferencian los estadios | y Il que son
potencialmente resecables, con afectacion del diafragma o del parénquima
pulmonar, pero sin diseminaciéon a los ganglios linfaticos ni metastasis a
distancia. El estadio Ill engloba los casos con diseminacion ganglionar regional y
el IV incluye los localmente avanzados irresecables, afectacion ganglionar

contralateral, supraclavicular y metastasis a distancia.

Tabla 1. Definicion de la T en el MPM

Tumor primario (T)

TX El tumor primario no puede ser medido
TO No evidencia de tumor primario
T1 Tumor limitado a la pleura parietal ipsilateral con o sin afectacion de la

pleura mediastinica y con o sin afectacion pleural diafragméatica

T1a No afectacion de la pleura visceral

Tib  Tumor que envuelve la pleura visceral

T2 Tumor que afecta la superficie pleurales ipsilaterales con al menos
uno de los siguientes:
Afectacion del musculo diafragma

Extension hacia el paréngquima pulmonar subyacente
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T3

T4

Tumor localmente avanzado, pero resecable

Tumor que afecta las superficies pleurales ipsilaterales con al menos
uno de los siguientes:

Afectacion de la fascia endotoracica

Extension a la grasa mediastinica

Foco solitario, completamente resecable que se extiende en los tejidos
blandos de la pared toracica

Afectacion no transmural del pericardio

Tumor localmente avanzado técnicamente irresecable

Tumor que afecta las superficies pleurales ipsilaterales con al menos
uno de los siguientes:

Extension difusa o multifocal de masas de tumor en la pared toracica,
con o sin destruccion costal asociada

Extension directa transdiafragmatica del tumor al peritoneo

Extension directa del tumor a la pleura contralateral

Extension directa del tumor a érganos del mediastino

Extension directa del tumor a la columna

Tumor que se extiende a través de la superficie interna del pericardio
con o sin derrame pericardico tumoral o tumor que envuelve el

miocardio
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Tabla 2. Definiciéon de la N para el MPM

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx Los ganglios linfaticos no se pueden evaluar

NO No ganglios linfaticos regionales

N1 Metéastasis en los ganglios broncopulmonares ipsilaterales o en los

hiliares

N2 Metastasis en los ganglios subcarinales o en los mediastinicos
ipsilaterales incluyendo la mamaria interna ipsilateral y ganglios
peridiafragmaticos

N3 Metastasis en o0s ganglios mediastinicos contralaterales, mamaria
interna contralateral. Ganglios supraclaviculares ipsilateales o
contralaterales

Tabla 3. Definicion de la M en el MPM

Metastasis a distancia (M)

MO  No metastasis a distancia

M1 Presencia de metastasis a distancia
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Tabla 4. Estadios anatomicos del sistema TNM

Estadio | T1 NO MO
Estadio IA Tla NO MO
Estadio IB T1b NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Il T1,T2 N1 MO
T1,T2 N2 MO
T3 NO,N1,N2 MO
Estadio IV T4 Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
Cualquier T Cualquier N M1
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pT2
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superficies pleurales y al
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Tumor confluente de la
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extension hacia el
parénquima pulmonar
subyacente

Afectacion del diafragma

pT4

Tumor que afecta todas
las superficies pleurales y
al menos uno:

Extensién difusa o masas
multifocales en la pared
toracica

Extenson directa en la
pleura contralateral
Extensidn directa en la
columna

Extensidn en érganos del
mediastino
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pT1b

Tumor que afecta la
pleura parietal ipsilateral,
incluyendo la pleura
mediastinica y
diafragmatica.

Focos de tumor que
envuelven la pleura
visceral

pT3

Tumor que afecta todas
las superficies pleurales y
al menos uno:

Fascia endotoracica

Foco solitario resecable en
partes blandas de la pared
toracica

Grasa mediastinica
Afectacidn no-transmural
del pericardio

pN

NO: no ganglios regionales
N1: metastasis en ganglios
bronquiopulmoanres o
hiliares ipsilaterales

N2: metastasis
subcarinales o mediastino
ipsilateral incluyendo los
de la mamaria ipsilateral
N3: metastasis en el
mediastino contralateral,
mamaria interna
contralateral, ganglios
supraclaviculares

pM

MO: no metastasis a
distancia

M1 metastasis a distancia

Figura 11. Representacion anatomica del TNM. Adaptada de Rusch V [40]
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1.8 Factores prondsticos

Existen dos categorias pronosticas que usan una combinacion de factores
clinicos y patolégicos: CALGB y EORTC [39,40].

El CALGB evalua el impacto de las caracteristicas clinicas en la supervivencia
de 337 pacientes tratados con quimioterapia en estudios fases Il. En el analisis
multivariante los factores prondsticos que predicen peor supervivencia fueron la
localizacion pleural (frente a peritoneal o pericardica), LDH>500U/L, estado
funcional (PS) deteriorado, dolor toracico, plaguetas mayores de 400000,
histologia no epitelial y edad mayor de 75 afios. Se generaron seis subgrupos

prondsticos con unas supervivencias que oscilan desde 1.4 a 13.9 meses.

El indice del EORTC revisé datos de 204 pacientes que entraron en cinco
estudios consecutivos fase Il. Clasifican a los pacientes en dos grupos
prondsticos con una diferencia de supervivencia al afio del 40% al 12% cuando
se consideran cinco factores prondsticos (estado funcional deteriorado,
leucocitos elevados, sexo masculino, subtipo sarcomatoide, y la certeza del

diagnostico).
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Tabla 5. Factores pronodsticos del grupo EORTC

Variable Supervivencia
en meses
Estado funcional Bueno (0) 10.7
Malo (1-2) 7.2
Leucocitos Altos (>8.3) 6
Bajos (<8.3) 10.4
Hemoglobina Elevada (>10g/dl) 7.3
Baja (<10g/dl) 9.6
Diagnéstico Definitivo 9.8
Posible 6
Sarcomatoide Presente 5
Otros subtipos 8.4-9.1
Categorias pronosticas Supervivencia
(meses)
Bajo riesgo (score <1,27, equivalente a 10.8
0-2 factores prondsticos)
Alto riesgo (score >1,27, equivalente a 5.5
tener 3 6 mas factores pronédsticos)

Tabla 6. Factores pronésticos del grupo CALGB

Parametro Buen pronéstico Mal prondstico
Estado funcional 0-1 =2

Edad >75 afios <75 afos
Recuento de plaquetas <400.000 >400.000

Dolor toracico Ausente Presente

LDH <500 =500
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La severidad de los sintomas se considera relacionada con la extension de
enfermedad. La disnea y el dolor toracico reflejan la extension de la afectacion
pulmonar y la invasion de la pared toracica, relacionado con peor prondstico
[39,40].

El estado funcional se considera uno de los factores pronosticos mas relevantes.

Se incluye en las dos principales categorias pronosticas (CALGB y EORTC).

Recientemente se ha considerado otro factor hematoldgico, el indice neutrofilo-

linfocitario (NLR) como un factor de mal prondstico en MPM [42].

Aungue la exposicion al asbesto debe considerarse mas un factor de riesgo que
un factor prondstico, se ha sugerido que mayor duracién de la exposicion y
mayor intensidad de la exposicion llevan al desarrollo de tumores méas agresivos
[43].

Recientemente se han evaluado las técnicas de imagen como posibles factores
prondsticos. EI TAC de térax estd evaluando su capacidad para definir un

prondstico de acuerdo con el grueso de tumor medido por TAC [44].

El indice de captacién de glucosa (SUV) del PET ha sido investigado como factor
prondstico en MPM, sugiriendo que el SUV bajo es un factor prondstico favorable
[46].

Recientemente el grupo internacional para el estudio del cancer de pulmén
(IASLC) ha elaborado una base de datos con més de 3000 pacientes para
intentar mejorar la estadificacién de los pacientes con MPM frente a una préoxima
revision del TNM [45]. Del analisis preliminar de este estudio destaca que existen
diferencias en la supervivencia de acuerdo a la histologia (19,13 y 8 meses para
los epiteliales, bifasicos y sarcomatoides respectivamente), y por estadio
(20,19,16 y 11 meses para estadio I,II, Il y V).

Ademas de los factores clinicos se han estudiado firmas génicas en MPM, pero
hasta el momento la variabilidad de los genes incluidos en las distintas firmas y
la falta de reproducibilidad de los resultados, hacen que en la actualidad no se

utilicen las firmas génicas como factores pronésticos en MPM [47,48].
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Tabla 7. Principales biomarcadores prondsticos

Biomarcador

Referencia

Funcion

Correlacion

con

pronostico

ERCC1 Zimling [48] Reparaciéon DNA Favorable
NF-kB Yang [49] Estrés oxidativo Desfavorable
COX2 Edwards [50] Estrés oxidativo Desfavorable
EGF Edwards [51] Factor de crecimiento Desfavorable
VEGF Demirag [52] Factor de crecimiento Desfavorable
Wnt Mazieres [53] Ciclo celular Desfavorable
Hippo Yokoyama [54] Ciclo celular Favorable
P53 Hopkins- Ciclo celular Desfavorable
Donaldson [55]
Bcl-xL Gordon [56] Apoptosis Desfavorable
PTEN Opitz [57] Apoptosis Favorable
Telomerasa Villa [58] Apoptosis Desfavorable
Calretinina Kao [59] Transportador Favorable
membrana
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Figura 12. Grafica de supervivencia por estadios [44].

1.9 Tratamiento

Hasta hace poco tiempo no existian guias de consenso para el tratamiento del
MPM. Es una enfermedad dificil de tratar y las decisiones de tratamiento estan
basadas no sélo en la situacion funcional del paciente sino en la experiencia del

centro.

A pesar de los modestos avances en el tratamiento la mediana de supervivencia
para estos pacientes es de aproximadamente 12 meses [61]. No hay consenso
respecto al tratamiento. Los pacientes candidatos a cirugia con enfermedad
limitada a un hemitérax pueden ser considerados para reseccion quirdrgica via
neumonectomia extrapleural (EPP) o pleurodecorticacion (PD) como parte de un
abordaje multimodal. La radioterapia sola es generalmente ineficaz debido al
gran volumen del tumor primario y a su proximidad a estructuras mediastinicas.
Sin embargo la radioterapia, particularmente la radioterapia de intensidad
modulada (IMRT) ha demostrado reducir las recurrencias locales después de la

reseccion por EPP [62].
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El papel de la cirugia es controvertido. Hasta hace poco tiempo se consideraba
la posibilidad de EPP para los estadios precoces. Sin embargo tras la
publicacion reciente de los resultados de un estudio prospectivo se ha puesto en
duda el papel de la cirugia radical en el MPM [63]. A pesar de los resultados de
este estudio las guias recomiendan un acercamiento combinado de
quimioterapia y EPP para los pacientes con tumores resecables si pueden

acceder a centros con cirujanos expertos en el manejo de MPM.

La PD es un tratamiento quirdrgico que elimina la pleura parietal y visceral para
conseguir una reseccion de todo el grueso tumoral. En un estudio con 663
pacientes se ha comparado EPP vs PD y concluyen que la mortalidad
postquirargica es mayor en EPP que PD (7% v 4%) y que independientemente
de las complicaciones, los pacientes que realizaron la EPP tenian peor

supervivencia [64].

Histéricamente las tasas de respuesta a la quimioterapia han sido menores del
20%. Sin embargo con la adicion del antifolato pemetrexed se mejoré la tasa de
respuesta hasta un 41% [65]. La combinacién de quimioterapia con cisplatino y
pemetrexed se ha convertido en el estandar basado en un estudio fase Il que
demuestra un aumento de supervivencia comparado con cisplatino solo. En el
estudio se incluyeron 456 pacientes alcanzando una mejoria en la supervivencia
de 9.3 meses con el cisplatino frente a 12 meses con la combinacién (p=0.020).
Igualmente el pemetrexed mejord la supervivencia libre de progresion de 3.9
meses a 5.7 meses (p=0.001) y en la tasa de respuesta de 17% al 41%
(p<0.0001). Para disminuir la toxicidad se ha analizado la sustitucion de
carboplatino por cisplatino en dos estudios fase Il. Las tasas de respuesta
obtenidas con carboplatino son de 19% con una mediana de tiempo a progresion
de 6.5 meses y una supervivencia de 12.7 meses [66,67].
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Un estudio con otro antifolato, raltitrexed, en combinacion con cisplatino en 250
pacientes prolonga la supervivencia comparado con cisplatino en pacientes no

previamente tratados (11.4 vs 8.8 meses, p=0.048) [68].

La combinacion de pemetrexed con cisplatino es el estandar de tratamiento, pero
la mejora de supervivencia es de menos de tres meses frente al cisplatino solo.
Ademas debido a la edad de presentacion de los pacientes y a las
comorbilidades de estos pacientes muchos no son elegibles para intervencion

terapéutica. Esto indica una necesidad urgente de mejorar los tratamientos.

Tabla 8. Estudios de quimioterapia en pacientes MPM

Quimioterapia respuesta

Vogelzang Il 226 Ciaplatino+ 41.3 57 121

[65] pemetrexed

Van 1] 126 Cisplatino+ 23.6 - 11.4

Meerbeeck raltitrexed

[68]

Ceseroli [66] 1 102 Carboplatino+ 18.6 6.5 12.7
emetrexed

Obasaju[69] EAP 728 Cisplatino+ 21 10.8
pemetrexed

Santoro [70] EAP 861 Cisplatino+ 22 -
pemetrexed

Hillerdal [71] Il 173 Carboplatino+ge 33 13
mcitabina+adriam
icina liposomal

SLP: supervivencia libre de progresion. SG: supervivencia global. EAP: programa de uso

expandido
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Tabla 9. Recomendaciones del tratamiento segun las guias NCCN [71].

Estadio Tratamiento Comentario Grado

recomendacion

W QT induccion EPP en epitelioide 2B
operable, (cisplatino PD en no
pemetrexed) epitelioides
seguido de
cirugia
-l (no N2) no QT (cisplatinoy 1
operable pemetrexed)
lliIN2y IV QT (cisplatino y 1
pemetrexed)

1: recomendacién basada en alto nivel de evidencia. 2: recomendacion basada en bajo nivel de

evidencia

2. Inmunidad relacionada con el cancer

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la inflamacion cronica causada
por agentes quimicos y fisicos, respuestas autoinmunes y reacciones
inflamatorias puede predisponer a ciertos tipos de cancer [75]. La combinacién
de las observaciones clinicas y de hallazgos experimentales ha llevado a
considerar la inflamacion relacionada con el cancer como uno de las
“caracteristicas” del cancer [76].
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Figura 13. Caracteristicas del cancer. Adaptada de Hanahan D [72].

En el MPM la via por la que las células mesoteliales se convierten en malignas
es muy variable, dependiendo de factores ambientales y del huésped, incluyendo
polimorfismos y mutaciones en genes de susceptibilidad, factores como la edad

y la respuesta del sistema inmune frente a la inflamacion cronica.

Como acercamiento general para promover respuestas inmunes especificas
hacia el tumor se puede o bien aumentar la maduracién de los linfocitos en los
organos linfoides o las funciones efectoras en la periferia por medio de la
participacion de vias co-estimuladoras. Alternativamente, la activacion del
sistema inmune se puede promover a través del bloqueo de pasos co-
inhibitorios, como por ejemplo la via de PD-L1 y la via del CTLA4. La activacién
inmune aumentada por los receptores co-estimuladores se inicia generalmente a

través de la quinasa proximal de membrana y es seguida por cascadas de
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fosforilacion, mientras que receptores co-inhibitorios como CTLA4 y PD1 reclutan
fosfatasas para revertir la activacion de los eventos inducidos por fosforilacion
[74].

