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ABREVIATURAS

CP: cancer de pulmodn

CPCP: cancer de pulmon de célula pequefiia
CPM: cancer de pulmoén microcitico

CPNCP: cancer de pulmdn de no célula pequeia
CPNM: cancer de pulmdn no microcitico

TAC: tomografia axial computarizada

RMN: Resonancia magnética

PET-TAC: tomografia por emisién de positrones
EBUS: ecobroncoscopia

EUS: Ecoendoscopia transesofagica

BAG: biopsia de aguja gruesa

PFR: pruebas de funcién respiratoria

RT: radioterapia

SBRT: radiocirugia esterotaxica

QT: quimioterapia

NK: natural killer o células asesinas naturales
NKT: natural killer T cell o células asesinas naturalesT
CPA: células presentadoras de antigeno

CD: células dendriticas

TCR: receptor especifico de antigeno de células T
Tc: linfocitos T citotdxicos

Granzima B: GzmB*

CTLA-4: antigeno citotdxico-4 de linfocitos



PD-1: proteina de muerte celular programada-1
PD-L1: ligando 1 de PD-1

PD-L2: ligando 2 de PD-1

TME: microambiente tumoral

Treg: linfocitos T reguladores

TIM-3: inmunoglobulina de células Ty dominio mucina que contiene proteina 3
LAG-3: gen de activacion linfocitaria 3

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
HLA: antigenos leucocitarios humanos

SLP: supervivencia libre de progresion

TR: tasa de respuestas

SG: supervivencia global

HR: hazard ratio

IC: intervalo de confianza

TRO: tasa de respuestas objetivas

MDSC: células supresoras de células mieloides
TIL: linfocitos infiltrantes de tumores

Tm: linfocitos T de memoria

Th: linfocitos T colaboradores

TIGIT: inmunoglobulina de células Ty dominio ITIM
BTLA: atenuador de linfocitos By T

IL: interleuquina

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa
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IFN-y: interferdn gamma

TGF-: factor de crecimiento transformantef3
FOXP3: forkhead box P3

CD15s: sialil Lewis X

TCM: linfocitos T de memoria centrales

TEM: linfocitos T de memoria efectores

TRM: linfocitos T de memoria residentes en tejidos
NLR: ratio neutrofilos linfocitos

ALC: recuento absoluto de linfocitos

RPM: revoluciones por minuto

PBMC:células mononucleares de sangreperiférica
PBS: soluciénsalina tamponada con fosfato

FCS: suero fetal bovino

CEICA: Comité de Etica de Investigacién de la Comunidad auténoma de Aragdn
IMC:indice de masa corporal

Kg: kilogramos

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

RC: respuestacompleta

RP:respuesta parcial

EE:enfermedad estable

PR:progresién

DT: Desviacion tipica

LDH: Lactato deshidrogenasa

ICI: Inhibidores de puntos de control inmune
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia y factores de riesgo del cancer de pulmédn

El cancer de pulmdn (CP) es el segundo tumor mas frecuente a nivel mundial, y el
primero en hombres, con mas de 2 millones de nuevos casos diagnosticados en 2020
(11.4% de todos los tumores), y el que causa mayor mortalidad (18% de todos los
tumores) segun los datos de GLOBOCAN 2020 (1)

El factor de riesgo mas importante para desarrollar un CP es el tabaco. El tabaco puede
contribuir a la aparicion del 85-90% de los casos de CP en hombres y del 50-80% de los
casos en mujeres, y constituye un grave problema de salud publica. Especialmente
preocupante es el aumento progresivo del tabaquismo en el sexo femenino, lo que
explica el aumento de incidencia del CP en la mujer.

Entre las causas no relacionadas con el tabaco se encuentran las exposiciones
ambientales como el asbesto, el arsénico, raddn, la polucién del aire o las radiaciones
ionizantes. Se sabe también que los familiares directos de los pacientes diagnosticados
de un CP tienen un 80% mas de riesgo de padecerlo, posiblemente asociado a
polimorfismos genéticos desconocidos por el momento(2).

1.2 Anatomia Patoldgica

El CP es una enfermedad muy heterogénea existiendo grandes diferencias clinicas y
anatomopatoldgicas. Globalmente puede dividirse en dos grandes tipos histoldgicos: el
cancer de pulmdn de célula pequefia o microcitico (CPCP o CPM) (15% del total) y el
cancer de pulmén de célula no pequefia o no microcitico (CPNCP o CPNM) (85% del
total). A su vez el CPNM se divide en adenocarcinomas (subtipo mas frecuente de CP) y
escamosos. La incidencia de los tumores escamosos ha experimentado un gran descenso
en los Ultimos anos, debido en gran medida a la reduccidn del habito tabaquico.

Hasta hace algunos afios, el tratamiento del CP se realizaba exclusivamente con
farmacos quimioterdpicos que se seleccionaban en funcidon de la histologia. Sin
embargo, cada vez existen mayores avances en el conocimiento de la biologia de este
tumor, incluyendo su interaccion con otros factores del huésped, lo que ha llevado a la
incorporacién del diagndstico molecular en la practica clinica cambiando el paradigma
de tratamiento de esta enfermedad.

Dentro de lo que se deberia testar a nivel molecular, al diagndstico del CP, destaca la
expresion de PDL-1, la mutacién EGFR (presente en un 17% de los casos), BRAF (5%),
MET (4%), NTRK (<1%) y KRAS (29%) , los reordenamientos ALK (3%), RET (2%) y ROS-1
(1%) y la sobreexpresién o mutaciones de HER-2 (4%).
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Mientras que la expresién de PDL-1 se utiliza como un biomarcador de respuesta al
tratamiento inmunoterapico, el resto de mutaciones o reordenamientos definen
subtipos especificos con un prondstico mas favorable gracias al tratamiento con terapias
dirigidas (3).

1.3 Diagnostico y estadios

El estudio del CP es un proceso que precisa de la realizacidon de una serie de pruebas
complementarias que detallaremos a continuacion. El objetivo de este estudio es definir
en qué zonas del organismo existe enfermedad tumoral, cudl es su grado de extensién
y conseguir una muestra tumoral de calidad que permita un diagndstico histoldgico y
molecular preciso y completo para poder seleccionar la mejor estrategia terapéutica en
cada paciente(4). Las pruebas a realizar son las siguientes:

-  Tomografia axial computarizada (TAC) que incluya cortes a nivel cerebral,
toracico, abdominal y pélvico. Este estudio nos permite valorar la afectacion
tanto pulmonar como del resto de drganos a distancia.

- Resonancia magnética (RMN) cerebral: examen sin radiacién que utiliza imanes
y ondas de radio para crear imagenes del cerebro y de los tejidos nerviosos
circundantes con una precisién mucho mayor que el TAC para el diagndstico de
metastasis cerebrales.

- Tomografia por emision de positrones (PET-TAC): Esta exploracién es
extremadamente Util para descartar metastasis a distancia, realizar una
valoracion de los ganglios mediastinicos y confirmar las lesiones sospechosas
que generan duda con las imagenes del TAC. Se recomienda realizar en todos los
pacientes con tumores operables y resecables antes de una cirugia con intencidn
curativa.