La activacion de los linfocitos puede ser inhibida para suprimir la inmunidad no
deseada, bloquear los receptores co-estimulatorios o desencadenar una via
regulatoria negativa. El primer inmunomodulador biolégico aprobado en el
mercado fue el muromonab en el afio 1986, dirigido contra CD3 y autorizado
para la prevencion del rechazo al trasplante. Desde entonces se ha aprobado el
inhibidor del receptor CTLA4 ipilimumab para el tratamiento del melanoma
metastasico en el afilo 2011. Mas recientemente se ha demostrado que
moléculas dirigidas hacia PD-1 y PD-L1 inducen respuestas significativas y
duraderas en variedad de tumores solidos.
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2.1 Sistema de inmunovigilancia tumoral

Los antigenos asociados al tumor (TAA) son antigenos adquiridos por las células
tumorales en el proceso de transformacion neoplasica que pueden provocar una
respuesta inmune especifica por el huésped. La expresién de estos antigenos
estad causada por mutaciones que llevan a la sintesis y sobreexpresion de las
proteinas anormales. El sistema inmune puede discriminar entre células
malignas y las normales a través del reconocimiento de estos TAA. Se sabe que
muchos tipos de células inmunes estan envueltas en el reconocimiento y
destruccion de tumores durante la etapa precoz del desarrollo. Estos incluyen
células y factores del sistema inmune innato como los macréfagos, neutrofilos,
componentes del complemento, células T, células killer (NK) y ciertas citoquinas
(IL12, IFNgamma) y células del sistema inmune adaptativas como linfocitos B,

células T helper y linfocitos T citotoxicos (CTL).

Los TAA son secretados por las células tumorales o liberados cuando estas
mueren. Cuando los TAA son atrapados por las células dendriticas u otras
células presentadoras de antigenos, las células maduran y migran a los 6rganos
linfoides regionales. Los antigenos capturados son procesados y presentados
por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y clase Il en la
membrana celular llevando a la activacion de linfocitos antigeno especifico. Esto
resulta en la produccion de CTL especifico al tumor por parte de los linfocitos B

para asistir a la respuesta inmune innata en las células tumorales.

Cuando el tumor progresa en el tiempo las células tumorales presentan cambios
para escapar a la vigilancia inmune. Las células que no son eliminadas por el
sistema inmune pueden entrar en un estado de equilibrio entre el crecimiento del
tumor y la muerte del tumor. En esta etapa los tumores pueden persistir sin
progresar y las células tumorales pueden sufrir mutaciones causadas por sus
inestabilidades genéticas, generando variantes que luego escapan al sistema
inmune por evasion de la inducciéon de una respuesta inmune o por la inhibicién

de las respuestas antitumor via una variedad de mecanismos.
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2.2 Mecanismos inmunosupresores

La induccion por parte del tumor de un microambiente inmune supresor es una
via de escape por la cual los tumores pueden resistir la destruccion inmune. En
este microambiente las células inflamatorias y otras moléculas influyen en la

progresion del cancer.

Las respuestas inmunes adaptativas son suprimidas a través de diversas vias.
Por ejemplo la activacion de las células dendriticas, que es clave indicador de la
respuesta adaptativa inmune, es inhibida por sefales presentes en el
microambiente tumoral (IL10 y VEGF). Ademas tanto los tumores como los
ganglios linfaticos contienen linfocitos T reguladores (Treg) que suprimen la
respuesta inmune adaptativa e innata. En resumen, las células inmunes pueden
o proteger al huésped contra el desarrollo del cancer o promover la emergencia
de tumores con reducida inmunogenicidad llevando a una compleja interaccion

del crecimiento tumoral y mecanismos de regresion tumoral [77].
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Figura 15. Mecanismos de evasion inmune. Adaptada de Pai S [78]

Los elementos principales de esta via son las células supresoras derivadas
mieloides (monocitos, macrofagos, granulocitos y células dendriticas) que estan
aumentadas en los pacientes con cancer y juegan un papel durante la respuesta
innata y adaptativa al cancer. Las células mieloides inhiben la respuesta inmune
por producir especies reactivas de oxigeno (ROS), expresion de enzima
inducible oxido nitrico sintetasa (iNOS) y por bloguear e inhibir la proliferacién de
las células T. Los macréfagos asociados al tumor (TAM) suprimen la respuesta
adaptativa inmune mediante la produccién de citoquinas inmunosupresoras,
expresion de enzimas supresoras de la activacion T y produccion de proteasas

gue llevan a la degradacion de la matriz extracelular.
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2.3 Linfocitos T requladores

Son una poblacién de células CD4+T importantes en la prevencion de la
autoinmunidad y la promocion de la tolerancia via su funcion supresora en las
células dianas [79]. La caracteristica de los linfocitos T reguladores (Tregs) es la
expresion de CD25, factor de transcripcion forkhead/winged-helix (Foxp3), el gen
3 de activacion de linfocito (LAG-3) y el antigeno 4 asociado al linfocito T
citotoxico (CTLA4) [80].

Los Tregs son importantes en el mantenimiento de la tolerancia periférica frente
a los autoantigenos previniendo la autoinmunidad. Representan el 5% del total
de los CD4+T [81]. Los Tregs fueron identificados en los linfocitos infiltrantes de
los tumores en humanos y la prevalencia de Tregs en los linfocitos infiltrantes del
tumor es mucho mayor que su proporcion en la sangre periférica constituyendo

el 20% o mas de los linfocitos que infiltran el tumor [82].

Un aumento de los Tregs ha sido identificado en sangre de los pacientes con
cancer comparado con individuos normales y su presencia predice peor
supervivencia [83]. En los pacientes con MPM se ha identificado un aumento de
los Tregs en el liquido pleural, con una clara variabilidad entre pacientes [84].
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Figura 16. Diagrama de activacion del linfocito T regulador. Adpatada de
Malek T [85]

2.4 Linfocitos T infiltrantes (TIL)

Los tumores malignos contienen un numero variable de linfocitos que se
conocen como linfocitos infiltrantes del tumor (TILs). Los antigenos que
reconocen las células T estan compuestos por péptidos y proteinas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC). Los CD4 helper (TH) reconocen antigenos
presentados la clase Il del MHC, mientras que los CD8 citotoxicos (CTL)
reconocen péptidos presentados por antigenos del MHC clase I. El MHC clase |
se expresa en todas las células nucleadas y tiene una amplia distribucién,
incluyendo células tumorales. Se sospecha que tienen un valor en la mediaciéon

de la destruccion citotoxica de las células transformadas [86].
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En contraste la expresion de antigenos del MHC tipo Il estd normalmente
limitada a las células presentadoras de antigenos “profesionales”, pero estos
antigenos pueden estar expresados aberrantemente en las células tumorales

como resultado de la inflamacion peritumoral [87].

Estudios in vitro han demostrado que la composicion de las células T dentro del
microambiente tumoral varia en los pacientes, oscilando desde un infiltrado con
90% de células CD4+ hasta un infiltrado con 90% de CD8+ [88-90].

El andlisis del microambiente del tumor evidencia que la mayoria de tumores
presentan un fenotipo de linfocitos T que infiltran al tumor. En el cancer de colon
en estadios precoces la presencia de linfocitos CD8+ activados, tanto dentro del
tumor como en el estroma peritumoral, es un factor prondstico significativo
[91,92]. Los mismos resultados se han demostrado en cancer de mama, renal,
melanoma, cancer de ovario y tumores del estroma gastrointestinal [93-97]. Se
ha propuesto que un componente de este infiltrado inflamatorio incluye células T
gue han sido activadas espontaneamente en respuesta al crecimiento del tumor,
y quizas a través de mecanismos de vigilancia inmunoldgica [98]. Hay que
considerar también que la acumulacion de células T en el microambiente del
tumor podria ser un fendbmeno secundario reflejando la activacion de vias

oncogénicas diferentes [99,100].

Otra hipotesis que podria explicar la presencia de células T en el microambiente
tumoral en un grupo de tumores es la generacion de estructuras linfoides
terciarias (TLS). Muchos tumores parecen tener una organizacién arquitectonica
gue incluye la segregacion de células B y T y la presencia de una estructura
vascular endotelial. Los tumores con células T infiltradas expresan quimoquinas

gue podrian mediar el reclutamiento de efectores CD8 [101].
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2.5 Superfamilia de moléculas co-senalizadoras

Las respuestas de los linfocitos T antigeno especificas son controladas positiva y
negativamente por moléculas co-estimuladoras y co-inhibitorias [74]. Las
moléculas co-inhibitorias previenen la inmunidad dirigida inapropiadamente y
limitan el tamafio y la duracion de las respuestas inmunes. Entre estas moléculas
inhibitorias, conocidas globalmente como moléculas co-sefializadoras, estan el
antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4) que controla las etapas iniciales de
la activacion del linfocito T y muerte programada 1 (PD1) [102].

Aungue la respuesta inmune enddgena al cancer se observa en modelos
preclinicos y en pacientes, esta respuesta es ineficaz, porque los tumores
desarrollan multiples mecanismos de resistencia, incluyendo la supresion
inmune, la induccion de tolerancia y la disfuncién sistémica en la sefializacion de
la célula T. Ademas los tumores pueden explorar distintas vias para activamente
evadir la destruccion inmune, incluyendo los co-sefalizadores que normalmente
terminan la respuesta inmune después de la activacion de antigenos. PD1 es un
receptor inmune co-sefalizador expresado por las células T activadas y que
media inmunosupresion. PD1 funciona principalmente en tejidos periféricos
donde las células T pueden encontrar los ligandos inmunosupresores de PD1
(PD-L1 y PD-L2) los cuales estan expresados por las células tumorales, células

estromales o ambos.
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La primera superfamilia de moléculas co-sefalizadoras identificada fue la del
ligando y el receptor B7-CD28 en el afio 1990. Los miembros de la familia del
receptor CD28 tienen una region Ig variable (IgV) en su dominio extracelular e
incluyen los CD28, CTLA4, ICOS, PD1 y BTLA9. Sus ligandos conocidos
pertenecen a la familia de ligandos B7, que tienen una estructura tipica de dos
dominios extracelulares, una regién IgV y una IgG constante (IgC). Bajo ciertas
circunstancias algunos de estos receptores pueden servir como ligandos y

viceversa.

2.5.1 Eje del CD28-CTLA4-ICOS

Constitutivamente expresado en los linfocitos T nativos, el receptor CD28
proporciona la primera sefial co-estimuladora para activar al linfocito T nativo
después de la unién de B7.1 o B7.2, los ligandos de CD28 que se expresan

principalmente en las células presentadoras de antigenos (APC) [74].

CD28 activa PI3K y la cascada de MAPK y como resultado inducen la expresién
de IL-2 y citoquinas efectoras pro y antiinflamatorias que promueven la
activacion de las células T, diferenciacion y transformacion en linfocitos T
memoria. CTLA4, un CD28 homodlogo inducido en las células T activadas sirve
como co-inhibidor para mantener las respuestas T bajo control después de la
union de B7.1 y/oB7.2. El efecto negativo esencial de CTLA4 en controlar la
activacion de las células T fue demostrado en ratones CTLA4 deficientes que
presentaban fallo multiérgano fatal causado por una proliferacién e infiltracion

linfocitaria incontrolada.
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Figura 18. Cascada de senalizacion del receptor CD28. Adaptada de Rudd C
[104]

ICOS, otro homélogo de CD28, es inducido en las células T activadas y esta
constitutivamente expresado en el linfocito T helper folicular. Promueve la
activacion de las células T y células B mediante la interaccion con el ligando
B7H2.

En humanos la expresion de B7.1 y B7.2 esta ampliamente restringida a las
células presentadoras de antigenos (APC), mientras que B7H2 se expresa por
las APC y también por las células del parénquima, incluyendo células

endoteliales y epiteliales, bajo condiciones inflamatorias.

Los agonistas biolégicos que se dirigen hacia CD28 o ICOS aumentan las
células T antigeno especificas y la respuesta inmune antitumor. Farmacos
agonistas de B7.1 y B7.2 han demostrado producir regresion tumoral en modelos

murinos. En lugar de promover sefales co-estimulatorias, el bloqueo de la via
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co-inhibitoria CTLA4 ha demostrado eficacia en el tratamiento del cancer. La
infusion de anticuerpos que bloquean CTLA4 resulta en una activacion inmune
sostenida y en la induccién de una potente respuesta antitumoral con limitada

autoinmunidad en modelos de ratones.

Se han propuesto dos mecanismos para explicar los efectos antitumor, por un
lado el bloqgueo de CTLA4 previene la unidn con ligandos B7 a los linfocitos
activados que expresan CTLA4, permitiendo la activacion persistente a través de
CD28, y por otro lado el bloqueo de CTLA4 inhibe los linfocitos T reguladores
inmunosupresores CD4+CD25+, linfocitos T reguladores que  expresan
constitutivamente altos niveles de CTLAA4. Ipilimumab, una 1gG1 humanizada anti
CTLA4 ha sido aprobada para el tratamiento del melanoma e induce respuestas
en 10-15% los pacientes y prolonga de manera significativa la supervivencia.

R7 Ipilimumab CTLA4

—
N B
LS Ag on
Célula v .
presentadora de J' | —'—‘—'#
Antigeno i II;'
= B7 CD28
Linfocito T
activado

Figura 19. Mecanismo de accidon del ipilimumab. Adaptada de Garber K
[105]
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2.5.2 Via BTH1(PD-L1), B7TDCy PD1

B7H1(PD-L1) y su homologo B7DC (también conocido como PD-L2) se

identificaron en el afio 1999 como nuevos miembros de la familia de B7 [74].

PD1, un homodlogo de CD28 y CTLA4 esta implicado en promover la muerte
celular, controlar la activacion de los linfocitos y el dafio tisular durante la
respuesta immune y mantener la tolerancia periférica [106-108]. PD-L1 es una
proteina de superficie celular que se expresa constitutivamente en las APC
(macrofagos y células dendriticas) o de forma inducida en algunos tipos
celulares en respuesta a las citoquinas proinflamatorias. Su expresiéon es
inducible en gran variedad de tejidos y tipos celulares incluyendo células
epiteliales y endoteliales, linfocitos T activados, células B, macrdfagos, células
dendriticas y monocitos, pero no se expresa en sus formas nativas. La expresion

de B7DC esta restringida principalmente a las células dendriticas y macrofagos.

PD1 es especialmente importante en la tolerancia periférica de autoantigenos.
PD1 es un regulador negativo de los linfocitos T y actla como un receptor co-
inhibitorio para prevenir la activacién inmune. Se une a dos receptores que son
PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC) que se encuentran en las células tumorales
[109].

En el huésped sano la via de PD1 en el linfocito T regula la respuesta inmune
para minimizar el dafio al tejido y prevenir el desarrollo de autoinmunidad
mediante la promocién de la tolerancia de autoantigenos. La unién de PD1 al
ligando PD-L1 en los macréfagos u otras células presentadoras de antigenos, o
al endotelio, inhibe la produccibn de numerosas citoquinas y promueve la
apoptosis de las células T via la inhibiciébn del factor de supervivencia Bcl-cl
[110]. La unién de PD1 con PD-L1 causa inhibicion de la produccion de IL-2 y

activacion de la célula T.
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En los tejidos periféricos la union de PD-1 con PD-L1 inhibe la proliferacion de
las células T activadas llevando a que el linfocito T quede exhausto, que consiste

en una condicién hiporeactiva.

La sobreregulacion de PD1 en estas células inhibe las respuestas inmune innata
y adaptativa. Se ha observado que los ratones PD1 deficiente tienen varios tipos
de enfermedades autoinmunes como el desarrollo temprano de artritis, lupus y
diabetes. Su expresion en tumores sélidos puede inhibir la produccion de
citoquinas y la actividad citolitica de PD1 y los linfocitos T infiltrantes CD4+ y
CD8+. Se ha demostrado que revierte la sefializacién a través de PD-L1 en las
células dendriticas y regula la produccion de citoquinas e inhibe la maduracion
de las células dendriticas y la supervivencia de las células T activadas [110,111].
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Figura 19. Mecanismo de accion de la via PD1-PD-L1. Adaptada de Mellman
1[112]
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Aunque es razonable asumir que bloquear la via del PD-1 reactiva la expresion
de linfocitos que infiltran el tumor (TIL) en las células PD-L1, estudios in vitro en
infecciones croénicas virales sugieren que la poblacion de las células T que
expresan altos niveles de PD-1 estan “exhaustas” y pueden no ser reactivadas
sé6lo por el blogueo de PD-1 [113]. Estos linfocitos T exhaustos que resultan de la
exposicion cronica de antigenos (causada por la infeccion viral persistente o por
tumores) , expresan altos niveles de moléculas co-inhibitorias, tienen pobre
funcionalidad efectora y un distinto patron transcripcional y pueden realmente

constituir un discreto estadio de diferenciaciéon de la célula T.