- Broncoscopia: Con este estudio se valora la via respiratoria a nivel intrabronquial
con la intencién de descartar lesiones tumorales a esos niveles y conseguir
puncionar las lesiones pulmonares que se localicen a nivel central. Es la técnica
de eleccidén, necesaria en la préctica totalidad de los pacientes en los que se
pretenda un tratamiento quirdrgico, ya que junto a un alto rendimiento
diagndstico histoldgico proporciona informacién atil para el tratamiento
(resecabilidad quirdrgica), con un aceptable nivel de tolerancia y
morbimortalidad.

- Ecobroncoscopia (EBUS): Es una técnica novedosa, segura y escasamente
invasiva, que permite realizar un diagnéstico histoldgico puncionando mediante
ecobroncoscopia los ganglios mediastinicos sospechosos sin necesidad de
intervenir quirdrgicamente. Consigue el diagndstico en el 75-85% de los casos.

15



- Ecoendoscopica esofdgica (EUS): Los nddulos pulmonares ubicados en
proximidad al mediastino, retrocardiacos, cercanos a grandes vasos o por
delante de la columna vertebral pueden resultar de dificil acceso por via
percutanea o broncoscépica. EUS es un método poco invasivo y con baja
morbilidad que permite acceder a estas localizaciones.

- BAG (Biopsia de aguja gruesa) guiada por TAC: Es otra técnica para buscar un
diagndstico histoldgico. Puede ser la primera eleccion en los tumores periféricos
en los que la rentabilidad alcanza el 90%.

- Técnicas quirurgicas (videotoracoscopia, mediastinoscopia etc): Estos estudios
se llevan a cabo si no ha sido posible llegar al diagndstico histolégico mediante
las pruebas mencionadas anteriormente o si existen dudas sobre la afectacion
mediastinica previo a realizar un tratamiento radical.

- Pruebas de funcién respiratoria (PFR): estudio necesario para valorar la
capacidad ventilatoria de los pacientes y decidir si va a haber una buena
tolerancia al tratamiento quirurgico o radioterapico.

Una vez completado el estudio diagndstico se estadifica a los pacientes segun el
Estadiaje TNM (82 edicion)(5) (Figura 1)(6)
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Tx El tumor primario no puede identificarse
TO No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
71 Timi AC minimamente invasivo (£3 cm con componente lepidico y £5 mm de
invasién en el diametro mayor)
Tla <lcm
Tlb 1-2cm
Tlc 2-3cm
3-5cm
T2 Cumple alguno de los siguientes: afecta al BP sin invadir la carina;
invade pleura visceral; produce atelectasia o neumonitis obstructiva
(de parte o del pulmon entero)
T2a 3—-4cm
T2b 4-5cm
5-7cm
3 Invade alguno de los siguientes: pleura parietal, pared toracica, nervio
frénico, pericardio parietal
Asocia un nddulo separado en el mismo lébulo.
>7cm
Invade alguno de los siguientes: diafragma, mediastino, corazon,
T4 grandes vasos, traquea, nervio recurrente, eséfago, cuerpo vertebral,
carina.
Asocia un nddulo ipsilateral en distinto Iébulo
Nx No puede asegurarse que haya afectacién ganglionar
NO No afectacién ganglionar
N1 Afectacion ganglionar ipsilateral peribronquial, hiliar o intrapulmonar
N2 Afectacidn ganglionar ipsilateral mediastinica y/o subcarinal
N3 Afectacion contralateral (hiliar, peribronquial, intrapulmonar o mediastinica),
escaleno o supraclavicular
MO No hay metastasis a distancia
M1 | Mia Nédulos pulmonares contralaterales, implantes pleurales o
pericardicos, derrame pleural o pericardico
M1lb | Metastasis extratoracica Unica
Milc Metadstasis extratoracicas multiples

Figura 1 Estadiaje TNM (82 edicion)
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1.4 Tratamiento

El tratamiento del CP va a variar segun la subpoblacidn histolégica, presencia o no de
alteraciones gendmicas oncogénicas y el estadio tumoral en el que nos encontremos. A
continuaciéon, vamos a describir de una manera general cual seria la estrategia
terapéutica a seguir segun si el tumor se encuentra en un estadio precoz (I o ), en un
estadio localmente avanzado (estadio Ill) o avanzado (V).

Dado lo extenso del tema vamos a centrar nuestra revision en el CPNM, que es el objeto
de nuestro estudio, y mas concretamente en aquellos en los que no se detecta ninguna
mutacién tumoral especifica que permita administrar una terapia dirigida.

- 1.4.1 Estadios precoces (1 y ll)

Menos de un tercio de los pacientes con cancer pulmén son diagnosticados en estadios
Lyl

El tratamiento estandar de los pacientes con CPNM estadio | y Il y con un buen estado
funcional, es la cirugia. La lobectomia con linfadenectomia hilio-mediastinica constituye
el tratamiento quirdrgico estandar, reservando la neumonectomia cuando no sea
posible la realizacién de lobectomia. Resecciones mas limitadas como segmentectomias
o la reseccién en cuia se asocian a una mayor tasa de recurrencia local, aunque ya
existen datos para resecciones sublobares en tumores de menos de 2 cms (7)

Aproximadamente el 25-30% de pacientes con CPNM se puede intervenir con una
intencidén curativa, con una supervivencia a los 5 afios que oscila entre el 25-67%.

En pacientes en los que esté contraindicado el tratamiento quirdrgico por motivos
médicos o que rechacen la cirugia, se puede plantear un tratamiento con radioterapia
(RT) radical o con radioterapia estereotdxica (SBRT), especialmente en tumores no
centrales con un didmetro < 3 cm, consiguiendo tasas de control local del 90% a 5 afios.

Aunque el tratamiento quirurgico es el tratamiento de eleccidn en pacientes con estadio
I-1l, aproximadamente el 50% de los pacientes intervenidos recaeran: dos terceras
partes recaen de forma sistémica y una tercera parte recaen localmente. Es por ello que,
tras la valoracidn anatomopatoldgica postquirdrgica, se propone un tratamiento
adyuvante para aquellos pacientes con criterios de alto riesgo de recidiva(6,8,9).

Entre los aflos 2003 y 2005, tres estudios aleatorizados (IALT, JBR.10 y ANITA) validaron
el papel de la quimioterapia (QT) adyuvante basada en cisplatino en pacientes con
cancer de pulmoén resecado, sobre todo, en estadios patoldgicos II-111(10-12). En base a
la magnitud clinica del beneficio en supervivencia demostrado en estos estudios, la
quimioterapia adyuvante con un doblete de platino se ha convertido en el tratamiento
estandar de los pacientes intervenidos de CPNM en estadios IB (mayores de 4 cm) 1l y 1l
(TNM 72 edicidn). Se recomienda la administracion de 3-4 ciclos, debiendo iniciarse de

18



4 a 8 semanas tras la cirugia. La mayoria de los ensayos han utilizado vinorelbina como
farmaco en combinacion con cisplatino y no existen datos suficientes con otros farmacos
de tercera generacion.

- 1.4.2 Estadio localmente avanzado (Estadio Ill)

Mas de un tercio de los pacientes con CPNM debutan con enfermedad localmente
avanzada. El estadio Il constituye un grupo heterogéneo de pacientes definido por
distintos subestadios, con diferente localizacién, extensién y prondstico de la
enfermedad.