Los tumores parecen utilizar mecanismos que suprimen y facilitan la evasion del
huésped, como promover la anergia de las células T, el estado del linfocito T
exhausto, ausencia de respuesta y apoptosis, induccion de la expansion de las
células Treg y también aumentando la resistencia intrinseca del tumor a la
muerte. La expresion de B7.1 en el linfocito T regulador y su interaccion con PD-
L1, expresado en las células APC, juega un papel crucial en la expansion del
linfocito Treg durante la respuesta inflamatoria en modelos animales. La
presencia de dos ligandos para PD1 (PD-L1 y B7DC) y dos receptores
inhibitorios para PD-L1 (PD1 y B7.1) sugiere que los farmacos que se dirigen a
PD1 o PD-L1 tienen efectos diferentes. Se especula que un anticuerpo
especifico que bloquee PD1 podria bloquear la via de PD1 pero deja libre las
interacciones B7.1-PD-L1, mientras que bloquear PD-L1 podria interrumpir
ambas vias de PD-L1-PD1 y B7.1-PD-L1 sin interferir con la interaccion B7DC-
PD1. Por tanto la eliminacion completa de las vias inhibitorias PD-L1 y PD1

requiere una estrategia de combinacién con ambas moléculas.

Se ha reportado que PD-L1 se expresa en numerosos tumores de diferentes
origenes, incluyendo carcinoma de esoéfago, rifién, pulmén y cerebral. Su
expresion se ha relacionado con mejor y peor prondstico en ciertos tipos de
tumores. Todos los datos de asociacion de PD-L1 con pronostico derivan de
estudios retrospectivos [114-116]. Aunque existen razones biologicas para

explicar estas discrepancias respecto al valor pronéstico de PD-L1, las
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revisiones de la literatura que correlacionan su expresion con pronostico
deberian interpretarse con precaucion por la heterogeneicidad de la expresion
dentro del tumor , el requerimiento de medir la proteina en membrana mas que la
proteina intracelular o mRNA, la ausencia de especificidad de los anticuerpos

comercializados y la dificultad en los métodos de deteccion de PD-L1 en parafina

La mayoria de estudios se han conducido en tejido congelado por la ausencia de
un anticuerpo apropiado antiPD-L1 que pueda tefiir PD-L1 en muestras de

parafina.

Figura 20. Imagen de ejemplos de tincion positiva PD-L1 en melanoma,
cancer renal y cancer de pulmén. Adaptada de Topalian S [117].
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2.5.3 Anticuerpos hacia la via de PD1-PD-L1

La inmunoterapia del cancer ha supuesto una nueva y excitante opcion de
tratamiento desde el descubrimiento de los inhibidores de receptores co-
sefalizadores como CTLA-4 y més recientemente PD1 y su ligando PD-L1. El
paradigma consiste en activar el sistema inmune o volver a despertar las
respuestas inmunes silenciadas mediante “inhibir los inhibidores” que son

responsables de paralizar las células T y crear un estado de tolerancia inmune.

El bloqueo de la via PD-L1- PD-1 parece ser distinto del bloqueo de CTLA4, ya
gue los primeros funcionan mejorando el efector de las células T en el
microambiente del tumor mientras ocurre la interaccion. Por el contrario, los
anticuerpos especificos anti CTLA4 pueden funcionar por inhibir las células T

nativas en los érganos linfoides mientras tiene lugar la interaccion con CTLA4.

Estudios en humanos evaluando la activaciéon de las células CD4 y CD8
demuestran que la adicion de un anti PD-L1 o un antiPD-1 aumentan la
expansion y proliferacion de las células T, aumentan la produccién de citoquinas
y la actividad citolitica del linfocito [118-121]. Estos datos apoyan el desarrollo

clinico de anticuerpos que bloquean PD-1 o PD-L1.
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Figura 21. Mecanismos de bloqueo de PD1 y PD-L1. Adaptada de Topalian
S [117].
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Al menos 7 terapias biologicas hacia la via de PD-L1-B7DC- PD-1 estan en
investigacion y algunas con resultados prometedores. Tres anticuerpos son
dirigidos contra PD-1 (BMS-936558/MDX-1106, CT-011 y MK3475) y tres
anticuerpos son anti PD-L1 (BMS936559/MDX-1105, MPDL380A y MEDI4736) y
otro anticuerpo dirigido hacia B7DC-IgRFP.

Nivolumab (BMS936558) es un anticuerpo humanizado IgG4 que se une aPD-1
con alta afinidad y bloquea su interaccién con PD-L1 y PD-L2. En un estudio fase
| con 304 pacientes nivolumab se administro a dosis de 0.1 a 10 mg/kg cada dos
semanas. Se incluyeron cohortes de expansion de pacientes con carcinoma
renal, melanoma y carcinoma no microcitico de pulmoén, préstata y colon.
Encontraron respuestas objetivas en el 31% de los pacientes con melanoma,
16% de los pacientes con cancer de pulmon y 29% de los pacientes con cancer
renal previamente tratados. En la mayoria de casos las respuestas han sido
duraderas El farmaco fue bien tolerado a todos los niveles de dosis. Los eventos
adversos relacionados con la inmunidad incluyeron colitis, hipotiroidismo y
artropatias poliarticulares, pero en general fueron menos que lo observado con
ipilimumab, un anticuerpo especifico hacia CTLA4. En un subgrupo de 42
pacientes en los que se disponia de material en parafina se midié la expresiéon
de PD-L1 usando el anticuerpo 5H1 y se observé que ningln paciente con PD-
L1 negativo en el tumor tenia respuesta mientras que un 36% de los pacientes
PD-L1 positivos (definido como 5% de expresion de membrana), tenian
respuesta objetiva [117]. Sugieren el uso de este biomarcador para seleccionar a

los pacientes.

El MK3475 es otro anticuerpo que se esta estudiando como inmunoterapia en
tumores sdlidos. Es una 1gG4 humanizada con alta afinidad para PD-1 con
buena tolerancia en las dosis de 1 a 10 mg/kg cada 2 semanas [122]. Este
farmaco esta siendo evaluado por la FDA para el tratamiento del melanoma en
base a un estudio con 135 pacientes con melanoma avanzado en el que se
observaron tasas de respuesta del 37% [123]. El tratamiento en general fue bien

tolerado y sélo un 13% de los casos presentaron toxicidad grado 3-4. Los
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resultados preliminares de un estudio fase | con una cohorte de expansion de
pacientes con cancer de pulmon fueron presentados en el congreso mundial de
cancer de pulmén en el afio 2013 [124]. El farmaco se administré intravenoso
cada tres semanas y de los 38 pacientes con cancer de pulmén previamente
tratados se obtienen respuestas parciales en 21% de los casos con una
supervivencia global de 51 semanas. En el estudio observaron que la expresion
de PD-L1 se relaciond con respuestas. De los 9 pacientes con resultado PD-L1
positivo, 6 alcanzaron respuesta parcial y de los 24 pacientes con PD-L1
negativo sélo uno alcanzé respuesta. Basado en estos resultados en la
actualidad hay en marcha estudios randomizados evaluando el papel de MK3475

frente a quimioterapia en pacientes con expresion positiva de PD-L1.

El otro anti PD-1 es el CT-011 que es una IgG1l humanizada que aumenta la
funcién de las células NK y los linfocitos T in vitro. El desarrollo de esta molécula
se ha centrado principalmente en tumores hematoldgicos y en combinacion con

otras quimioterapias [125].

En el caso de farmacos anti PD-L1 el primer estudio fase |, BMS936559, evalué
una IgG4 humanizada que bloquea la unién PD-L1 a PD-ly CD80. Se
estudiaron dosis de 0.3 a 10 mg/kg cada dos semanas. De los 207 pacientes
incluidos encuentran respuesta en 17% de los pacientes con melanoma, 12% de
los pacientes con cancer de colon, 10% de los pacientes con cancer de pulmén y
6% de los casos con cancer de ovario. Este bloqueo produjo también respuestas
duraderas. BMS-936559 mostré un similar perfil de seguridad y con un ligero
menor grado de toxicidades grados 3-4 que los inhibidores de PD1.

Porque el PD-L1 es un ligando inhibitorio para PD1 in vivo, la discreta menor
eficacia de anticuerpos hacia PD-L1 en comparacion con los anti PD-1 es
inesperada. De todas formas, la comparacion directa de ambos anticuerpos es
dificil porque el efecto de un anticuerpo bloqueador esta también determinado

por su afinidad o avidez, farmacocinética y estabilidad.
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Otro inhibidor de PD-L1 es el MPDL3280A/RG7446. Los resultados preliminares
de actividad del farmaco fueron presentados en el congreso americano de
oncologia del afio 2013. El farmaco fue bien tolerado. En la cohorte de pacientes
con cancer de pulmon de los 53 pacientes analizados 23% alcanzaron
respuesta. Del andlisis de PD-L1 en las muestras tumorales de 46 pacientes,
alcanzaron respuesta parcial 5 de 6 pacientes con resultado de fuerte expresion
en la tincién y 6 de 13 pacientes con tincion moderada. Basados en estos datos
se esta evaluando el farmaco en pacientes con cancer de pulmoéon PD-L1

positivos tratados o no previamente [126].

Tabla 10. Inhibidores de PD1-PD-L1

Diana Agente Molécula Desarrollo
PD1  Nivoumab I1gG4 Fases Il y Il
tumores solidos
Pidilizumab IgG4 Fase Il varios
tumores
MK3475 IgG4 Fase I-II
PD-L1 BMS936559 1gG4 Fase |
Medl4736 IgG4 Fase |
MPDL-380A IgG1 Fase I-lI

Los datos actuales indican que la expresion de PD-L1 puede ser un biomarcador
predictivo para seleccionar pacientes para tratamiento con anti PD-L1/ PD-1. La
definicion de positividad de PD-L1 puede estar confundida por la heterogeneidad
del tumor, variabilidad en las técnicas de tincion, localizacién de la expresion

intratumoral y la definicion del punto de corte entre positivo y negativo.
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Aunque los resultados con estos farmacos son prometedores, no todos los
pacientes se benefician de los anticuerpos que inhiben PD-1 o PD-L1, llevando a
explorar estrategias alternativas para inhibir las interacciones PDL1-PD1. Un
grupo de autores, basados en la evidencia previa de que PD-L1 también inhibe
CD80, formulé la hipdtesis que la co-expresion de CD80 en las células
tumorales PD-L1 positivas podria prevenir la inmunosupresion mediada por PD-
L1-PD1 en un modelo in vitro. Concluyeron que CD80 revierte Ila
inmunosupresiéon mediada por PD-L1-PD1 en ratones con tumores PD-L1
positivo y resulta en la activacion del linfocito T CD4 y CD8. Sugieren que CD80
puede ser mas efectivo que los anticuerpos por el mecanismo dual de inhibir las
interacciones PD-L1-PD1 [127].

2.6 Relevancia de la inmunidad en MPM

Recientemente la evasion inmune se ha incluido como una de las caracteristicas
del cancer. Esta evasién inmune puede surgir debido a la presion inmunoldgica

gue lleva al tumor inmunosensible hacia una transicién inmunoresistente.

Numerosos estudios han demostrado que el mesotelioma es un tumor
inmunogénico, que induce reconocimiento inmune, infiltracion de células
immunes y muerte mediada por inmunidad. Ademas varios casos reportados en
la literatura han documentado regresiones espontaneas en pacientes con MPM

con una posible base inmunoldgica [128-131].

Se ha estudiado el valor pronéstico de parametros del sistema inmune en el
MPM. Se ha demostrado que la infiltracibn de las células T mejora la
supervivencia [132]. Posteriormente se identificé que una alta proporcion de
linfocitos CD8+ que infiltran el tumor se correlaciona significativamente con un
aumento de apoptosis de las células tumorales y con mejor supervivencia que
los pacientes con baja frecuencia de CD8+. Por el contrario se ha demostrado
gue el aumento de los linfocitos CD4+CD25+ son un factor prondstico negativo
[133]. Otros autores han demostrado una correlacién de peor supervivencia en

los pacientes con MPM epiteliode con altos niveles de
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linfocitos CD8+ y CD3+ infiltrantes y aumento de células mieloides [134,135]

Las células de MPM liberan citoquinas y quimoquinas que causan la
acumulacion de células inmunoregulatorias en el tumor. Los linfocitos Treg
pueden inhibir las células CD4+ y CD8+ por liberacién de factores solubles
inmunosupresores como IL10 y TGFB. Existen resultados conflictivos del papel
de Treg y la supervivencia en MPM. Dos estudios demostraron que altos niveles
de linfocitos CD4+CD25+ se asociaban con peor supervivencia, pero otros
estudios han demostrado que los Treg no median inmunosupresion en un
modelo de MPM y que no se observa un aumento significativo de Treg en MPM
[133,136-138].

Las células mesoteliales normales y malignas también pueden producir
citoquinas que son quemotacticas para los monocitos y una vez los monocitos
infiltran el tumor pueden diferenciarse en macréfagos asociados al tumor (TAM)

gue son polarizados hacia el fenotipo supresor M2 [139,140].

Las células del MPM segregan TGFB, un promotor tumoral, estimulante de la
angiogénesis y poderoso inmunosupresor local y sistémico [141]. También se ha
observado que los MPM producen VEGF y altos niveles de este factor se han

asociado con resistencia a la inmunoterapia con IL-2.

En MPM se ha demostrado que la proteina merlin tiene implicaciones en la
regulacién de p53, llevando a la resistencia de las sefiales apoptoéticas [142].
Ademaés se han observado frecuentes defectos de moléculas co-sefalizadoras
del ciclo celular en MPM, asi como una consistente sobreexpresion de la quinasa
1 que sirve como un mecanismo de resistencia a CTL [143,144]. Otros
mecanismos que impactan en la sensibilidad de las CTL en el MPM son la
sobreexpresién de proteinas de la familia bcl2, activacion andmala de la via de
Raf/MEK/ERK vy de la via de PI3K/AKT [145,146].

Se ha observado en modelos in vitro que PD-L1 también se expresa en MPM y

regula negativamente la actividad de los linfocitos T [147,148].
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2.6.1 Elementos inmunoldgicos del MPM

En base a la observacion de que algunos pacientes con MPM pueden tener
respuesta inmune con regresiones espontaneas, se considera que este tumor

puede responder a la inmunoterapia [128,149].

La exposicion al asbesto causa dafio en el DNA y muerte de la célula mesotelial
y como consecuencia se libera del nucleo la proteina high-mobility group box 1
(HMGBL1), caracteristica de la muerte celular inmunogénica y que recluta
activamente macréfagos inflamatorios [150]. Cuando HMGBL1 y los macréfagos
fagocitan las fibras de asbesto activan Nalp3 e inducen secrecion de citoquinas
proinflamatorias como IL y TNF alfa [151,152]. EI TNF alfa promueve la
transformacion maligna del mesotelio a través del NFKB que permite a la célula
mesotelial con dafio en el DNA inducido por asbestos sobrevivir mas que morir
[50]. Esta inflamacion localizada altera la permeabilidad de la membrana
mesotelial y facilita el proceso de derrame pleural por el que las proteinas y
células del sistema inmune del compartimento vascular se movilizan al espacio

pleural estableciendo un ambiente inmune asociado al tumor.
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Figura 22. Mecanismos de carcinogénesis por erionita. Adaptada de

Carbone M [153]

La teoria del reconocimiento inmune del tumor consiste en que las células

presentadoras de antigenos, como las células dendriticas, internalizan antigenos

de las células muertas del tumor y los llevan a los ganglios linfaticos que drenan

el tumor. En los ganglios las células dendriticas presentan el antigeno en el

complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHCI) y en presencia de

moléculas de adhesion y moléculas co-estimuladoras CD8+ resultan en su

expansion clonal. Los linfocitos CD8+ activados abandonan el ganglio linfatico y

entran en circulacién y migran hacia el tumor. En el tumor los
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linfocitos T citotoxicos efectores reconocen el antigeno expresado en la
superficie de las células tumorales en las moléculas del MHCI y especificamente

matan a esas células.

La presencia de antigenos asociados a tumor (TAA), ausentes o débilmente
expresados en células sanas, es crucial para la integraciébn de una respuesta
inmune tumor especifica. En MPM se expresan antigenos de diferenciacion
como la mesotelina y antigenos sobreexpresados como la mucina 1 (Muc-1),
Wilms tumor-1 (WT-1), receptor de folato alfa y survivina. En MPM la adquisicion
de antigenos puede ocurrir en el momento de la transformacion maligna, cuando
el asbesto induce la muerte de las células mesoteliales que comparten algunos

antigenos con las células malignas.
Los principales TAA identificados en MPM son:

- Mesotelina: antigeno de diferenciacion que se expresa normalmente en
las células mesoteliales pero que se sobreexpresa en los MPM
epitelioides, y esta ausente en el sarcomatoide [154]. Tanto la mesotelina
como la proteina soluble relacionada con la mesotelina se han identificado
como biomarcadores de MPM [155]. La mesotelina puede ser una diana

terapéutica en las células tumorales por los linfocitos CTL [156].

- WT-1: es un factor de transcripcion envuelto en la tumorogénesis que
regula genes envueltos en la proliferacion celular diferenciacion y
apoptosis [157]. Esta sobreexpresado en MPM epitelioide, pero no en el
sarcomatoide. Su expresién parece tener valor prondstico [158]. Se ha

considerado como una diana inmunoldgica relevante [159].

- Muc 1: es un antigeno de membrana que se expresa en las células
normales mesoteliales entre otros muchos tejidos [160]. Se sobreexpresa

en la mayoria de MPM epitelioides [161].
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- Survivina: es un miembro de una familia de genes inhibidores de la
apoptosis implicada en la division y apoptosis celular. Su expresion es un
factor pronéstico negativo en MPM [57]. La survivina es también diana

para mediar la muerte por CTL [162].

- FR alfa: es una glicoproteina de superficie de numerosas células
epiteliales y se sobreexpresa en 72% de MPM independientemente del

subtipo [163]. Se ha considerado una diana terapéutica en el MPM [164].

Para el reconocimiento de las células T es necesario el reconocimiento de los
antigenos y la expresion de MHCI por las células tumorales. En MPM existen
estudios contradictorios sobre la expresion de MHC | en las células. Inicialmente
en un estudio de lineas celulares se demostré que todas las lineas expresaban
MHCI y Il, pero dos estudios posteriores solo detectan la presencia de moléculas
de MHC | en lineas celulares y en muestras de pacientes con MPM Mutti 1998
[165,166].

2.7 Inmunoterapia en MPM

La combinacién de pemetrexed con cisplatino es el tratamiento estandar para el
MPM, que alcanza una mejoria de supervivencia de tres meses respecto al
cisplatino en monoterapia. Debido a la edad avanzada y comorbilidades de los
pacientes muchos no son elegibles para ningun tipo de intervencién terapéutica,

indicando una necesidad urgente de mejorar los tratamientos.

Se define como inmunoterapia la estrategia que tiene el objetivo de imitar los
efectos antitumor del sistema inmune del paciente o ayudarle en su capacidad
para luchar contra el cancer. Estudios clinicos y preclinicos conducidos en los
ultimos afios destacan la sensibilidad del MPM a la inmunoterapia. La
inmunoterapia ofrece una alternativa a la terapia convencional utilizando el

propio sistema inmune del paciente para luchar contra el cancer sin
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demasiados efectos adversos. Un potencial beneficio adicional es que genera

memoria inmunoldgica a largo plazo que protege contra futuras recaidas.

Existen dos tipos de intervenciones inmunologicas, las inmunoterapias dirigidas y

las no especificas.
2.7.1 Inmunoterapia no especifica

Las inmunoterapias no especificas son las que estimulando el sistema inmune
en general pueden inducir o amplificar respuestas antitumor con poder suficiente
para romper la tolerancia inmune inducida por el tumor, por tanto promoviendo la

destruccién del tumor.

Inducen células inmunes efectoras in vivo contra células tumorales a traves de la
administracion de mediadores inmunes capaces de activar el sistema inmune.
Ejemplos de esta estrategia incluyen virus modificados que expresan TAA que
se inyectan dentro del paciente, vacunas de células dendriticas, deplecién de
macrofagos y terapias con citoquinas [167].

En MPM como tratamiento se ha investigado inmunoterapia con células
dendriticas en un modelo de ratones. Se demostré que la inmunoterapia con
células dendriticas induce fuerte respuesta CTL especifica que lleva a un
aumento de la supervivencia en los ratones [168]. En base a estos datos
preclinicos se realizé un ensayo clinico fase | con células dendriticas ant6logas
del tumor. Se obtenian las células del derrame pleural o de la biopsia de tumor
en el momento del diagndstico. Los pacientes recibian inmunizaciones cada dos
semanas. El régimen fue bien tolerado, sin toxicidades grados 3 6 4. Como
toxicidad los pacientes presentaron erupcion cutanea local en el sitio de la
inyeccion intradérmica después de la primera vacuna en 8 de 10 pacientes. La
mayoria de los pacientes presentaron un cuadro pseudogripal moderado. En las
muestras de sangre de los pacientes se detectd un aumento de los anticuerpos
reactivos en las muestras postvacunacion vs prevucunacion demostrando que la

vacuna produce inmunoreaccion.
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Figura 23. Imagen de modelo de vacuna de células dendriticas. Adaptada
de Surmont V [169].

En MPM se ha investigado el efecto de la deplecibn de macréfagos en la
progresion del tumor en un modelo murino con liposomas de clodronato
encapsulado [171]. Estos liposomas son fagocitados por los macrofagos e
inducen apoptosis cuando el clodronato se libera en el citoplasma de las células
[170]. En otro estudio in vitro se observa inhibicion de la diferenciacion de las
células mieloides a macrofagos cuando se afiade &cido zoledronico a un cultivo
in vitro. Se detect6 una reduccion en el numero de macrofagos y un aumento en
el nimero de células mieloides inmaduras, pero no diferencias significativas en

la progresion del tumor ni en la supervivencia.

Las citoquinas son los mejores mensajeros del sistema inmune. Se secretan por
células tumorales e inmunes y tienen actividad inmunoreguladora. La IL2 y el
IFN-alpha2b son las dos citoquinas aprobadas por la FDA para el tratamiento del

cancer (melanoma, cancer renal, linfoma y leucemia).
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Los efectos inmunoreguladores del IFN implican la produccién de anticuerpos,
activacion de células NK , linfocitos T, funcion de macréfagos y expresion de
antigenos de MHC [172]. En MPM un ensayo clinico con IFNb demostré que la
administracion de una dosis consiguid respuestas en 4 de 10 pacientes. Al
administrar dos dosis no se observd mejoria en la supervivencia debido a la
neutralizacion de anticuerpos anti vector viral. Posteriormente los mismos
autores usando IFN alfa2b encuentran que es mas potente, con respuesta clinica
en 6 de 9 pacientes tratados. Un estudio en 89 pacientes mostré una tasa de
respuesta del 20%, y cuando analizaban los datos de los pacientes en estadio |

la respuesta subia a un 45% [173].

PN Ny,

Quimioterapia o vacuna tumoral

' CD8 tumor-reactivos

Figura 24. Imagen de modelo de vacunas con interferon. Adaptada de
Schiaroni G [174]
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Las interleuquinas son otras citoquinas con propiedades inmunoreguladoras. La
IL-2 es una citoquina proinflamatoria producida por las células T activadas y
promueve la proliferacion de las cellas T, diferenciacion y supervivencia.
También aumenta las células NK, neutrofilos y funcion de los macrofagos y
puede impulsar la unién de los Treg [175,176]. En estudios de lineas celulares
de MPM, la IL-2 afecta al ciclo celular, resultando en una acumulacion de células
en la fase GO/G1 con posterior apoptosis [177]. En un modelo de ratones la IL-2
rapidamente induce actividad CTL CD8+ y disminuye la vasculatura resultando
en regresion tumoral [178]. Otros modelos con ratones han demostrado que la
administracion intratumoral recluta células inflamatorias al sitio del tumor que
resulta en regresion temporal del tumor, pero el recrecimiento es evidente
después de finalizar el tratamiento, indicando que no se gener6 memoria
[179,180].

En ensayos clinicos la administracion sistémica de IL-2 se asocio a importantes
efectos adversos y tasas de respuesta suboptimas [181]. Resultados mas
prometedores se han logrado con la administracion de IL-2 localizada, pero
también es mas toxico que el IFN. En un ensayo clinico la administraciéon de IL-2
preoperatoria inducia mayor reclutamiento de células T e inhibia la vasculatura
asociada al tumor. Otros efectos de la IL-2 incluyen la resolucién de derrame

pleural en el 90% de los pacientes [182].

CD40, una glicoproteina de la familia de TNF, administrado en un modelo animal
de MPM consigue regresion tanto del tumor como de las metastasis a distancia
[183].
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2.7.2 Inmunoterapia dirigida

Las inmunoterapias dirigidas a un antigeno tumoral, generan o impulsan
respuestas inmunes especificas. Utiliza efectores inmunolégicos producidos in

vitro que son capaces de influenciar en el crecimiento de la célula tumoral.

Varios marcadores tumor especifico han sido explorados para terapias dirigidas.

La mesotelina ha demostrado ser una diana de linfocitos ya que los CTL con
péptidos especificos hacia la mesotelina pueden lisar el tumor [184]. Ademés
anticuerpos especificos de mesotelina estan elevados en el 39% de los
pacientes con MPM [185]. Es el antigeno mas estudiado en el MPM y para el
gue existen mas tratamientos. En estudios preclincos con anticuerpos
monoclonales se induce citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo contra

células de mesotelioma [186].

SS1P es un anticuerpo murino antimesotelina que en un estudio fase | demostro
seguridad de la dosis y modesta actividad clinica [187]. MORAbOO9 es un
anticuerpo quimérico ratdbn/humano hacia la mesotelina que no demostrd
respuestas objetivas en un estudio fase | con 13 pacientes [188]. En la
actualidad esta siendo estudiado en un estudio fase Il en pacientes con
enfermedad irresecable en combinacién con cisplatino y pemetrexed. CRS-207,
vacuna atenuada de listeria que codifica la mesotelina humana, esta siendo

estudiada en un ensayo fase |I.

WT-1 es un péptido mixto que incorpora un epitopo CD8, dos epitopos CD4 y un
péptido con ambos epitopos. En un estudio con 9 pacientes se demostré una

supervivencia libre de progresion de 36 meses en un paciente [189].
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2.7.3 Combinacién de quimio-immunoterapia

Como la eficacia de la inmunoterapia con un agente Unico ha sido limitada, la

combinacién de quimioterapia podria mejorar los resultados.

Estudios recientes se centran en analizar los mecanismos inmunomediados
antitumorales de la quimioterapia. La destruccion fisica de las células tumorales
por la quimioterapia las hace mas manejables como dianas de un ataque inmune
pero ademas proporciona antigenos tumorales de la via de la presentacion

cruzada.

En estudios preclinicos se han sugerido potenciales beneficios de la
quimioterapia el aumento de la presentacion de antigenos, la activacion de
células dendriticas, generacion de memoria, prevencion de la tolerancia por las
células tumorales y sensibilizacion de las células tumorales a la lisis de las
células T. Una ventaja adicional de combinar quimio-inmunoterapia es que

actlan a través de distintos mecanismos.

El cisplatino aumenta la sensibilidad de las células tumorales a la muerte
inducida por linfocitos T citotoxicos a través de un mecanismo no conocido [190].
Varios estudios con limitado nimero de pacientes de combinacion de cisplatino

con IFN no han demostrado mejoria de los resultados [191,192].

La ciclofosfamida en un estudio de ratones con MPM demostr6 que disminuye un
75% de los linfocitos CD8+ y confiere fuerte respuesta antitumoral con una tasa
de curacion de los ratones que oscila entre el 75%-100%. La ciclofosfamida
sensibiliza las células tumorales a mediar apoptosis por TRAIL (factor de

necrosis tumoral relacionado con el ligando).

Melfalan y mitomicina regulan la expresion de moléculas co-estimuladoras de
células T llevando a su infiltracion tumoral resultando en la muerte de la célula

tumoral en modelo de raton de MPM [193].
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Los pacientes tratados con cisplatino y pemetrexed tienen mas linfocitos CD8+
gue infiltran el tumor en comparacion con el esquema de cisplatino y vinorelbina
y esto se ha relacionado con una mejoria de la supervivencia, demostrando que
estos agentes pueden tener efectos de potenciacién inmunolégica [194]. Ademas
otro estudio demostré que el pemetrexed aumenta las células inmunes en la
superficie de las células tumorales [195]. También se ha demostrado que el
pemetrexed induce autofagia llevando a la muerte por apoptosis de las células
tumorales [196].

En un modelo murino de mesoteliomas, el pemetrexed mostré sinergia con la
deplecion de Treg para aumentar la supervivencia de los ratones con
mesoteliomas de manera linfocito CD8 dependiente [197]. La combinacion se
asocié con descenso del numero de Treg en el tumor, aumento de la produccion
de IL-2, maduracién de las células dendriticas y aumento del nUmero de CD8+T
infiltrantes en el tumor cuando se compara cada agente por separado.

Estudios recientes han demostrado la presencia de células T reguladoras (Treg)
en el microambiente del tumor. Los Treg tumor especificos pueden jugar un
papel significativo en la supresion de la inmunidad antitumor porque el aumento
de estos linfocitos parece asociarse con peor supervivencia en distintos tipos de
cancer [193]. Aunque muchas de las estrategias de deplecion de Treg parecen
prometedoras, es improbable que puedan ser usadas como una modalidad Unica
para tratar un estadio avanzado de mesotelioma. En su lugar podria tener un
papel la combinacién de quimioterapia con inmunoterapia. Se sabe que la
guimioterapia no tiene siempre un efecto negativo en la respuesta inmune por
inducir linfopenia, pero en realidad puede ser compatible o incluso sinérgica con

inmunoterapia [198].

Se ha considerado que la quimioterapia es perjudicial para la inmunidad
antitumor, porque la dosis limitante de toxicidad de muchas drogas es
mielosupresora produciendo neutropenia y linfopenia. En el estudio de Anraku

investigaron los efectos de la quimioterapia en combinacion con inhibidores de
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los Treg en MPM [197]. Demuestran que la combinacién de pemetrexed con la
deplecion de Treg podria llevar a la erradicacion de un mesotelioma establecido
en ratones, mientras que el pemetrexed y la deplecidon de Treg por si solos no
tenian un impacto en la supervivencia. El efecto sinérgico del pemetrexed en
combinacion con la deplecion de Treg se asocid con una infiltracion intratumoral
de células Cd3+Cd8+IFN-g+. Analisis retrospectivos han revelado una
correlacion significativa entre el infiltrado inmune por los linfocitos

TCD8+citotoxicos y mejores resultados.

En un estudio con mesoteliomas murinos se identificé que el aumento de los
linfocitos Treg intratumoral es por el aumento de los CD4+T dentro de los
tumores cuando crecen. En contraste la proporcion de Treg dentro del
compartimento en la periferia del tumor permanece relativamente constante
cuando el tumor crece [199]. Se ha encontrado una peor supervivencia en los

pacientes con MPM vy altos niveles de Treg intratumorales [194].

2.7.4. Inhibidores de CTLA4

Una nueva estrategia de inmunoterapia se dirige hacia las moléculas regulatorias
expresadas en las células inmunes para aumentar la actividad antitumoral de las
células T. El anticuerpo monoclonal antiCTLA4 tremelimumab se desarrolld
como una inmunoglobulina 1IgG2 para reducir la activacién del complemento y el
riesgo de tormenta de citoquinas. En un estudio con tremelimumab en
monoterapia en melanoma avanzado demostré respuestas duraderas [200]. Sin
embargo en el estudio fase Ill en comparacion con dacarbazina o temozolamida
tremelimuab no mejoro la supervivencia de los pacientes con melanoma aunque
se consiguieron respuestas duraderas [201]. En MPM se ha desarrollado un
estudio fase Il con tremelimumab en Italia [202]. Se incluyeron 29 pacientes que
habian recibido una linea de tratamiento previo. Un paciente alcanzo respuesta

parcial de mas de 6 meses de duracion.
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El 31% de los pacientes alcanz6 estabilizacion de la enfermedad. La mediana de
supervivencia fue de 10.7 meses y la supervivencia libre de progresion de 6.2
meses. Los eventos adversos mas comunes fueron dermatoldgicos y
gastrointestinales. Los resultados de supervivencia de 10.7 meses se comparan

favorablemente con la de farmacos de segunda linea en mesotelioma [203].