Todavia existen muchos aspectos controvertidos dentro del tratamiento del estadio lll,
dada la heterogeneidad de las poblaciones incluidas en los diferentes estudios. Ademas,
la clasificacidn del estadio Ill ha ido cambiando y redefiniéndose a lo largo de los ainos,
se han mejorado las técnicas de RT y se han incorporado esquemas de QT menos téxicos
o mas faciles de administrar.

Aunque se trata de un grupo muy heterogéneo, hoy en dia sabemos que todos los
subgrupos se benefician de un manejo multidisciplinar que incluya QT y un tratamiento
local (cirugia, RT o ambos) y por ello, el manejo de estos pacientes debe ser realizado
por un equipo multidisciplinar.

Antes de determinar cudl es la estrategia mas adecuada de tratamiento, debemos
confirmar, en la mayoria de los casos, la afectacién de los ganglios linfaticos del
mediastino, dadas las imprecisiones de la estadificacidn clinica no invasiva (TAC y PET-
TAC).

La ausencia de afectacion ganglionar mediastinica es uno de los factores mas
importantes para seleccionar a los pacientes candidatos a cirugia. En aquellos pacientes
que, tras la valoracion multidisciplinar en el Comité de Tumores, se consideren
resecables, debera realizarse la cirugia. En aquellos potencialmente resecables puede
administrarse una QT con un doblete de platino previo a la cirugia, para intentar
disminuir la carga tumoral y resecar por completo la enfermedad en el procedimiento
quirdrgico.

Para aquellos pacientes con tumores irresecables o potencialmente resecables en los
que se decide no optar por un tratamiento quirargico, la QT basada en platino y la RT
toracica administrados de forma concomitante constituyen el tratamiento estandar. En
pacientes fragiles en los que no sea posible la administracién de tratamiento
concomitante se optara por la administracién de QT y RT secuencial o RT sola.

Por el momento se desconoce el esquema de QT dptimo siendo los esquemas mas
empleados la combinacion de un platino (cisplatino o carboplatino) con etopésido,
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paclitaxel o vinorelbina. También se acepta la combinacién con pemetrexed en
histologia no escamosa(6,8,9).

Otra estrategia recientemente desarrollada para intentar mejorar el pronéstico de los
pacientes con CNMP estadio Ill irresecable es la incorporacion de la inmunoterapia
como tratamiento de consolidacién tras finalizar la QT-RT. Posteriormente en el
apartado de inmunoterapia en CP se desarrollarad con mas detalle.

Ademads de lo detallado anteriormente, en el Ultimo afio se han presentado datos
positivos de un estudio fase Il en estadio Ill resecable utilizando la estrategia de
combinar QT e inmunoterapia (nivolumab) previo a la cirugia y posterior consolidacién
con nivolumab tras la misma (13)

- 1.4.3 Estadio avanzando (Estadio 1V)

Mas de la mitad de los pacientes con CPNM se diagnostican en estadios avanzados sin
opciones de tratamiento potencialmente curativo, con un prondstico muy desfavorable.
Ademads, una gran proporcion de aquellos que presentan enfermedad localizada,
acabaran desarrollando metdstasis a lo largo de su evolucién, por lo que puede
afirmarse que mas del 80% de todos los pacientes padecen una enfermedad diseminada.

El tratamiento del CPNM avanzado ha evolucionado sustancialmente en la ultima
década, fundamentalmente como consecuencia de un mejor conocimiento de la
biologia molecular de este tumor y de la incorporacién de nuevos farmacos y abordajes
terapéuticos, especialmente en determinados subgrupos de pacientes.

El tratamiento del CPNM avanzado va a depender de multiples factores como son: la
histologia del tumor, la presencia de marcadores moleculares para terapias dirigidas,
contraindicaciones para inmunoterapia, edad, estado funcional, comorbilidades y
preferencias del paciente.

Clasicamente el tratamiento de los pacientes con CPNM avanzado en primera linea ha
consistido en la administracion de QT con un platino (cisplatino o carboplatino) en
combinacion con otro agente como pemetrexed, docetaxel, vinorebina, gemcitabina o
paclitaxel. En los ultimos afos ha cambiado de forma sustancial el paradigma de
tratamiento de estos pacientes gracias a la incorporacién de la inmunoterapia y los
tratamientos dirigidos, en pacientes con alteraciones moleculares concretas.

A nivel general, y dejando a un margen los pacientes con alteraciones moleculares
especificas, el tratamiento de primera linea del CP consiste en un tratamiento con
inmunoterapia en monoterapia (si existe alta expresién de PD-L1), y QT con
inmunoterapia para el resto (siempre en pacientes sin contraindicaciones a recibir
inmunoterapia) (14).
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Posteriormente, en lineas sucesivas, suele optarse por un tratamiento en monoterapia
dependiendo de los farmacos administrados en primera linea y segun histologia,
considerando  inmunoterapia, pemetrexed o docetaxel +/- nintedanib,
fundamentalmente (3,6,8,15).

1.5 Inmunologia tumoral

En los ultimos afos se han hecho grandes avances en el campo de la inmunologia del
cancer, confirmando la importancia de las células del sistema inmune en el
reconocimiento y control del crecimiento tumoral y la aplicacién de este conocimiento
al desarrollo de terapias basadas en la modulacién de la respuesta inmune, la
inmunoterapia (16).

A continuacion, resumiremos de una manera general, cdmo se desarrolla la respuesta
inmune celular frente a los tumores, desde la activacidn inespecifica de la inmunidad
innata hasta la generacion mas selectiva de la respuesta inmune adaptativa, mediada
por la presentacién antigénica y el reconocimiento tumoral. Seguidamente resumiremos
como se regula la respuesta inmune fisioldgica y como algunos tumores utilizan estos
mecanismos de regulacion para escapar de la acciéon del sistema inmune.
Posteriormente, se analizardn mds detalladamente las caracteristicas y funciones
principales de las subpoblaciones inmunes mas relevantes, que forman parte de este
proceso, y que pueden postularse como biomarcadores de respuesta a los tratamientos
con inmunoterapia.

Durante la respuesta inmunolégica, las primeras células de nuestro sistema inmune en
llegar al tumor son las llamadas células inmunes innatas, como las células Natural Killer
(NK), o las células Natural Killer T cell (NKT). Las células NK no sdlo son capaces de
eliminar a las células tumorales por si solas, si no que, ademas, promueven la generacion
de complejos (“cadaveres”) celulares que pueden ser fagocitados por las células
presentadoras de antigeno (CPA), como las células dendriticas (CD). Posteriormente,
estas CD van a migrar hacia un tejido linfoide periférico para presentar los antigenos
fagocitados procedentes de la célula tumoral a los linfocitos T. Entre estos antigenos, se
pueden encontrar los denominados antigenos tumorales, que son proteinas del tumor,
generalmente no expresadas por células sanas, capaces de ser reconocidas por los
linfocitos T.

Una vez en un ganglio linfatico, estas CPA que han fagocitado los antigenos tumorales,
interaccionan y activan en un primer momento a los linfocitos T CD4* a través de la
presentacion de péptidos derivados de los antigenos a través del HLA-II. Las células T
CDA4* van a realizar dos funciones claves en esta presentacion antigénica: por una parte,
van a facultar a las CD para expresar niveles elevados de CD80 o CD86, a través de la
union de CD40 con su ligando CD40L (un proceso denominado como coestimulacién), y
por otro lado van a sufrir una expansion clonal con produccién de citocinas que va a
ayudar a que se produzca posteriormente la expansion y activaciéon de linfocitos T CD8".
(Figura 2(17))
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Figura 2 Presentacidn del antigeno y activacion linfocitaria

Junto a la activacién de los linfocitos T CD4*, el antigeno expresado en la superficie de
las CD unido al HLA-I se va unir a los linfocitos T CD8* a través de su receptor especifico
de células T (TCR) inicidandose la activacion y expansion de los linfocitos T CD8*, gracias
a las citocinas producidas por el linfocito Th1l CD4 asi como de otras células. Como cada
linfocito T expresa un unico TCR, la presencia de millones de linfocitos T en un mismo
individuo hace que exista una gran variabilidad de TCR que asegura el reconocimiento
de una gran cantidad de antigenos extrafios, incluyendo los antigenos tumorales.

Esta activacién y expansién del linfocito T CD8* se consigue gracias a tres sefales: 1) la
unién del TCR con la CD 2) la unién de CD28 (expresado en los linfocitos T) con CD80-86
(expresada en la CD) y 3) la liberacién de diferentes citocinas producidas por linfocitos
Th1 CD4* (IL-1 e interferdn de tipo 1) y las propias células dendriticas (IL-12 e IL-15).

Este contacto celular entre CPA y TCR se conoce como sinapsis inmunoldgica y junto con
las citocinas, promueve la conversidon de linfocitos T CD8* virgenes en linfocitos T
citotéxicos (Tc) especificos activados por neoantigeno capaces de eliminar las células
tumorales. Esto se consigue gracias a la expresion, en estos linfocitos T, de moléculas
citotéxicas como la perforina o la granzima B (GzmB) u otras como el ligando de Fas
(FasL) (18,19).
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Las granzimas son una familia de serin-proteasas que se encuentran principalmente en
los granulos citotoxicos de células NK y linfocitos Tc, aunque también se han detectado
en otros tipos celulares, si bien su funcién en estos ultimos no estda tan bien
caracterizada(20). Las granzimas permanecen inactivas en el interior de los granulos
hasta que los linfocitos Tc se activan y los granulos citotdxicos liberan su contenido. En
este momento, las granzimas acaban accediendo al citosol de las células diana gracias a
la accién de la perforina. Una vez alli, mediante la protedlisis de diversos sustratos
inducen la muerte celular, principalmente por apoptosis. Existen varias granzimas
siendo la tipo B la que tiene un papel mas importante en esta induccion de la apoptosis
(21). En los ultimos afios se han descrito otros tipos de muerte celular de caracter
inflamatorio inducida por las granzimas como la piroptosis(22). También se ha descrito
que algunas granzimas como la gzmA o la gzmK son capaces de regular la respuesta
inflamatoria de modo independiente a la muerte celular, estando implicadas en
patologias como la sepsis, la colitis ulcerosa o el cancer colorectal inflamatorio(22)

A pesar de todo este proceso de activacion inmunitaria, las células tumorales son
capaces de adquirir mecanismos de evasidon inmune, fundamentalmente con la
expresion de moléculas que inhiben el sistema inmunitario. Estas moléculas son
receptores conocidos de modo general como puntos de control inhibitorios del sistema
inmune que son expresados por los linfocitos T de manera fisioldgica, y se encargan de
suprimir la respuesta inmune ante antigenos propios o frente a la flora comensal o
microbiota, permitiendo de esta manera, la tolerancia inmunolégica. Los mas
estudiados han sido CTLA-4 (Antigeno citotdxico-4 de linfocitos) y PD-1 (muerte celular
programada-1). Las células tumorales usan de modo directo la expresion de los ligandos
de estos receptores inhibitorios, para suprimir el sistema inmune y escapar a su control.
Ademads, son capaces de modificar el microambiente tumoral (TME) para rodearse de
otras células que expresan estos reguladores lo que les ayuda a evitar la respuesta
inmune antitumoral. Uno de los mecanismos mas estudiados es la interaccion entre PD-
1y sus ligandos PD-L1 o PD-L2 comUnmente expresados a nivel del TME. Dicha unién,
inhibe la respuesta inmunolégica mediada por linfocitos T y aumenta la produccion de
linfocitos T CD4* reguladores (Treg) que favorecen a su vez la supresidon inmunolégica y
el descenso de la actividad de los linfocitos Tcy las células NK, introduciendo a las células
del sistema inmune en un estado de latencia mantenida que le permite al tumor
continuar su crecimiento e invasién (23-25).

En los ultimos afios, los tratamientos inmunoterdpicos mas relevantes han tenido como
objetivo bloquear la interaccion PD-1/PD-L1 y CTLA-4/CD80-86 permitiendo de esta
manera reactivar la actividad de los linfocitos Tc. Los anticuerpos monoclonales mas
utilizados son los anti-PD-1, antiPD-L1 y/o anti-CTLA-4 y el cancer de pulmdn ha sido,
como se describe a continuacion, una de las localizaciones que mejores resultados ha
presentado.

Otros puntos de control inhibidores que conviene destacar son los mediados por los

receptores TIM-3 (inmunoglobulina de células T y dominio de mucina que contiene
proteina 3) y LAG-3 (gen de activacion linfocitaria 3).
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TIM-3 es un receptor de membrana que se expresa en células T, células NK, células Treg
y algunas células inmunes innatas (macréfagos y CD) donde se ha demostrado que tiene
un efecto inhibidor, al interactuar con alguno de sus ligandos como la galectina 9, la
fosfatidil-serina o CEACAM1. En ausencia de su ligando, se encuentra unido a una
proteina intracelular llamada Bat-3 que impide el desencadenamiento de la actividad
inhibidora (26).Este receptor TIM-3 suele encontrarse sobreexpresado en los linfocitos
T que se encuentran en estado de latencia por la acciéon tumoral, y conlleva un peor
prondstico(27).

LAG-3 es un receptor transmembrana del linfocito T muy homdlogo a CD4. Aunque
ambos se combinan con la molécula del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad)o
HLA (como se denomina en humanos) de clase Il de la CPA, lainteraccidén con CD4 resulta
en una co-estimulacion mientras que la de LAG-3 resulta en una inhibicién del linfocito
T. LAG-3 se expresa de forma constitutiva en células Treg y su presencia es caracteristica
de células T latentes o exhaustas por el tumor(26). Aunque el HLA-II es el ligando mas
estudiado de LAG-3, existen otros como FGL-1, Galectina-3y L-Sectina.

1.6 Inmunoterapia en cancer de pulmon

Hasta hace algunos afios, la quimioterapia se consideraba el estandar de tratamiento de
los pacientes con CP. Poco a poco, se ha ido avanzando en el conocimiento de estos
tumores, buscando dianas terapéuticas que permitan realizar un tratamiento mas
dirigido.