2.7.5 Inhibidores de la via PD1-PD-L1 en MPM

Hasta el momento la expresion de PD-L1 ha sido estudiada en un estudio de
ratones. El receptor inhibitorio de la célula T PD-1 se expresa en los linfocitos
activados incluyendo las células Treg que regulan la funcién de los linfocitos T a
través de la interaccion con PD-L1. Se ha propuesto un modelo murino de MPM
donde PD-1 actia como el mediador critico. Con base de que bloquear PD-L1 en
modelos animales aumenta la eficacia de diferentes inmunoterapias se sugiere
gue las respuestas antitumorales de las células T que son inducidas por
inmunoterapia son frenadas a través de la via de PD1/PD-L1 [204,205]. Sin
embargo recientemente se ha demostrado que las células T regulatorias CD25
estan también bajo el control de PD1, y por tanto el bloqueo de PD-L1 aumenta
la funcién supresora de las células regulatorias T [206]. Con esta base se
desarroll6 un estudio para investigar el papel de PD1 en la inmunosupresion
inducida por el tumor en un modelo animal de MPM en el que la
inmunosupresion depende en parte de las células T regulatorias [147]. Para
estudiarlo se utilizé6 una linea celular que se obtuvo de células de mesotelioma
inducidas por asbesto. Reportaron que PD-L1 esta ubicuamente expresado en el
estroma del tumor, que las células CD4 y CD8 expresan PD1, y que el bloqueo
de PD-L1 resulta en la activacion de las células T. Encontraron que el bloqueo
de PD-L1 lleva a la activacion de las células CD4 y que potencial bloqueo de PD-
L1 mediante la activacion de CD8 sélo ocurria cuando las células CD4 estaban
agotadas. Los autores sugirieron las células T regulatorias estan funcionalmente

controladas por PD1, lo que sugiere que las respuestas inmunosupresoras
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pueden también ser controladas por PD1 y tienen implicaciones para el disefio
de inmunoterapias basadas en PD-L1 [147]

2.8 Deteccion de la expresion de PD-L1

El reciente descubrimiento de la via de PD1-PD-L1 no ha permitido desarrollar
una técnica de inmunohistoquimica estandarizada. En el desarrollo de los
ensayos clinicos con farmacos inhibidores de PD1 o de PD-L1 se ha observado
de manera retrospectiva que la expresibn de PD-L1 medida por

inmunohistoquimica predice eficacia de estos farmacos.

El estudio fase | de nivolumab en pacientes con tumores sélidos, comentado
anteriormente, fue el primer estudio que demostré que la expresion de PD-L1
predice respuesta a tratamiento [117]. En el estudio 296 pacientes con tumores
sélidos que habian progresado a varias lineas de tratamiento recibieron un
inhibidor de PD1. Se evalué si la positividad de PD-L1 en un grupo de pacientes
se relacionaba con respuesta. Utilizaron el anticuerpo monoclonal 5H1 y
definieron como positividad la expresion de mas de 5% en la membrana de la
célula tumoral. De los 42 pacientes evaluados 25 fueron positivos para PD-L1y 9

pacientes respondieron al tratamiento.

En el estudio de Spiegel con un inhibidor de PD-L1 utilizan un anticuerpo
generado por el propio laboratorio (Genentech) para el estudio para evaluar la
positividad de PD-L1 [126]. En el estudio con 171 pacientes la expresion de PD-
L1 se asocia con beneficio clinico. Definen como positividad de la expresion de

PD-L1 la presencia de mas de 1% de células inmunes positivas para la tincion.
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Figura 25 Imagen de expresion positiva de PD-L1 con el anticuerpo de
Genentech en muestra en parafina

70



Analisis de la expresién de PD-L1 en una serie de pacientes con mesotelioma pleural maligno

El anticuerpo PD-L1 (E1L3N™) estd en fase de investigacién y aun no se han
publicado resultados de estudios que utilicen este anticuerpo.

Figura 26. Imagen de tincion por inmunohistoquimica en muestra en

parafina de cancer de pulmén con el anticuerpo PD-L1 (E1L3N™)XP®
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HIPOTESIS DE TRABAJO
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Hipdtesis

Il HIPOTESIS DE TRABAJO

Los estudios descritos en la literatura han demostrado que en los pacientes con
mesotelioma pleural ocurren alteraciones del sistema inmune provocadas por el

tumor.

Recientemente se ha demostrado que la via de PD1-PD-L1 se expresa en

tumores sélidos y, en algunos casos, parece conferir mal pronadstico.

En el momento del disefio de este proyecto de investigacion no se dispone en la
literatura de estudios que evallen la presencia de PD-L1 en pacientes con

mesotelioma pleural.

En este estudio postulamos que PD-L1 puede estar presente en los pacientes
con mesotelioma pleural y empeorar su prondéstico. En caso de confirmarse la
presencia de PD-L1 en los pacientes con mesotelioma representaria una

potencial diana terapéutica para esta enfermedad.
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Objetivos

Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Analizar la expresion de la proteina PD-L1 por medio de técnicas de
inmunohistoquimica en una serie de pacientes diagnosticados correlativamente
de mesotelioma pleural maligno entre los afios 2000 y 2014 en el Hospital

Universitario Vall d"Hebron y en el Hospital Universitario 12 de Octubre

2.2 Objetivos secundarios

e Describir las caracteristicas clinicas de nuestra serie de pacientes con

mesotelioma pleural

e Analizar los factores prondsticos

e Analizar las diferencias en la expresiéon de PD-L1 en funcién de las

caracteristicas clinicas y los subtipos histolégicos de los pacientes

e Conocer las diferencias de supervivencia entre los pacientes con PD-L1

positivo y negativo
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METODOS
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IV METODOS

1. Ambito de desarrollo

Considerando que el MPM es un tumor poco frecuente, con objeto de poder
aumentar el tamafio muestral se decidio realizar el estudio con los casos
diagnosticados en nuestro hospital y con una serie de pacientes del Hospital
Universitario 12 de Octubre. El estudio se realiz6 entre el afio 2013 y el afio 2014
en dos hospitales, Hospital Universitario Vall d"Hebron y Hospital Universitario 12
de Octubre.

2. Pacientes del estudio

Se analizaron los pacientes diagnosticados de MPM en los dos hospitales en el
periodo tiempo desde el afio 2000 hasta el afio 2014. Se incluia a un paciente en
el estudio si se disponia de material archivado en el servicio de anatomia
patolégica de ambos hospitales con calidad suficiente para llevar a cabo la

tincion (al menos una laminilla no tefida).

Los criterios de inclusién para considerar a los pacientes candidatos para la

tincién de PD-L1 fueron:

e Pacientes diagnosticados de MPM que hayan recibido o no tratamiento
para su enfermedad

e Pacientes con material histologico disponible para el andlisis de
inmunohistoquimica

e Pacientes con disponibilidad de acceso a los datos de la historia clinica.

e Pacientes de los que se disponia de seguimiento clinico
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Se excluyeron aquellos casos que cumplian alguno de los siguientes criterios:

e Imposibilidad de acceder a los datos de seguimiento clinico
e La calidad de la muestra no permitia una correcta valoracion
e Pacientes referidos a nuestros centros desde otros hospitales por

dificultad de obtener la informacion necesaria del seguimiento clinico

Se analizaron de manera retrospectiva las siguientes variables clinicas y

patolégicas de los pacientes para el analisis descriptivo de la poblacion

e Caracteristicas demograficas:
o Sexo
o Edad (en afios) al diagnéstico
o Habito tabaquico
o Estatus funcional (ECOG)(tabla 11)
o Contacto con amianto
o Localizacién anatémica del tumor (derecha o izquierda)

o Fecha de diagnéstico de mesotelioma

e Parametros de laboratorio:
o Leucocitos totales
o Linfocitos

o Ratio neutrofilo-linfocitario (NLR)
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e Parametros del tumor
o Estadio TNM

o Tipo histolégico

e Variables de tratamiento
o Tipo de tratamiento sistémico recibido
o Respuesta al tratamiento de quimioterapia

e Parametros de supervivencia:
o Fecha de ultimo control
o Fecha de progresion
o Estatus ultimo control: vivo o muerto

o Fecha de exitus

e Paradmetros de la via de PD-L1
o Resultado de la tincion de PD-L1: positivo, negativo
o Porcentaje celular en los PD-L1 positivo
o Localizacibn de la tincion (membrana, citoplasma, infiltrado

linfocitario)
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Tabla 11. Estatus funcional (ECOG)

Grado ECOG ‘

0 Totalmente asintomético, capaz realizar un trabajo y actividades normales

de la vida diaria llevar una vida normal sin restriccion

1 El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos arduos,
aunque se desempefia normalmente en sus actividades cotidianas y en
trabajos ligeros. El paciente s6lo permanece en la cama durante las horas

de sueflo nocturno

2 El paciente no es capaz de desempefar ningun trabajo, se encuentra con
sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al
dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el 50% del dia. El

individuo satisface sus necesidades personales solo

3 El paciente necesita estar encamado més de la mitad del dia por la
presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las actividades

de la vida diaria como por ejemplo vestirse

4 El paciente permanece encamado mas de la mitad del dia por la presencia
de sintomas. Necesita ayuda para todas las actividades de la vida diaria,
como por ejemplo la higiene corporal, la movilizacion en la cama y la
alimentacion

5 Paciente fallecido
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3. Procedimientos del estudio

3.1 Anticuerpo utilizado

Debido a la falta de un anticuerpo comercial hacia PD-L1, para llevar a cabo el
proyecto se utilizd el anticuerpo experimental PD-L1 (E1L3N™) XP® de Cell
Signaling solicitando al laboratorio la cesion de una alicuota del anticuerpo para
realizar este estudio. Se obtuvo un acuerdo de transferencia para este estudio
por parte de la compafiia autorizando el uso de este anticuerpo no

comercializado.

3.2 Seleccidon de muestras

Las muestras se recogieron de los laboratorios de anatomia patolégica de
ambos hospitales. Se utilizaron muestras archivadas en parafina. Se empleé una

laminilla no tefiida para el analisis de PD-L1

3.3 Técnicas de inmunohistoquimica

Las muestras de tumor se obtuvieron de la biopsia del diagnéstico inicial de
mesotelioma. Ningun paciente recibié tratamiento neoadyuvante. Los casos

incluyeron los subtipos de mesotelioma epitelial, sarcomatoide y bifasico.

Todas las muestras de tumor de los pacientes se obtuvieron de bloques de
parafina almacenados en el archivo de anatomia patolégica del Hospital
Universitario Vall d"Hebron y el Hospital Universitario 12 de Octubre. EI mismo
método se utilizé para cada paciente. La aprobacién del uso del tejido en
investigacion se obtuvo de los Comités Eticos del Hospital Vall d’Hebron y del
Hospital 12 de Octubre. Todas las muestras fueron evaluadas por dos patdlogos

de manera independiente. Las muestras con material insuficiente para la tincion
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de inmunohistoquimica fueron descartadas. La interpretacion de los resultados
de inmunohistoquimica se realizO0 por los dos patdélogos de manera
independiente. Los casos con resultados conflictivos fueron reevaluados hasta la

obtencién de consenso.

Las técnicas de inmunohistoquimica se realizaron como se ha descrito
previamente [35]. En resumen secciones de 2 6 3 micras eran desparafinadas,
rehidratadas en alcoholes y aclaradas en agua destilada. La actividad de la
peroxidasa enddgena era bloqueada con perdxido de hidrogeno al 3% en salino
fosfatasa-buffer (PBS) por 15 minutos, seguido de tres lavados de PBS. La
retirada del antigeno se hizo con Cell Conditioning 2, prediluido ph8. Las
secciones fueron bloqueadas al 3% por 5 minutos y se incubaron en la noche a
4°C con el anticuerpo especifico.

La inmunoreactividad se obtuvo con tetrahidroclorido 3"3"diaminobenzidina y las
secciones se contaron en hematoxilina de Harry y se deshidrataron previo al
montaje en el microscopio electronico. Las laminillas fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 10 minutos y expuestas toda la noche a 4°C al
anticuerpo PD-L1 (E1L3N™) XP® de Cell Signaling a la dilucion1:1200. Como
control positivo de la tincién se utiliz6 tejido de placenta humana.

Antes de la tincién, especimenes sin células tumorales o con células
cuestionables de aspecto de células inflamatorias se excluyeron del andlisis. La
expresion de PD-L1 evalu6 en membrana, citoplasma e infiltrado inflamatorio.

El porcentaje de células tumorales tefiidas se evalué en una seccién completa.

3.4 Interpretacion de las muestras

Las muestras fueron analizadas por dos patdlogos de manera independiente. Se
considerd un resultado positivo para la tincién la presencia de mas de 1% de
células tumorales con expresion positiva para PD-Ll1.La intensidad de la

inmunotincion se clasificé de manera semicuantitativa como sigue: 0, no tincion,
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1 débil, 2 moderada y 3 intensa. La expresion de la proteina se analizo en tres

regiones celulares: membrana, citoplasma e infiltrado inflamatorio.

Se establecieron tres categorias dentro de los pacientes PD-L1 positivos en
funcidn del porcentaje celular que expresa PD-L1: los positivos débiles (aquellos
con una tincion en menos del 5% de las células tumorales) los positivos
moderados (entre 5-10% de las células tumorales) y los intensos (mas de 10%

de las células tumorales).

Los linfocitos CD4 y CD8 se evaluaron como score 0, no tincion, 1 leve, 2

moderada y 3 severa.

3.5 Recogida de informacion y valoracion clinica de los resultados

Posteriormente a la lectura de las muestras por el patélogo, se consultaron las
historias clinicas de los pacientes para obtener informacion de interés para el
estudio. Al finalizar el seguimiento se realizaba una valoracién definitiva de la
evolucion de la enfermedad del paciente que era lo que se tuvo en cuenta para

el analisis final de este estudio.

La informacion epidemioldgica, de seguimiento clinico y los resultados de las
pruebas de imagen y patolégicas se obtuvo consultando las historias clinicas
electronicas y en papel archivadas en ambos hospitales. A través de las historias
clinicas de los centros se recogieron las variables demograficas, parametros de
laboratorio y de radiologia, informacién de tratamiento y fechas para el analisis

de supervivencia.
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4. Analisis estadistico

Las variables de interés fueron exportadas a una base de datos Excel y previo al
analisis se realiz6 un control de calidad de la informacion. Se revisaron todos los
casos incluidos. Se elimind a todos aquellos pacientes con informacion

insuficiente o no fiable.

Las variables categoricas se describieron por porcentajes, y las continuas con
media y distribucién estandar cuando tenian una distribucion normal, y mediana

y rango intercuartil cuando la distribuciéon no era normal.

Se calcularon la frecuencia y porcentajes de positividad de PD-L1 segun
diferentes grupos clinicos. El test de Pearson X2 y el test exacto de Fisher se
usaron para evaluar la asociacién entre la expresion de la proteina con
caracteristicas clinicas como edad, estadio tumoral y tipo histolégico. La
posibilidad de que el PD-L1 se asociara con supervivencia se calculé6 mediante el
test de Wilcoxon y el nivel de significacion estadistico fue establecido para un
valor de p<0.05.

La supervivencia libre de progresion se definio como el tiempo desde el final del
primer tratamiento hasta el primer evento (progresion o muerte por cualquier
causa). La supervivencia global se calculé desde la fecha del diagndstico de
malignidad hasta la muerte por cualquier causa o hasta la fecha de la ultima
visita de seguimiento para los pacientes aun vivos. El analisis de supervivencia
gue compard los tumores con alta y baja expresion de proteina se llevo a cabo
mediante las curvas de Kaplan-Meier y el significado se verificd por el log-rank
test. Todos los valores de la p se determinaron por dos colas. El analisis
multivariante se realizd6 mediante el analisis de regresion de Cox incluyendo sélo
las variables que mostraron significancia en el analisis univariante. El analisis de
los datos y la elaboracién de las gréficas se realizaron con el software PASW
17.0.2
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5. Consideraciones éticas

Se elabor6 un modelo de consentimiento informado para presentar a los

pacientes.

El protocolo del estudio y su consentimiento informado fue aprobado por el
Comité Etico de ambos hospitales. El paciente firmaba el consentimiento

informado del estudio en la primera visita que tuviera en el hospital.

La base de datos del estudio se guardd de forma codificada en un ordenador
protegido con usuario y contrasefia y soélo tenian acceso los investigadores
principales del estudio. No se guardé informacion personal con la que se pudiera

inferir en la identidad de los pacientes.
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RESULTADOS
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V RESULTADOS

Desde el a 0 2000 hasta el 2014, se recogieron 119 pacientes para este estudio
de los que se disponia de toda la informacion clinica y seguimiento, 61 en el
Hospital Vall d Hebron y 58 en el Hospital 12 de Octubre.

1. Analisis descriptivo de los pacientes con MPM

La edad media al diagnéstico es de 69 a os (rango de 42 a 90 a 0s). La mayoria
de pacientes eran hombres (71.4%), fumadores (51%) y tenian contacto previo

con el amianto (44.5%)

Hombre
71%

Figura 27. Diagrama de distribuciéon por sexo
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No Fumador
34%
Exfumador
24%

Fumador Activo
29%

ND: no disponible

Figura 28. Diagrama de distribucién por habito tabaquico

ND: no disponible

Figura 29. Diagrama de distribuciéon por contacto amianto
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Respecto a los sintomas la mayoria de pacientes tenian un buen estado general
con ECOG 0 el 20% de los pacientes y ECOG 1 el 64.8% de los pacientes. El
77% de los pacientes presentaban derrame pleural. La media del ratio NLR era
de 7.1 (rango 2-42)

ND: no disponible

Figura 30. Diagrama de distribuciéon por ECOG

10% 12%

ND: no disponible

Figura 31. Diagrama de distribuciéon por derrame pleural
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Figura 32. Diagrama de distribucion por NLR

Respecto al estadio TNM un 39% de los pacientes tenian estadio Il y el 25%
estadio IV. El tipo histologico mas frecuente era el epitelioide (65% de los
pacientes), seguido de mesotelioma sin mas especificacioén (20%)

ND: no disponible

Figura 33. Diagrama de distribucién por estadio clinico
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NE: no epitelioide

ND: no disponible

Figura 34. Diagrama de distribucién por histologia

La mayoria de los pacientes (65.5%) recibieron tratamiento sistémico y un 27%

de ellos alcanzaron enfermedad estable y 12% respuesta parcial.

ND: no disponible

Figura 35. Diagrama de distribucién por tratamiento
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NE
2%

ND: no disponible

RC: respuesta completa
RP: respuesta parcial
EE: enfermedad estable

EP: progresion

Figura 36. Diagrama de distribuciéon por respuesta al tratamiento
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Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristica N %
Edad 69 (42-90)
Sexo

Hombre 85 71.4
Mujer 34 28.5
Contacto amianto 53 44.5
ECOG

0 19 15.1
1 61 64.8
2 10 10.6
3 4 4.2
ND 25 13.1
Derrame pleural 92 77.1
NLR 7.10 (2-42)
Estadio

I-ll 27 22.6
]} 47 39.5
v 30 25.2
ND 15 12.6
Histologia

Epitelioide 78 65.5
Sarcomatoide 5 4.20
Bifasico 7 5.8
No especificacion 24 20
Otros 2.5
ND 1.7
Tratamiento sistémico 78 65.5

ND: No disponible
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2. Analisis de supervivencia y factores pronosticos

La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 9.8 meses. La supervivencia

global de toda la poblacién fue de 13.8 meses

1.0

08

Probabilidad
0.4

02

0.0
I

Supervivencia global (afios)
Mo. at Risk
112 27 4 2 1

Figura 37. Grafica de supervivencia global
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2.1 Supervivencia sequn histologia

Los pacientes con histologia epitelioide presentaron mejor supervivencia que el
resto de histologias con una media de 16.8 meses frente a 5.2 meses los

bifasicos y 0.8 meses los sarcomatoides (p<0.001)
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T — No mas especificacion
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Mixto/bifasico § 0 0 0 0

Figura 38. Supervivencia segun histologia
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2.2 Supervivencia sequn respuesta a la quimioterapia

Los pacientes que consiguieron respuesta parcial presentaron una mejor
supervivencia que los pacientes con enfermedad estable o progresion (26.6 m,
17.5my 7.8 m respectivamente, p=0.003)

@
- —— Completa o parcial
—— Estable
oo .
= Progresion
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2 o 7
E
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[ | I T T
0 1 2 3 4 5
No. at Risk Supervivencia global (afios)
-ompleta o parcial 16 16 9 2 1 0
Estable 33 24 11 7 1 1
Progresion 15 6 3 1 0

Figura 39. Grafica de supervivencia segun respuesta a la quimioterapia
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2.3 Supervivencia segun el habito tabaquico

Los pacientes no fumadores tenian una supervivencia de 13.2 meses, frente a

16.44 meses los fumadores activos y 23.1 meses los ex -fumadores (p=0.491)
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0 — No fumador
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No._ at Risk Supervivencia global (afios)

No fumador 40 18 8 5 0 0 0
Activo 32 18 9 4 1 1
Ex fumador 27 15 8 3 2 1

—
[ e e

Figura 40. Grafica de supervivencia segun habito tabaquico
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2.4 Supervivencia sequn el contacto con amianto

No se observaron diferencias en la supervivencia entre los pacientes que tenian
contacto previo con el amianto o derivados (15 meses) y los que no tenian

contacto con el amianto (13.8 meses), p=0.577.
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A — Sin contacto
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No. at Risk Supervivencia global (afios)
Sin contacto 38 18 12 7 1 1 0
Con contacto 1 29 11 4 2 1 1 0

Figura 41. Grafica de supervivencia segun contacto amianto
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2.5 Supervivencia segun la localizacion del tumor

No se observaron diferencias de supervivencia entre los pacientes que
presentaban tumor localizado a la derecha o a la izquierda (13.5 meses versus

20.4 meses respectivamente, p=0.572)
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Figura 42. Grafica de supervivencia segun localizacion del tumor
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2.6 Supervivencia sequn el estadio clinico

Los pacientes con estadio | alcanzaron una supervivencia de 40.1 meses, los
pacientes estadio Il de 16.4 meses, los pacientes estadio Il de 13.2 meses y los
pacientes estadio IV de 13.3 meses (p=0.271)
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Figura 43. Grafica de supervivencia segun estadio clinico
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2.7 Supervivencia segun la edad

No se observaron diferencias de supervivencia en la poblacion de acuerdo a la
edad de mas o menos de 75 afos (7.9 versus 17.2 meses respectivamente,
p=0.407).

—— ==75afios
=75 afios
o
{0
o
E
M
A
2
o
I I—|_
I |
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Figura 44. Grafica de supervivencia segun edad
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2.8 Supervivencia segun el sexo

La mediana de supervivencia de los hombres fue de 13.5 meses frente a 16.8

meses las mujeres (p=0.863).
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Figura 45. Grafica de supervivencia segun sexo
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2.9 Supervivencia segun el estado funcional

En nuestra serie encontramos diferencias estadisticamente significativas en
funcidbn del estado funcional. Los pacientes con ECOG 0 tenian una
supervivencia de 26.7 meses, los pacientes con ECOG 1 de 16.5 meses, los
pacientes con ECOG 2 de 2.5 meses y los pacientes con ECOG 3 de 0.9 meses
(p<0.001).
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Figura 46. Grafica de supervivencia segun ECOG
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3. Analisis de la expresion de PD-L1

De la serie inicial de 119 pacientes se disponia de material archivado de
suficiente calidad para proceder al analisis de inmunohistoquimica en 77

pacientes.

NE: no evaluable

Figura 47. Distribucion de pacientes evaluados para PD-L1

De los 77 pacientes en los que se realiz6 la tincibn de PD-L1 encontramos 16

pacientes con expresion positiva por inmunohistoquimica de PD-L1 (20.7%).
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Figura 48. Positividad de PD-L1

De los 16 pacientes con resultado positivo de PD-L1 en 9 pacientes la tinciéon era
débil (56.2%), en 4 pacientes el resultado de la tincidén era positivo moderado

(18.7%), y en tres positivo intenso (12.5%)

Figura 49. Intensidad de la tinciéon de PD-L1
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Figura 51. Imagen de tincion positiva moderada de PD-L1
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Figura 52. Imagen de tincion positiva intensa de PD-L1

De los 16 pacientes con resultado de PD-L1 positivo analizamos la localizacion
celular de la expresion de PD-L1. En 14 muestras (87.5%) se observo positividad
de PD-L1 en la membrana, 16 pacientes (100%) presentaban la tincién positiva

en el citoplasma y dos pacientes (12.5%) en el infiltrado inflamatorio.

Figura 53. Imagen de tincion positiva de PD-L1 en membrana
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Figura 55. Imagen de tincion positiva de PD-L1 en infiltrado inflamatorio
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De los 16 pacientes PD-L1 positivos en 10 pacientes (62.5%) era positivo en
menos del 5% de células tumorales. En tres pacientes (18.7%) positivo entre 5-
10% de las células tumorales y otros tres pacientes (18.7%) en mas del 10% de

las células tumorales

Figura 56. Porcentaje celular de positividad de PD-L1

En 54 pacientes se analizé la presencia de TIL dentro del tumor y encontramos
un infiltrado inflamatorio intenso en 8 pacientes (14.8%), moderado en 26 casos
(48.1%), y débil en 19 pacientes (35.1%). S6lo un paciente no presentaba

infiltrado inflamatorio en el tumor
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Negativo
2%

Intenso
15%

Moderado
48%

Figura 57. Diagrama de distribucién de TIL
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Tabla 12. Principales caracteristicas clinicas de los pacientes PD-L1

positivos

Edad Sexo Estadio Histologia
54 H Il Bifasico

73 H [l Epitelioide

79 M \Y, Bifasico

69 M Il Bifasico

62 H \Y, Bifasico

67 H [ Epitelioide

43 H [l Epitelioide

62 M \Y Epitelioide

67 H [l Epitelioide

83 H Il Bifasico

70 M \Y, Sarcomatoide
60 H \Y, Bifasico

80 H \Y, Sarcomatoide
81 H I Epitelioide

74 M \Y, Sarcomatoide
82 H A\ Epitelioide
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4. Asociacion de PD-L1 con variables clinicas

En este estudio encontramos que existe una asociacion estadisticamente
significativa entre la positividad de PD-L1 con la histologia. En los pacientes con
mesotelioma epitelioide se encontraron 7 de 46 pacientes positivos, mientras que

en los no epitelioides era de 9 de 15 (p=0.033).

Tabla 13. Asociacion PD-L1 con histologia

PDL1
Negativo Positivo p-valor
No epitelial | 15 9
Histologi .
'stologla g itelial | 46 7 0.033

No encontramos asociacion entre la expresiéon de PD-L1 con el género. Entre los
43 hombres, 11 casos eran positivos para PD-L1 y entre las 18 mujeres, 5 eran
positivas para PD-L1 (p=0.98).

Tabla 14. Asociacion PD-L1 con sexo

PDL1
Negativo Positivo p-valor
Hombre 43 11
Sexo Mujer 18 s 0.986

No se determind asociacion entre la positividad de la expresion de PD-L1 con el
estatus de fumador. De los pacientes fumadores activos 5 de 20 eran positivos,
en los exfumadores 5 de 13 pacientes eran PD-L1 positivo y los no fumadores 5
de 27 positivos (p=0.618)
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Tabla 15. Asociaciéon PD-L1 con habito tabaquico

PDL1
Negativo Positivo p-valor
No 27 5
Fumador Activo 20 5 0.618
Exfumador 13 5

No se observd asociacion de PD-L1 y el contacto con el amianto siendo PD-L1
positivo en 5 de 31 personas expuestas al amianto y en 10 de 22 personas no

expuestas.

Tabla 16. Asociacion PD-L1 con la exposicién al amianto

PDL1

Negativo Positivo p-valor
Contacto con | No 22 10
amianto Si 31 5 0.142

Existe una asociacién significativa de la positividad de PD-L1 y el ratio NLR. En
los pacientes con ratio NLR<3 resultaron PD-L1 positivo 3 de 29 pacientes. Los

pacientes con NLR 23 eran positivos 13 de 32 (p=0.048).

Tabla 17. Asociacion PD-L1 con NLR

PDL1
Negativo Positivo p-valor
<3 29 3
NLR >=3 32 13 0.048

114



Analisis de la expresién de PD-L1 en una serie de pacientes con mesotelioma pleural maligno

No se observaron diferencias en la expresion de PD-L1 con el estadio clinico.
Los pacientes estadio Ill eran PD-L1 positivo en 5 de 32 pacientes y los estadios

IV en 8 de 16 pacientes, p=0.26.

Tabla 18. Asociacion PD-L1 con estadio clinico

PDL1
Negativo Positivo p-valor
I 2 0
. ] 8 3
Estadio i 32 c 0.269
v 16 8

No se observé asociacion de PD-L1 con la respuesta a la quimioterapia. De los
pacientes que hicieron respuesta completa o parcial 4 de 7 eran PD-L1 positivo,
de los pacientes con enfermedad estable 2 de 22 eran positivos y de los que

progresan 1 de 12 positivo, p=0.065.

Tabla 19. Asociacion PD-L1 con respuesta a quimioterapia

PDL1
Negativo | Positivo p-valor
Completa o parcial 7 4
Respuesta a | Enfermedad estable 22 2 0.065
laQT Progresion 12 1 ’
No evaluable 1 1

No encontramos diferencias en la expresion de PD-L1 y el infiltrado linfocitario en
el tumor. De los pacientes PD-L1 positivo en 4 casos tenian un infiltrado
inflamatorio leve, 5 pacientes un infiltrado moderado y 3 un infiltrado intenso,
p=0.343.
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Tabla 20. Asociacion PD-L1 con el infiltrado linfocitario

PDL1
Negativo | Positivo p-valor
Infiltrado d 0 1 0
nfiktrado de | E 4
linfocitos en 0.343
el tumor 2 21 >
3 4 4

No hay diferencias en la expresiéon de PD-L1 con la intensidad del infiltrado
linfocitario CD8 ni del infiltrado linfocitario CD4, p>0.05.

Tabla 21. Asociacion PD-L1 con CD8

PDL1
Negativo | Positivo p-valor
<=50 28 6
CD8 350 13 - 0.194
Tabla 22. Asociacion PD-L1 con CD4
PDL1
Negativo | Positivo p-valor
<=50 23 8
CD4 >50 18 s 0.968

116



Analisis de la expresién de PD-L1 en una serie de pacientes con mesotelioma pleural maligno

5. Analisis de la expresion de PD-L1 v supervivencia

Al analizar la supervivencia de los pacientes que expresan PD-L1 encontramos
gue PD-L1 es un factor prondstico significativo. Los pacientes PD-L1 positivos
tenian una supervivencia de 4.7 meses, frente a 16.3 meses los pacientes PD.L1

negativo, p=0.012.

— MNegativo
— Positivo
L=
m
=z
E
m
D
o
o
I I I
| |
20 60
No. at Risk Supervivencia global (meses)
Negativo 59 32 20 11 7 y, 1
Positivo 15 2 3 1 0 0 0

Figura 58. Supervivencia en pacientes PD-L1 positivo y negativo
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Al analizar las diferencias en la supervivencia de acuerdo con la intensidad de la
expresion de PD-L1 no encontramos diferencias en los pacientes con tincion de

PD-L1 positiva débil versus moderado-intenso (6.1 vs 4.7 meses, p=0.941).