Centrandonos en el CPNM, dentro de los tratamientos inmunoterapicos, estan
aprobados los farmacos Pembrolizumab (anticuerpo monoclonal humanizado frente a
PD-1), Atezolizumab (anticuerpo monoclonal frente a PD- L1), Durvalumab (anticuerpo
monoclonal frente a PD- L1), Nivolumab (anticuerpo monoclonal humanizado frente a
PD-1), Ipilimumab (anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4) y Cemiplimab (anticuerpo
monoclonal frente a PD-1) en diferentes escenarios clinicos.

Durvalumab esta aprobado como tratamiento de consolidacidén tras una respuesta o
estabilizacién al tratamiento locoregional con QT-RT en tumores localmente avanzados.

Pembrolizumab, Atezolizumab, Cemiplimab y Nivolumab/Ipilimumab estan aprobados
en primera linea de tratamiento metastdsico y Nivolumab, Atezolizumab vy
Pembrolizumab estan aprobados en segunda linea de tratamiento metastasico.

En estadios precoces de CPNM, aunque no son el objeto de nuestro estudio,
recientemente se han conocido resultados positivos en varios ensayos clinicos de
inmunoterapia adyuvante: Nivolumab en el ensayo fase Ill IMpower010 en pacientes
con CPNM completamente resecado que han recibido QT adyuvante (28);
Pembrolizumab en el Ensayo fase Il KEYNOTE 091/PEARLS en CPNM completamente
resecado(29); y como tratamiento neoadyuvante Nivolumab combinado con QT en el
Ensayo fase Il CheckMate 816 (30).
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A continuacidn, vamos a destacar los principales ensayos clinicos que se han realizado
con estos farmacos y les han llevado a su aprobacién en los estadios Il y IV que son el
objeto de nuestro trabajo.

- 1.6.1 Pembrolizumab:

Pemrbolizumab fue el primer inmunoterapico que se aprobdé en CP. Desde ese
momento, los ensayos clinicos mas importantes llevados a cabo y que han supuesto una
nueva indicacién clinica han sido:

o KEYNOTE-024

Establecio el papel de pembrolizumab en monoterapia como tratamiento de primera
linea en pacientes con CPNM avanzado sin alteraciones moleculares, que expresaban
PD-L1 > 50%.

Este estudio aleatorizé a 305 pacientes con CPNM avanzado con expresion de PD-L1 >
50% a recibir pembrolizumab en monoterapia (200 mg cada 3 semanas) hasta un
maximo de 2 anos, frente a 4-6 ciclos de la QT considerada estandar con un doblete de
platino.

Con una mediana de seguimiento de 11.2 meses, se objetivd un beneficio en
supervivencia libre de progresion (SLP) (10.3 vs 6 m; HR 0.50, IC 95% 0.37-0.68) y en tasa
de respuesta (TR) (45% vs 28%). La mediana de duracion de respuesta fue de 12.1y de
5.7 m respectivamente y con un seguimiento de 25 m, se objetivd un aumento de
supervivencia global (SG) (30 vs 14.2 m; HR 0.63, IC 95% 0.47-0.86).

En base a estos resultados actualmente pembrolizumab constituye el tratamiento
estandar de primera linea en pacientes con CPNM avanzado que expresan PD-L1 >
50%(31).

o KEYNOTE-189

Ensayo clinico fase lll, que estudié el esquema de combinacién de platino con
pemetrexed y pembrolizumab.

Aleatorizé a pacientes con CPNM avanzado de histologia no escamosa, sin mutacion
conocida y con independencia de la expresion de PDL1 a recibir tratamiento de QT con
cisplatino o carboplatino + pemetrexed + pembrolizumab (200 mg cada tres semanas) o
placebo cada 3 semanas por 4 ciclos, seguido de mantenimiento hasta 35 ciclos con
pemetrexed + pembrolizumab o pemetrexed + placebo.

Se demostrd un beneficio significativo en SLP(HR: 0.52, IC 95% 0.43-0.64) y en SG en el
brazo de pembrolizumab, con independencia de la expresién de PD-L1.

En base a este estudio, pembrolizumab en combinacién con QT con platino y
pemetrexed estd aprobado como tratamiento de primera linea en CPNM avanzado no
escamoso con independencia de la expresiéon de PD-L1.
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A pesar de ello en la practica clinica Unicamente esta financiado para aquellos pacientes
con expresion de PD-L1 inferior al 50%, ya que en valores superiores, el estandar es el
tratamiento con Pembrolizumab en monoterapia tal y como se ha comentado en el
estudio previo(32).

o KEYNOTE-407

Dado que el tratamiento con Pemetrexed no ha demostrado eficacia en los pacientes
con carcinomas escamosos, existen otras combinaciones de quimioterapia con
pembrolizumab estudiadas para este escenario, esta vez con el esquema de
Carboplatino + Paclitaxel.

Este ensayo clinico fase lll aleatorizd a pacientes con CPNM avanzado con histologia
escamosa a recibir QT con carboplatino + paclitaxel cada 3 semanas (o con nab-paclitaxel
semanal) en combinaciéon con placebo o pembrolizumab 4 ciclos seguido de placebo o
pembrolizumab de mantenimiento cada 3 semanas hasta un maximo de 35 ciclos.

La combinacion de QT y pembrolizumab se asocié a una mayor TR (58.4% vs 35%, p=
0.0004) y a una mayor SG (15.9 m vs 11.3 m, HR 0.64, p= 0.0008).

El beneficio en SG se produjo independientemente de la expresiéon de PD-L1 (PD-L1 <
1%: HR 0.61, PD-L1 1-49%: HR 0.57, PD-L1 > 50%: HR 0.64).

En base a este estudio pembrolizumab en combinacidn con carboplatino y paclitaxel o
nab-paclitaxel esta aprobado como tratamiento de primera linea en CPNM avanzado de
histologia escamosa(33).

o KEYNOTE-010

Este ensayo fase Ill compard pembrolizumab (2 mg/Kg 6 10 mg/Kg cada 3 semanas)
versus docetaxel 75 mg/m? cada 3 semanas en 1034 pacientes con CPNM de cualquier
histologia, que habian progresado a una primera linea de quimioterapia basada en
platino. En este estudio sdélo se incluyeron pacientes con expresion de PD-L1> 1% por
inmunohistoquimica.

Pembrolizumab demostré superioridad frente a docetaxel en términos de SG, con un HR
de 0,71 (IC 95% 0,58-0,88) y medianas de SG de 10,4 meses y 8,5 meses para
pembrolizumab y docetaxel respectivamente.

También se dispone de datos de SG a dos afios siendo de 14.5% para docetaxel y de
30.1% para pembrolizumab. La tasa de respuestas objetivas (TRO) de los pacientes
tratados con pembrolizumab fue del 18%, el doble que en el brazo control (9,3%).

El beneficio en supervivencia se observé en todos los pacientes, aunque fue superior en
aquéllos con mayor sobreexpresion de PD-L1 (1% vs> 50%).

En base a estos datos, pembrolizumab en monoterapia esta aprobado para el
tratamiento del CPNM, localmente avanzado o metastdsico en segunda linea tras
progresidn a quimioterapia, en pacientes con expresion de PD-L1 > 1%(34).
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- 1.6.2 Nivolumab

Dos ensayos pivotales fase lll, uno en pacientes con tumor de histologia no escamosa
(CheckMate 057) y otro en tumores de histologia escamosa (CheckMate 017), han
establecido la eficacia de nivolumab en segunda linea. En ambos ensayos los pacientes
se incluyeron independientemente de la expresion de PD-L1.

o Checkmate 017

Este estudio compard nivolumab (3 mg/kg cada 2 semanas) versus docetaxel en 272
pacientes con CPNM con histologia escamosa, que habian progresado a una primera
linea de quimioterapia basada en platino.

La mediana de SG en el brazo de nivolumab fue de 9,23 meses, superior a la alcanzada
en el brazo control (6,01 meses), con una HR de 0,59 (IC 95% 0,44-0,79, p < 0.001).

La TRO fue del 20% frente al 8.8% alcanzada con docetaxel.

En cuanto a la SLP, las medianas en los brazos experimental y control fueron 3,48 meses
y 2,83 meses respectivamente (HR 0,62 [IC 95% 0,47-0,81]).

No hubo diferencias de eficacia en base al nivel de expresion de PD-L1(35)

o CheckMate 057

En este ensayo, 582 pacientes con CPNM avanzado de histologia no escamosa y
previamente tratados, fueron aleatorizados a recibir nivolumab versus docetaxel.

Nivolumab demostré superioridad frente a docetaxel en términos de SG, con una HR de
0,73 (IC 95% 0,59-0,89, P= 0.002) y una mediana de SG de 12,19 meses vs. 9,36 meses
con guimioterapia.

Recientemente se han presentado los datos de SG a 2 afios, confirmando dichos
resultados (SG a 2 afios: 23% vs 8%).

La TRO fue también superior en los pacientes tratados con nivolumab (19,2% vs. 12,4%)
y las respuestas fueron mas duraderas (17,15 meses vs. 5,55 meses). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en SLP (HR 0,92 [IC 95% 0,77-1,11]).

Sin embargo, en contra de los resultados del Chekmate 017, los pacientes con mayor
nivel de expresién PD-L1 (210%), experimentaron tanto una TRO (37,2%) como una SG
(19,4 meses [IC95% 15,2, NA]) mayores con nivolumab, en comparacidon con docetaxel
(12,7%, 7,95 meses [IC95% 6,3-10], respectivamente).

Por otro lado, en aquellos pacientes con bajo o nulo nivel de expresion PD-L1 ( < 1%), no
se observaron diferencias en SG con nivolumab respecto a docetaxel (10,4 meses [IC95%
7,2-14,1] y 10,9 meses [IC95% 7,4-11,9], respectivamente)(36).

En base a los datos de estos dos estudios, nivolumab en monoterapia esta aprobado
para el tratamiento del CPNM metastdsico después de quimioterapia previa,
independientemente de la expresiéon de PDL1.
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- 1.6.3 Durvalumab

Otra estrategia recientemente desarrollada para intentar mejorar el prondstico de los
pacientes con CPNM es intentar introducir la inmunoterapia en estadios localmente
avanzados como terapia de consolidacidn tras conseguir una respuesta con el
tratamiento estdndar con QT-RT.

o PACIFIC

En este estudio 700 pacientes con CPNM estadio Ill irresecable sin progresion tras la
administracién de al menos dos ciclos de QT basada en platino concurrente con RT
fueron aleatorizados 2:1 a recibir durvalumab cada 2 semanas durante 12 meses o
placebo.

Con una mediana de seguimiento de 25 meses se objetivd un incremento en SLP con
durvalumab con una mediana de 17.2 frente a 5.6 m con placebo, HR (0.51,IC 95% 0.41-
0.63) y en SG (HR 0.68, IC 95% 0.54-0.86).

El beneficio en SLP y SG con durvalumab se objetivé tanto en pacientes con PDL1 > 25%
como en pacientes con PDL1 < 25%. Sin embargo, en un analisis exploratorio se objetivo
beneficio en SLP con durvalumab pero no en SG en pacientes con expresion de PDL1 <
1 %, por lo que la aprobacién queda limitada a aquellos pacientes con expresién de PD-
L1 > 1%(37).

En 2022 se han actualizado los datos de SG tras un seguimiento de 5 afios. La mediana
de SGesde 47.5mvs 29.1 m (HR 0.72, 95% Cl 0.59—-0.89) y la de SLP de 16.9m vs 5.6 m
(HR 0.55, 95% CI 0.45-0.68)(38).

Por todo ello, el tratamiento con Durvalumab durante un afio estd aprobado para
aquellos pacientes con estadio Il irresecables que hayan sido tratados con QT-RT sin
progresar y tengan una expresion de PD-L1 > 1%.

- 1.6.4 Atezolizumab

Atezolizumab ha obtenido resultados prometedores en varios ensayos clinicos que
detallaremos a continuacion:

o IMpower 150

Este estudio aleatorizd 1202 pacientes con CPNM avanzado con histologia no escamosa
(no seleccion por PD-L1), a recibir QT con carboplatino + paclitaxel combinado con:
atezolizumab (rama A), atezolizumab mds bevacizumab (rama B) o bevacizumab (rama
C).
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Se objetivé una mayor SLP y SG entre los pacientes de la rama B con respecto a los de la
rama C. La SLP fue de 8.3 vs 6.8 m respectivamente (HR 0.59, IC 95% 0.50-0.70). La SG
fue de 19.2 vs 14.7 m (HR 0.78, IC 95% 0.64-0.96,p = 0.02)(39).

Los resultados de este estudio hacen que la combinacién de QT con carboplatino +
paclitaxel + bevacizumab + atezolizumab sea una opcidn de tratamiento de primera linea
en pacientes con CP de histologia no escamosa.

o IMpower 110

El estudio fase Il IMpower 110 mostré que la monoterapia con atezolizumab mejoraba
la SG de los pacientes con CPNM avanzado con alta expresién de PD-L1 en comparacién
con quimioterapia sola.

Se aleatorizaron 572 pacientes, la mediana de SG del grupo de altos expresores de PDL-
1 en tratamiento con atezolizumab fue de 20.2 meses frente a 13.1 en el grupo de
quimioterapia (p=0.01)(40)

o OAK:

En este estudio de segunda linea de tratamiento, 850 pacientes con CPNM avanzado
previamente tratados con una o dos lineas de QT fueron aleatorizados a recibir
atezolizumab versus docetaxel.

Atezolizumab demostro superioridad en términos de SG frente a docetaxel en pacientes
con CPNM metastasico tras progresidén a una primera linea de tratamiento, con una
ganancia en la mediana de SG de 4,2 meses, 13.8 vs 9.6 meses (HR 0,73 [IC 95% 0,62-
0,87]). ElI beneficio de atezolizumab sobre Ila quimioterapia se observa
aproximadamente a partir de los 3 meses, momento en que las curvas de supervivencia
se separan.

Las tasas de respuesta, en cambio, fueron similares en ambos brazos de tratamiento
(14% con atezolizumab y 13% con docetaxel), si bien las respuestas fueron mas
duraderas con atezolizumab (13,6 meses vs. 6,2 meses).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en la SLP, incluso la
mediana de SLP fue superior en el brazo control (4 meses vs. 2 meses), aunque a partir
de los 6 meses el beneficio en términos de SLP también parece mayor con atezolizumab.