=
" — Débil
— Moderado o intenso
®
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=]
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I | | | T I
0 5 10 15 20 25 30
No. at Risk Supervivencia global (meses)
Deébil 8 4 3 2 2 0 0
Moderado o intenso 7 3 2 1 1 1 1

Figura 59. Supervivencia segun la intensidad de PD-L1 débil/moderada-

intensa
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Los pacientes con fuerte expresion de PD-L1 tenian significativamente peor
supervivencia que los pacientes PD-L1 negativos. La mediana de supervivencia
fue de 4.7 meses en los pacientes con expresion moderada-intensa frente a los

16.3 meses en los pacientes PD-L1 negativos (p=0.032).
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0 10 20 30 40 50 60
No. at Risk Supervivencia global (meses)
MNegativo 59 32 20 11 7 2 1
Moderado o intenso 7 2 1 1 0 0 0

Figura 60. Supervivencia en los pacientes PD-L1 negativos y moderado-

intenso
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No encontramos diferencias en la supervivencia global en los pacientes con
expresion negativa de PD-L1 frente a los pacientes con expresion positiva

intensa, 16.3 meses en negativo y 2.5 en los positivo intenso, p=0.31.
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Figura 61. Supervivencia en los pacientes PD-L1 negativos y positivos

intenso
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Al analizar las diferencias de supervivencia agrupando los pacientes con
expresion PD-L1 negativo o débil frente a los pacientes con expresion positiva
moderada 0 intensa encontramos que existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos. Los pacientes con tincién negativa tenian una
mediana de supervivencia de 14.7 meses frente a los 4.7 meses en los pacientes

positivos moderado o intenso (p=0.056).
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o —— Negativo o débil
—— Moderado o intenso
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No. at Risk Supervivencia global (meses)

Negativo o debil 67 35 22 11

7 2
Moderado o intenso 7 2 1 1 0 0

[ "y

Figura 62. Supervivencia en los pacientes PD-L1 negativo-débil y positivos
moderado-intenso
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Respecto al porcentaje celular, no encontramos diferencias en la expresion PD-
L1 con el porcentaje de células tumorales que lo expresan. La supervivencia de
los pacientes PD-L1 en <5% de células tumorales fue de 4.7 meses, en los
pacientes con 5-10% de las células tumorales de 5.6 meses y en los que tenian

mas del 10% de células tumorales de 2.5 meses, p=0.93.
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Figura 63. Supervivencia en los pacientes PD-L1 positivos segun el
porcentaje celular
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Analizamos las diferencias de supervivencia en funcion de la presencia de
linfocitos CD4 o CDS8 infiltrantes en el tumor. Los pacientes con CD4 menor de la
media tenian una supervivencia global de 16.2 meses frente a 9.2 meses los
pacientes con elevada infiltracion de CD4, p=0.396. Los pacientes con alta
infiltracion en el tumor de linfocitos CD8 tenian una supervivencia de 14.7 meses

frente a 12.7 meses en los pacientes con bajo nivel de infiltraciéon CD8, p=0.611.
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Figura 64. Supervivencia segun el infiltrado CD4
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Figura 65. Supervivencia segun el infiltrado CD8
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En el modelo de regresion de Cox ajustando la supervivencia global con los
factores expresion de PD-L1 e histologia se demuestra que PD-L1 es un factor
prondstico desfavorable. Ajustado por la histologia se mantiene la significacion

estadistica respecto al pronéstico desfavorable.

Tabla 22. Modelo de regresion de Cox

OR ICq54(OR) p-valor
Histologia (No Epite/Epitelioide ) | 0.61 (0.34-1.09) | 0.092
PDL1 (Negativo/Positivo) 2.08 (1.12-3.88) | 0.021
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V DISCUSION

El MPM es un cancer poco frecuente que se presenta en estadios avanzados en
la mayoria de los casos y pese a las recientes mejoras en el tratamiento
sistémico conlleva una escasa supervivencia. A pesar de tener un factor de
riesgo para el desarrollo del mesotelioma claramente conocido, el amianto, la
deteccion precoz de los pacientes expuestos al amianto no es posible en la
actualidad. Por todo esto se hace necesario establecer nuevas lineas de
investigacion para conocer la biologia y evolucion de esta enfermedad y poder

asi mejorar los tratamientos.

El descubrimiento de la via de PD1/PD-L1 ha puesto en evidencia que en el
desarrollo y crecimiento de los tumores juega un papel importante la
desregulacion del sistema inmune. ElI concomiendo de esta via en los pacientes
con mesotelioma podria repercutir en el desarrollo de nuevos farmacos para

estos pacientes.

El presente estudio podria aportar informacion relevante sobre la utilidad de PD-
L1 en los pacientes con mesotelioma. Hemos valorado que PD-L1 se expresa en
20% de nuestra serie, se asocia con determinadas histologias y es un factor
pronostico

1. Analisis descriptivo de los pacientes con MPM

En nuestro estudio la edad media de la poblacion era de 69 afos, la mayoria
eran hombres (71.4%) y presentaban derrame pleural al diagnéstico. El contacto
con el amianto fue un factor de resigo reconocido por el 44.5% de los pacientes.

La mayoria de los casos se presentaban con estadio IlI-IV, la histologia
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epitelioide representaba el 65% de los casos y recibieron tratamiento sistémico el
65.5% de los pacientes.

La informacion sobre datos epidemiolégicos de los pacientes con MPM se extrae
de los datos de la SEER y del analisis de los ensayos clinicos con mayor nimero

de pacientes.

Como sefalamos anteriormente, en un esfuerzo por mejorar el actual sistema de
estadificacion TNM, la asociacion internacional para el estudio del cancer de
pulmon (IASLC) y el grupo internacional para el estudio del mesotelioma (IMIG)
han creado una base de datos que recoge informacién de 3101 pacientes de 15
centros diagnosticados entre 1995 y 2009. La informacién de esta base esta
siendo correlacionada con varios factores prondsticos [41]. En esta larga serie de
pacientes la edad media es de 63 afios, el ratio hombre mujer de 4:1 y el tipo
histolégico méas frecuente es el epitelioide (62% de los casos) seguido del
bifasico (16%) y sarcomatoide (8%). Nuestros resultados de las caracteristicas
de los pacientes coinciden con lo publicado. En nuestra serie la edad media de la
poblacion era de 69 afios, la mayoria eran hombres con un ratio 3:1 frente a las
mujeres y por histologia el 65% eran epitelioides, seguido de bifasico (5.8%) y
sarcomatoide (4.2%). De la comparacion de ambos estudios se puede concluir
gue nuestra poblacién comparte las caracteristicas clinicas similares a las de

estudio de Rusch con méas de 3000 pacientes analizados [41].

En el estudio de Vogelzang, comparando cisplatino versus cisplatino y
pemetrexed en pacientes con MPM que no habian sido tratados previamente, se
incluyeron 456 pacientes, siendo uno de los estudios clinicos que ha incluido
mayor numero de pacientes [65]. En este estudio la edad media de los
pacientes era de 61 afos, el 81% de la poblacién eran hombres y el subtipo
epitelioide era el mas frecuente (68% de los casos). Respecto al estado general
de los pacientes, el 51% de ellos presentaban ECOG 1. Nuestros resultados
también coinciden con las caracteristicas clinicas de los pacientes de este

estudio.
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Se ha reportado que la exposicion al asbesto es el factor de riesgo mas
importante del MPM. El periodo de latencia después de la exposicidon al asbesto
es muy prolongado y persiste por muchas décadas. Los esfuerzos en controlar la
exposicion al asbesto podrian resultar en un descenso significativo de la
incidencia de la enfermedad. En nuestra serie el 44.5% de los pacientes tenian
contacto con el amianto, un 31.9% de los casos referian no contacto previo y en
un 23.5% de los casos se desconocia el antecedente de exposicion al amianto.
Nuestros resultados estan en congruencia con lo reportado en la literatura. En la
base de datos para el analisis inicial del estudio del mesotelioma se reporta que
el 48% de los pacientes tenian un contacto previo con el asbesto, en 18% de los
casos no habia relacion con el asbesto y en 30% de los casos se desconocia el
antecedente.

Respecto a los sintomas de presentacion el mesotelioma se presenta
habitualmente con sintomas pulmonares no especificos, como tos, disnea y dolor
toracico que condicionan un deterioro del estado funcional. En nuestra serie el
20% de los pacientes estaban totalmente asintomaticos y el 64.8% de los
pacientes tenian un ECOG de 1, 10.6% ECOG 2y 4.2% ECOG 3. En la base de
datos retrospectiva del IASLC no se recoge el dato del ECOG de los pacientes.
En el estudio de Vogelzang de cisplatino pemetrexed frente a cisplatino el 83.7%
de los pacientes presentaban ECOG 0-1, y el 16.4% de los pacientes ECOG 2.
Sin embargo hay que interpretar con precaucion los datos de este ultimo estudio
ya que al tratarse de un ensayo clinico la seleccién de pacientes puede estar

sesgada.

En nuestra serie el 65.5% de los pacientes recibieron tratamiento de
guimioterapia sistémica. Hasta la publicacibn del estudio que compara
guimioterapia con cisplatino versus la combinacién de cisplatino y pemetrexed en
el afo 2003 no existia ningun tratamiento estandar de quimioterapia. Este

estudio demostro que la combinacion de farmacos consigue una mejoria en la
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supervivencia de 3 meses (12.1 meses frente a 9.3 meses a favor de la
combinacion). Sin embargo los pacientes que participaron en este estudio
estaban seleccionados siendo la edad media de 61 afios y la mayoria de los
pacientes estaban paucisintomaticos. En la poblacion de pacientes con
mesotelioma con edad avanzada y deterioro del estado general, debido a
comorbilidades se desestima el tratamiento sistémico recomendandose

Unicamente tratamiento sintomatico.

2. Analisis de factores pronodsticos

Los factores clinicos relevantes para el manejo del mesotelioma incluyen
variables epidemiolégicas basicas, condiciones clinicas, parametros comunes

del analisis de sangre y estudios de imagen.

En el MPM se han considerado como factores prondsticos mas importantes los
recogidos por las categorias pronosticas del grupo EORTC y del CALGB [39,40].
El indice del CALGB evalua las caracteristicas clinicas que impactan en la
supervivencia en 337 pacientes de estudios fase Il. En el analisis multivariante,
la localizacion pleural (versus peritoneal o pericardica), los niveles de LDH
mayores de 500U/, el ECOG deteriorado, la presencia de dolor toracico,
plaquetas mayores de 400000, histologia no epiteliode y edad mayor de 75 afios
se consideraron factores prondsticos desfavorables. El grupo EORTC revis6 204
pacientes que participaban en 5 estudios fase Il y consideran factores de mal
pronéstico el bajo estatus funcional, alto nivel de neutréfilos, género masculino,

subtipo sarcomatoide y la certeza del diagndstico.

En nuestra serie analizamos algunos de estos factores prondsticos. La
supervivencia global de nuestra poblacion fue de 13.8 meses, pero los pacientes
con histologia epitelioide, buen estado funcional y los que responden al

tratamiento de quimioterapia presentaban mejores resultados.

En nuestra serie encontramos una mejoria significativa en la supervivencia para
los pacientes con histologia epitelioide con 16.8 meses, frente a 5.2 meses los

pacientes con histologia bifasica y 0.8 meses los sarcomatoides (p<0.001). Estos
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resultados son concordantes por los publicados en la base de pacientes del
IASLC para la revision del TNM de los pacientes con mesotelioma [41]. En esta
base se confirmd una clara relacién de supervivencia con la histologia cuando se
consideraron todos los pacientes que se sometieron a algun tipo de cirugia. La
mediana de supervivencia para los epitelioides fue de 19 meses frente a 13

meses los bifasicos y 8 meses los sarcomatoides.

Encontramos diferencias de supervivencia en los pacientes de acuerdo a su
estado funcional. Los pacientes con ECOG de 0 tenian una mediana de
supervivencia de 26.7 meses frente a 16.5 meses los pacientes con ECOG 1, 2.5
meses los pacientes con ECOG 2 y 0.96 meses en pacientes ECOG 3. La escala
de ECOG orienta a cuantificar como la enfermedad del paciente afecta a su vida
diaria y determina el apropiado tratamiento y pronostico. En las dos principales
categorias pronosticas del mesotelioma se ha demostrado que el ECOG
deteriorado influye negativamente en el pronéstico [39,40]. La base de factores

prondsticos para el futuro TNM del IASLC no recoge el ECOG en su estudio.

En nuestro estudio encontramos diferencias de supervivencia en funcion de la
respuesta al tratamiento de quimioterapia de manera que los pacientes con
respuesta parcial tenian una mejor supervivencia que los pacientes que
alcanzaron enfermedad estable o progresion (26.6 meses frente a 17.5 meses y
7.8 meses respectivamente, p=0.003). En un reciente estudio evaluando la
asociacion entre la supervivencia y la respuesta al tratamiento de quimioterapia
se incluyeron 6 ensayos de la EORTC con un total de 526 pacientes [208].
Concluyen que existe una asociacion entre respuesta al tratamiento y
supervivencia con una media de 12.8 meses para los pacientes con respuesta
parcial, 9.4 meses para los pacientes con estabilizacién y 3-4 meses para los

pacientes con progresion, p<0.001.

En nuestra serie de pacientes analizada no encontramos diferencias en la

supervivencia en funcion del habito tabaquico ni en relacion al contacto con el
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amianto. Aungue la exposicion a las fibras de asbesto se ha considerado méas un
factor de riesgo que prondstico, se ha sugerido que una mayor duracién y mayor
intensidad en la exposicidon al asbesto puede desarrollar tumores mas agresivos
[209].

No encontramos diferencias en la supervivencia en cuanto a la lateralidad del
tumor, de manera que la supervivencia de los pacientes que tenian el tumor a la
derecha era de 15.4 meses frente a 21.3 meses los de localizacién izquierda,
p=0.832.

El TNM en los tumores sdlidos se asocia con diferencias en la supervivencia, sin
embargo en el mesotelioma no se ha demostrado y en la actualidad se esta
procediendo a la revisidon del TNM. En nuestra serie no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia de acuerdo con el estadio
TNM. Los pacientes con estadio | tenian una supervivencia global de 40.1
meses, los pacientes estadio Il de 16.4 meses, los estadios Ill de 13.2 meses y

los pacientes estadio IV de 13.3 meses, p=0.271.

No encontramos diferencias en funcion de la edad. Los pacientes mayores de 75
afios alcanzaron una supervivencia de 7.9 meses frente a 17.2 meses los
menores de 75 afios, p=0.407. La edad es un potencial factor pronéstico, pero su
impacto preciso es dificil de definir. De todas formas, la aparicion de un MPM en
una persona joven se considera que es resultado de una elevada exposiciéon al
asbesto, implicando una enfermedad agresiva. La edad avanzada se considera
un buen factor predictivo de supervivencia, con un corte de edad arbitrario que
oscila desde los 50 a70 afios [209,210].

Respecto al género tampoco encontramos diferencias de supervivencia en
funcién del sexo con una mediana de supervivencia de 13.5 meses en los

hombres frente a 16.8 meses en las mujeres (p=0.863). El grupo CALGB si
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considera que el sexo es un factor prondstico encontrado que el género
masculino tiene peor supervivencia que las mujeres [210]. Ademas los hombres
es mas probable que tengan una exposicion ocupacional con mayor exposicion

al asbesto que resulta en una enfermedad més agresiva.

Pocos estudios han investigado el valor pronostico de las células inmunes
infiltrantes en MPM y sugieren una correlacion entre la infiltracion linfoide y
prolongada supervivencia [132-134]. Los estudios recientes sugieren que el
microambiente del tumor y la interaccion entre las células tumorales, células
inmunes, células estromales y matriz extracelular son cruciales en la progresion.
En el estudio de Anraku con 32 pacientes analizando el impacto de los linfocitos
T infiltrantes en la supervivencia de los pacientes con MPM encontraron una
clara correlacion entre altos niveles de CD8 y supervivencia global. Los altos

niveles de CD4 se asociaban con peor supervivencia.

Los TIL se encuentran en el tejido tumoral y la abundancia de TIL se ha
correlacionado con buen pronéstico en cancer de colon, esofago, ovario, y
hepatocarcinoma [202-213]. Por el contrario en cancer renal y cancer de pulmén
los CD8 no se han asociado con supervivencia [214,215]. Los TIL reconocen
antigenos especificos del tumor jugando un papel importante en la defensa
inmune. En muchos tumores la presencia de TIL y la expresion de complejo HLA
clase | se asocia a pronostico. En el mesotelioma sin embargo, el papel de los
TIL no estd bien estudiado. En una serie de 44 pacientes se examiné en
muestras de parafina el nimero de TIL CD4 y CD8 contandolos en cinco aéreas
independientes con mayor presencia de células inmunoreactivas [134].No
encontraron diferencias significativas ente la supervivencia de acuerdo con la
densidad de los CD8 en toda la serie. Cuando limitan el analisis a los 27
pacientes que recibieron tratamiento quirdrgico los pacientes con alta densidad
de CD8 presentaban mejor supervivencia respecto a aquellos con baja densidad.
En este subgrupo de pacientes operados el pronéstico era mejor para los
pacientes con alta densidad de CD4 respeto a los de baja densidad, aunque esto

no fue estadisticamente significativo. En nuestra serie evaluamos el impacto
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pronostico del infiltrado linfocitario CD4 y CD8 en 54 pacientes, pero no
encontramos asociacion entre el tipo de infiltrado y el pronéstico. Los pacientes
con altos niveles de CD4 tenian una mediana de supervivencia de 9.2 meses
frente a 16.3 meses los pacientes con bajo infiltrado CD4, p=0.395. En el caso
del infiltrado linfocitario predominante CD8 los pacientes con alto infiltrado tenian
una supervivencia de 14.7 meses frente a 12.7 meses los pacientes con bajo
infiltrado, p=0.611.