El beneficio de atezolizumab sobre la quimioterapia se observa en todos los subgrupos
analizados de acuerdo con el nivel de expresion de PD-L1 (medido no sélo en la célula
tumoral sino también en las células inmunes que infiltran el tumor), incluso en el
subgrupo de pacientes (45%) con una baja o nula expresion de PD-L1 (< 1%). Cabe
sefialar, no obstante, que este beneficio aumenta a medida que lo hace la expresion del
biomarcador, siendo mayor en aquellos pacientes con una expresion de PD-L1 > 10%
donde se alcanzaron medianas de SG de 20,5 meses con atezolizumab vs. 8,9 meses con
docetaxel (HR 0,45 [IC 95% 0,27-0,64]), lo que supone un incremento de 11,6 meses en
la mediana de SG(41).
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En base a estos datos, atezolizumab en monoterapia esta aprobado para el tratamiento
del CPNM metastdsico después de quimioterapia previa, independientemente de la
expresion de PD-L1.

1.6.5 Nivolumab e Ipilimumab

La combinacion de estos dos inmunoterdpicos se ha estudiado en primera linea de
tratamiento, en el ensayo que detallaremos a continuacion.

o CHECKMATE 9LA:

Ensayo clinico fase Il multicéntrico que aleatorizé a 719 pacientes con CPNM estadio IV
en primera linea de tratamiento a recibir nivolumab (360 mg iv cada 3 semanas) e
ipilimumab (1 mg/kg iv cada 6 semanas) combinado con un doblete de platino (iv cada
3 semanas por 2 ciclos) frente a la QT sola (iv cada 3 semanas por 4 ciclos).

Los datos del primer andlisis realizado muestran una mejoria en la SG 15.6 meses (IC
95% 13.9-20) en el grupo experimental vs 10.9 meses (9.5-12.6) en el grupo control
(HR 0:66 [Cl 95% 0.55-0.80]).(42)

Por ello la combinacién de Nivolumab e Ipilimumab junto con 2 ciclos de QT est3

aprobada como tratamiento de primera linea en CPNM.

1.6.6 Cemiplimab

Cemiplimab es un anticuerpo monoclonal anti PD-1 que recientemente ha demostrado
beneficio de supervivencia como tratamiento de primera linea en CPNM

o EMPOWER-Lung 1:

Ensayo clinico fase lll multicéntrico que aleatorizé a 710 pacientes con CPNM estadio IV
en primera linea de tratamiento a recibir cemiplimab 350 mg cada 3 semanas frente a
un doblete de platino. Se permitiod el crossover a la rama de Cemiplimab tras progresién
alaqQT.

En el grupo con expresion de PD-L1 de al menos el 50 %, que constaba de 563 pacientes,
no se ha alcanzado por el momento la mediana de SG (IC 95% 17.9—no evaluable) con
cemiplimab (n=283) versus 14.2 meses (11.2—-17.5) con QT (n=280;[HR] 0,57 [0,42—0,77];
p=0-0002). La mediana de SLP fue de 8,2 meses (6,1-8,8) con cemiplimab versus 5.7
meses (4.5-6.2) con QT (HR 0-54 [0.43-0.68]; p<0-0001)(43).
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Por los buenos resultados previamente mostrados, Cemiplimab en monoterapia ha
conseguido su aprobacién en primera linea de tratamiento para pacientes con CPNM
con expresion de PD-L1 mayor o igual a 50%.

1.7 Biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia en cancer de pulmén

A pesar del enorme potencial de lainmunoterapia, aun existen dificultades para conocer
y seleccionar aquellos pacientes que van a responder al tratamiento, ya que no todos
los pacientes ni todos los tumores responden de la misma manera.

Actualmente, el Unico biomarcador con utilidad clinica para la inmunoterapia es la
expresion de PD-L1, e incluso éste, a pesar de haber sido estudiado en multiples ensayos
clinicos, no es completamente preciso y presenta varias limitaciones. Existen ocasiones
en las que la expresién de PD-L1 no se correlaciona con la respuesta y a pesar de una
alta expresion, los pacientes no responden a la inmunoterapia y al revés. Ademas, PD-
L1 es un marcador muy heterogéneo y cambiante tanto en el tejido tumoral analizado
como a lo largo del tiempo, pudiendo tener distintas determinaciones segun la zona de
tumor analizada y seguin el momento en el que realizamos el analisis tumoral. Todo ello,
unido a la variabilidad de técnicas inmunohistoquimicas existentes para su uso
aumentan la heterogeneidad de sus resultados (44-49).

En los ultimos afios los estudios en inmunoterapia se han enfocado en encontrar
biomarcadores de respuesta predictiva para anticipar qué pacientes responderdn a cada
tipo de tratamiento, evitando toxicidades innecesarias y reduciendo costes(50).

Un gran nimero de estos estudios han explorado la posibilidad de que los diferentes
tipos de células inmunes presentes en el TME y su distribuciéon en sangre periférica
puedan contribuir a predecir una buena respuesta a la inmunoterapia frente al CP.

- 1.7.1 Microambiente tumoral (TME):

El TME esta formado por células del sistema inmune muy diversas entre las que se
encuentran macréfagos, células T, células B, CD, células NK, células supresoras derivadas
de mieloides (MDSC) y neutréfilos, entre otras.

En los ultimos anos, se han desarrollado multiples estudios sobre TME demostrandose
que sus diversos componentes participan activamente en varios procesos tumorales e
influyen ampliamente en la iniciacion tumoral, asi como en su progresidon maligna,
diseminacién o respuesta a terapias dirigidas. Todo ello es debido a la existencia de un
estado de inmunosupresiéon en el TME que se consigue con multiples mecanismos, como
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la inadecuada presentacion de antigenos, la secrecién de citocinas inhibitorias o el
reclutamiento de células del sistema inmune con capacidad inhibitoria(51).

Por ello, todos los componentes del TME, representan un poderoso y potencial
instrumento que puede llevarnos a entender mejor cdmo se inhibe la respuesta
inmunolégica y a encontrar biomarcadores de respuesta a los tratamientos con
inmunoterapia.

Segun los ultimos estudios, uno de los factores mas importantes implicados en la
modulaciéon de la inmunidad del cdncer en TME son los TIL (linfocitos infiltrantes de
tumores), especialmente las células Tc, las células T de memoria (Tm) tanto CD4* como
CD8"y las células T CD4* cooperadoras o helper (Th)(52).

1.7.1.1 Linfocitos infiltrantes del tumor o TILs

Los linfocitos T suponen del 60 al 80% de los linfocitos circundantes y presentan en su
superficie el receptor especifico de antigeno TCR. En virtud de su funcién y el
correceptor que expresan en su superficie, se distinguen dos tipos principales de
linfocitos T:

- Linfocitos T CD4*, también llamados linfocitos Th.
- Linfocitos T CD8*, también llamados linfocitos Tc.

Los linfocitos T CD8* presentan un TCR que se asocia a la molécula del HLA clase |
presente en la casi totalidad de las células del organismo. Su principal funcién es
detectar y destruir las células diana infectadas por virus u otros microorganismos
intracelulares y células tumorales (53).