3. Analisis de la expresion de PD-L1

En nuestra serie analizamos la expresiéon de PD-L1 por inmunohistoquimica en
77 pacientes que contenian material archivado suficiente para realizar la tincion.
Utilizamos el anticuerpo PD-L1 (E1L3N™) XP® de Cell Signaling y medimos su
expresion en la membrana de la célula tumoral, el citoplasma y en el infiltrado
inflamatorio peritumoral. Encontramos 16 pacientes con resultado positivo para
PD-L1, de los cuales 14 casos eran positivos en membrana, 16 en citoplasma y
2 en el infiltrado inflamatorio. Respecto a la intensidad de la tincion en nuestra
serie en la mayoria de los casos era débil la tincion. De los casos positivos 10
pacientes presentaban tincion en menos del 5% de células tumorales, 3
pacientes eran positivos entre 5-10% de células tumorales y otros tres pacientes

presentaban la tincion positiva en més del 10% de células tumorales.

PD-L1 se expresa de manera constitutiva en las células T y B, macréfagos y
células dendriticas y se ha reportado su expresion en tumores de diferentes
origenes incluyendo glioblastoma, cancer de ovario, renal, cabeza y cuello,
colon, melanoma y pulmén [110]. La inmunoterapia ha surgido en oncologia
COMo una nueva y excitante clase de tratamiento a partir del descubrimiento de
los inhibidores de moléculas co-sefializadoras y de inhibidores de PD1 y PD-L1.

En los estudios con antiPD1 y anti PD-L1 publicados no se han incluido
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pacientes con MPM, pareciendo importante entonces definir si esta via es
significante en los pacientes con MPM con el potencial de proporcionar mejoras
hacia los tratamientos dirigidos a esta via. Para explorar la prevalencia y el
papel de PD-L1 en mesotelioma conducimos un estudio de andlisis por

inmunohistoquimica con 119 pacientes.

La mayoria de estudios se han realizado en muestras congeladas, por la falta de
un anticuerpo apropiado que pueda tefiir en especimenes de parafina, lo cual es
esencial para el largo seguimiento. En un estudio se examind la expresion de
PD-L1 en parafina en muestras de carcinoma renal usando un original método
de recuperacion [216]. Sin embargo, el porcentaje de tumores PD-L1 positivos es
significativamente mas bajo que lo reportado en su estudio previo con muestras
congeladas, sugiriendo que su resultado podria no reflejar la expresion de PD-
L1.

El anticuerpo mas evaluado en los estudios clinicos es el mAb 5H1 y con él se
han descrito dos patrones de tincion: membranosa (en la superficie celular) y
citoplasmatica [217].

En el estudio de Topalian, primer estudio fase | que analiz6 el efecto de terapias
anti PD1 en pacientes con tumores sélidos, de 42 paciente analizados 25 eran
positivos para PD-L1 en el analisis de inmunohistoquimica, con el anticuerpo
mAb 5H1 [117]. Definieron como positividad la presencia de mas de 5% de
células tumorales que expresan en la membrana celular PD-L1. De los pacientes
positivos 36% tenian respuesta objetiva y ninguno de los 17 pacientes PD-L1
negativo alcanzé respuesta. Este analisis se baso en biopsias opcionales de un
subgrupo de pacientes y la hipétesis no fue pre-especificada. Los autores por

tanto recomendaban interpretar con precaucion estos resultados preliminares.
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En la actualidad, los escasos estudios que analizan la presencia de PD-L1 en
tumores son muy heterogéneos utilizando diferentes tipos de anticuerpos y
definiendo como positivo distintos puntos de corte y diferentes localizaciones

dentro del tumor.

Tabla 24. Anticuerpos para la detecciéon de PD-L1

Referencia \| Anticuerpo Localizacién
PD-L1 expresion
Cerebrales [225] 83 BDPharmin ND
gen
Cérvix [114] 115 5H1 M
Pancreas [226] 51 MIH MyC
Urotelial [227] 65 MIH1 My C
Gastrico [228] 102 2H11 C
Esé6fago [229] 41 MIH1 My C
Renal [216] 306 5H1 M
Pulmén [230] 52 MIH1 My C
Pulmén [231] 109 ND My C
Hepatocarcinoma [218] 240 MIH1 MyC
Melanoma [224] 150 5H1 M
Ovario [219] 70 27A2 ND

ND: no disponible, M: membrana; C: citoplasma
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En mesoteliomas se ha publicado un solo estudio que analiza la expresion de
PD-L1. En el estudio de Currie en lineas celulares de mesotelioma, encuentran

que PD-L1 esta ubicuamente expresado en el estroma [147].

En el estudio de Gao y colaboradores con pacientes con hepatocarcinoma
analizan la expresion de PD-L1 con el anticuerpo PD-L1 MIHeBioscience y
encuentran tincidon positiva en la membrana, citoplasma y ambos y con patron
focal o difuso [218]. El estudio de Hamanishi se evalla la presencia de PD-L1
en pacientes con cancer de ovario. En este estudio se genera un nuevo
anticuerpo contra PD-L1 que reconoce la proteina en muestras de parafina.
Evaltan la positividad de la tincidn en una escala de 0 a 3 y son negativos 11.4%
de los casos, positivo débil 20%, moderado 51.4% e intenso 17.1% [219].

En un estudio con 49 pacientes con carcinoma de Merkel se utilizé el anticuerpo
5H1 y se analiz6 su expresion en membrana considerando positivo los casos con
mas de 5% de positividad de la membrana [220]. Ademas se evalué el patrén de
tincion en el microbambiente y encuentran que el 49% de los pacientes eran PD-
L1 positivo en las células tumorales y en el 55% de los casos PD-L1 positivo en

las células inmune infiltrantes.

En el estudio de Lyford-Pike se analizaron 20 pacientes con carcinoma
escamoso de cabeza y cuello con el anticuerpo mAb 5H1. Encuentran dos
patrones de distribucion de PD-L1, membranoso y citoplasméatico. De los 20
casos analizados 14 eran PD-L1 positivos y en los 14 casos aparecia la tincion

en ambas localizaciones [221].
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4. Asociacion de PD-L1 con variables clinicas

En nuestra serie analizamos la asociacion de la expresion de PD-L1 con
variables de interés. Investigamos si existia asociacion de PD-L1 con la
histologia, género, habito tabaquico, contacto con el amianto, ratio NLR, estadio
TNM, respuesta a la quimioterapia y presencia de infiltrado linfocitario en el
tumor. Las Unicas variables que se asociaron de manera significativa con

positividad de PD-L1 fueron la histologia y el ratio NLR.

Encontramos una asociacion positiva entre la expresion de PD-L1 con la
histologia de manera que los pacientes con tipo no epitelial con mayor frecuencia
presentaban positividad de PD-L1 (p=0.033). Los pacientes con ratio NLR =3 era
mas probable que tuvieran PD-L1 positivo (p=0.048)

Una asociacion entre la positividad de la expresién de PD-L1 y la agresividad del
tumor y caracteristicas de mal pronéstico ha sido evaluada por otros autores. En
cancer de mama, Muenst y colaboradores, reportaron que la expresién de PD-L1
se asociaba con una variedad de caracteristicas adversas como mayor grado,

receptor de estrégenos negativos y aumento de infiltracion de las células T [222].

En el estudio llevado a cabo por Gao se evaluo si la sobreexpresion de PD-L1 se
asociaba con agresividad y recurrencia postoperatoria en 240 pacientes con
hepatocarcinoma [218]. Los autores analizan la expresion de PD-L1 en funcién
de la edad, género, historia de hepatitis, positividad de alfa fetoproteina, cirrosis,
tumor encapsulado, multiplicidad y diferenciacién del tumor, invasién vascular,

estadio TNM, tratamiento adyuvante y tratamiento postrecurrencia.
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De todas estas variables analizadas encuentran que solo la presencia de

invasion vascular se asocia de manera significativa con la positividad de PD-L1.

En cancer de ovario analizan si la expresion de PD-L1 se asocia con variables
clinicas como la edad, el estatus del tumor primario, las metastasis ganglionares,
las metéstasis a distancia, el tipo histolégico, el estatus del tumor residual y la
guimioterapia [219]. Ninguna de las variables se asoci6 con la positividad de PD-
L1.

En tumores de Merkel se analizd la expresion de PD-L1 tanto en el tumor como
en el infiltrado y no se correlaciond la tincidn con caracteristicas clinicas como

edad, género ni estadio patolégico al diagndstico [220].

En un estudio de cancer de pulmoén Velcheti evalud la expresion de la proteina
PD-L1 usando técnicas de inmunofluorescencia [223]. Estudiaron 237 pacientes
y analizaron la expresion de PD-L1 segun las variables clinicas edad, género,
histologia, habito tabaquico, estadio y la presencia de inflamacion. Encuentran
una asociacion estadisticamente significativa de PD-L1 con el estadio TNM, la
histologia y el infiltrado linfocitario.

5. Analisis de la expresion de PD-L1 y supervivencia

Analizamos la diferencia de supervivencia en nuestra serie entre los pacientes
con PD-L1 positivo versus los negativos. Encontramos una diferencia
estadisticamente significativa para supervivencia de acuerdo con la expresion de
PD-L1. Los pacientes con PD-L1 positivo (tincion débil, moderada o intensa)
tenian una mediana de supervivencia de 4.7 meses frente a 16. 33 meses los

negativos (p=0.012).
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Analizamos posteriormente si existen diferencias en la supervivencia de acuerdo
con la intensidad de la tincion. Cuando comparamos la positividad débil frente a
moderada no encontramos diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo
al comparar los pacientes con resultado negativo frente a los positivos moderado
e intenso si encontramos diferencias estadisticamente significativas, con una
diferencia de 4.7 a 16.33 meses de supervivencia a favor de la ausencia de
expresion (p=0.032). Cuando comparamos por Uultimo la diferencia de
supervivencia entre los pacientes sin tincion de PD-L1 y los positivo intenso no
encontramos diferencias estadisticamente significativa aunque si una tendencia,

16.3 meses versus 2.5 meses los negativo (p=0.311).

Finalmente analizamos si existen diferencias de supervivencia en los pacientes
en funcion del porcentaje de células tumorales. Los pacientes con una
positividad en mas del 10% de las células tumorales tenian una mediana de
supervivencia de 2.56 meses, frente a 5.57 meses los pacientes con positividad
en 5-10% de las células tumorales y 4.79 meses lo de menos de 5% de células,
aunque la diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.939).

La mayoria de los grandes estudios retrospectivos demuestran que la expresion
de PD-L1 se correlaciona con mal pronéstico y una enfermedad mas agresiva,
pero algunos estudios indican una falta de asociacién o incuso que se asocia con

mejor supervivencia [114,115,224 ].
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Tabla 25. Estudios de analisis prondstico de PD-L1 en tumores sélidos

Tumor Referencia N Pronéstico PD-L1+
Cerebrales ~ [225] 83 ND

Cérvix [114] 115 No prondstico
Pancreas [226] 51 Peor pronoéstico
Urotelial [227] 65 Peor pronéstico
Gastrico [228] 102 Peor pronéstico
Eséfago [229] 41 Peor pronéstico
Renal [216] 306 Peor prondstico
Pulmén [230] 52 No prondstico
Pulmén [231] 109 Peor pronéstico
Hepatocarcinoma [218] 240 Peor prondstico
Melanoma [224] 150 Mejor prondstico
Ovario [219] 70 Peor prondstico

ND: no disponible

Aunque hay razones biol6gicas para explicar los resultados discrepantes, las
revisiones de la literatura que correlacionan expresion de PD-L1 con pronéstico
deberian interpretarse con precaucion, por la heterogeneidad en la expresion
dentro del tejido tumoral, la medida en membrana mas que la proteina
intracelular o0 mRNA, la ausencia de anticuerpos especificos comerciales y la
dificultad sustancial en los métodos de deteccion de PD-L1 en parafina. La
proteina PD-L1 contiene s6lo dos pequefias regiones lineales hidrofilicas, y por

tanto un namero limitado de union de anticuerpos.

142



Analisis de la expresién de PD-L1 en una serie de pacientes con mesotelioma pleural maligno

En cancer de pulmén los datos de la prevalencia y el pronéstico de PD-L1 son
datos limitados. Los resultados de estos pequefios estudios son mixtos con
algunos demostrando peor prondéstico y otros no diferencia en el prondstico
[115,231,232].

El estudio de Ohigashi se demostré que la expresion de PD-L1 o de PD-L2 es un

marcador prondstico postoperatorio en pacientes con cancer de esofago [229].

En un estudio analizando la expresion de PD-L1 en hepatocarcinomas los
pacientes con expresion positiva de PD-L1 tenian peor supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global que los pacientes negativos [218]. La
mediana de supervivencia libre de enfermedad fue de 14.9 meses en los
pacientes PD-L1 positivo frente a no alcanzada en los PD-L1 negativos. La
mediana de supervivencia fue de 29.6 meses en los pacientes PD-L1 positivo
frente a 59.4 meses en los pacientes negativos, confirmandose su valor

pronostico en el analisis multivariante.

En el estudio de pacientes con cancer de ovario la positividad de PD-L1 se
asocia con peor prondstico [219]. La tasa de supervivencia a 5 afios fue del 80%
para los PD-L1 bajos versus 52.6% para los PD-L1 altos (tinciones moderada e

intensa).

En un estudio con tumores de Merkel encuentran una correlaciéon entre la

supervivencia y la expresion de PD-L1 en 49 pacientes analizados [220].

En un estudio de pacientes con cancer de pulmén la expresion de PD-L1 se
asoci6 con supervivencia [223]. La mediana de supervivencia fue
significativamente mejor en los pacientes PD-L1 positivo. En este estudio la

mayoria de los pacientes eran 1 y Il.
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6. Limitaciones del estudio

El objetivo de este estudio es analizar la expresion de PD-L1 en una serie de
pacientes con MPM y evaluar su relevancia. Aqui demostramos que la expresion

de PD-L1 ocurre en un 20% de los pacientes.

La posibilidad de analizar PD-L1 se encuentra muy limitada por la ausencia de
un anticuerpo comercial validado. En nuestro estudio evaluamos la expresion de
un nuevo anticuerpo anti PD-L1 experimental que no estd aun comercialmente

disponible.

Mostramos la expresion de PD-L1 en un 20% de los pacientes. Nosotros usamos
la positividad de PD-L1 en mas del 1% de células tumorales como punto de corte
para clasificar los tumores como positivos 0 negativos. Este punto de corte ha
sido usado en publicaciones previas. Sin embargo el anticuerpo de nuestro
estudio es diferente de los publicados. El anticuerpo méas evaluado en los
estudios es el 5H1 y se define como positividad la presencia de PD-L1 en un 5%
de células tumorales. Sin embargo los umbrales de validacion no han sido
claramente definidos y la reproducibilidad no se ha medido formalmente. La
mayoria de estudios han usado una estimacion visual subjetiva de los niveles de
la estimacién de PD-L1 y este punto de corte ha sido asociado con respuestas

clinicas a tratamiento anti PD-1.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio es el tamafio de la muestra. El| MPM
es un tumor poco frecuente y la realizacibn de varios marcadores de
inmunohistoquimica para establecer el diagnéstico agota en numerosas
ocasiones el material obtenido en la biopsia. Nuestro estudio solo incluye

muestras recogidas de manera retrospectiva.
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CONCLUSIONES
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VIl CONCLUSIONES

1. PD-L1 es un marcador que se puede analizar por inmunohistoquimica en
el mesotelioma pleural maligno.

PD-L1 se expresa en 20% de los pacientes con mesotelioma.

PD-L1 se asocia a histologia no epitelioide

PD-L1 es un factor prondéstico desfavorable en los pacientes con MPM.

a bk~ N

Se propone analizar PD-L1 a los pacientes con MPM para conocer su

pronostico y valorar la posibilidad de tratamiento dirigido
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