Dentro del TME existen multiples células del sistema inmune, siendo los TIL una de las
poblaciones mas importantes. Multiples estudios han demostrado la importancia de los
TIL y cdmo se correlacionan con la destruccién tumoral y con mejores respuestas a la
inmunoterapia. Los TIL se consideran una poblacion seleccionada de células T con una
reactividad inmunoldgica especifica mas alta contra las células tumorales que los
linfocitos no infiltrantes. Entre los TIL, las células T CD8* activadas por neoantigeno son
una de las poblaciones celulares mas relevantes, ya que tienen el potencial de reconocer
y eliminar las células cancerosas(54).

El desarrollo del cdncer se caracteriza por la acumulacién de un ndmero variable de
alteraciones genéticas en las células del organismo y la pérdida de procesos naturales
de regulacion del ciclo celular. Estas alteraciones pueden propiciar la aparicién de
neoantigenos o la expresion de antigenos de diferenciacion de la linea germinal que
podran ser presentados en la superficie celular unidos a moléculas de HLA
distinguiéndose de las células normales. Estos complejos pueden ser reconocidos por
los linfocitos T permitiendo la eliminacién de la célula tumoral. Sin embargo, a veces, a
pesar de que el sistema inmune reconoce al tumor y lo combate, no es capaz de
eliminarlo por completo, llegando a una situacién de equilibrio o latencia en la que el
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tumor aunque persiste, no crece de forma descontrolada(55). Esto ocurre debido a que,
a pesar de existir una respuesta especifica de células T CD8* reactivas, las células
tumorales provocan, de forma concomitante, un aumento en algunos mecanismos
inmunosupresores dentro del TME, como la expresion de los puntos de control
inmunitarios PD-1, CTLA-4, Tim-3 y LAG-3 en TIL. Este equilibrio entre tumor y sistema
inmune, que puede durar muchos anos, puede romperse en cualquier momento a favor
del crecimiento del tumor por una inestabilidad genética o por la aparicion de
mutaciones, permitiendo de esta manera, el escape tumoral.

Los inhibidores de PD-1/PD-L1 o CTLA-4 bloquean la via de sefial reguladora negativa y
liberan a las células T de este estado de equilibrio previamente mencionado,
permitiendo que eliminen de manera definitiva las células tumorales. Por tanto, no es
de extrafiar que una mayor expresion de PD-1y CTLA-4 en los linfocitos se correlacione
con una mejor respuesta a la inmunoterapia(56,57).

También se estd estudiando si esta misma relaciéon existe con otros receptores
inhibitorios como LAG-3, TIM-3 y TIGIT. En un reciente metaandlisis, se reporté que una
alta expresion de LAG-3 se asociaba con una mejor SG en diferentes tipos de
tumores(58). Sin embargo, en los Ultimos afios han aparecido nuevas técnicas de analisis
unicelular multiparamétrico con los que se ha podido observar que la expresion de
marcadores como PD-1, LAG-3 y TIM3 tiene distintas distribuciones y funciones(59).

Datar et al estudiaron 90 pacientes con CPNM en tratamiento con anti-PD-1 y
observaron que PD-1y LAG-3 se localizaban predominantemente en células T o células
NKT, mientras que la expresidon de TIM-3 era mayor en células NK y macrdéfagos. La
coexpresion de PD-1, LAG-3 y TIM-3 se asociaba con una activacion prominente de
células T con funcién efectora (GzmB*). A su vez, LAG-3 y TIM-3 estaban presentes en
subconjuntos de TIL que carecian de expresién de PD-1 pero mostraban un perfil
funcional distinto y existia otro subconjunto con Unicamente LAG-3 elevado que se
asociaba significativamente con una SLP mds corta(60).

En esta linea, Thommen y colaboradores describieron las propiedades de las células T
con diferentes niveles de expresion de PD-1 en CPNM y su posible relacion con el control
tumoral mediado por el sistema inmune (56). Sus datos mostraron que los TIL CD8* con
niveles de PD-1 que superan los observados en controles sanos, presentan diferencias
moleculares, metabdlicas y funcionales en relacion con aquellas con expresién normal
o negativa de PD-1. Todas estas diferencias indicaban que estas células T CD8* con alto
contenido de PD-1 poseen una capacidad antitumoral directa y una capacidad para
reclutar otras células inmunes que median en la respuesta inmunitaria antitumoral, lo
cual las posicionan como una de las células mas importantes involucradas en el
reconocimiento de tumores.

Con base en estos datos, los autores realizaron un andlisis retrospectivo de biopsias
previas al tratamiento de 21 pacientes con CPNM en estadio IV sometidos a terapia anti-
PD-1, lo que reveld una clara correlacidén entre la presencia de estas células T CD8* PD-
1*, la respuesta al tratamiento y la SG (HR 0,16, p <0,05)(54,56,61).
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En este contexto, existen algunos ensayos clinicos que exploran esta posibilidad con
resultados prometedores. Se ha observado que la presencia de un alto porcentaje de TIL
PD-1* CD8* en el TME de pacientes con CPNM previamente a iniciar tratamiento con
durvalumab tuvo una mejor TR (37 frente a 7%), mejor SG (24,3 frente a 6,5 m) y mejor
SLP (7,3 frente a 2,6 m) en comparacion con aquellos pacientes con bajo porcentaje de
TIL PD-1* CD8*(62).

Otro ensayo clinico con atezolizumab en CPNM obtuvo resultados similares con una
mejor TR (43% vs 8%) y SLP (6,8% vs 2,8%) en pacientes con alta presencia de células
PD-1* CD8* en TME(63).

Todos estos estudios confirman hallazgos previamente descubiertos en otros tipos de
tumores, como el melanoma, y muestran que la expresiéon de PD-1 en TIL CD8* en
biopsia tumoral define una poblacién de linfocitos reactivos y con altas capacidades
antitumorales(64,65).

1.7.1.2 Linfocitos T CD4*

En los linfocitos T CD4* su TCR esta asociado a la molécula de superficie CD4 y reconocen
péptidos asociados a las moléculas del HLA de clase Il presentes en las CPA. La funcion
de los linfocitos T CD4" es clave en la respuesta inmunitaria adaptativa, ya que coordinan
la generacién de la respuesta mas adecuada en funcién del tipo de microorganismo
invasor y la puerta de entrada segun el tipo de patdgeno. Tras su activacién los linfocitos
T CD4* secretan citocinas que pueden estimular a la practica totalidad de las células del
sistema inmunitario(53).

Analizando su funcion, los linfocitos T CD4* se clasifican globalmente en dos
subconjuntos principales: los linfocitos Th con actividad cooperativa y los linfocitos Treg
que participan en la regulacion del sistema inmune inhibiéndolo y evitando una
respuesta excesiva. Dentro de los Th se ha observado que existen subpoblaciones que
pueden diferir en las citocinas que expresan y en la funcién que desempenan.

El subconjunto Thl es el mas destacado para la inmunidad antitumoral y sus células
ayudan a la diferenciaciéon de los linfocitos T CD8* mediante la produccién de citocinas
como IFN-y e IL-2. Ademas, la sefializacion mediada por Thl promueve el
establecimiento de una linea de linfocitos T CD8* de memoria de larga duracion junto
con la activacién de respuestas antitumorales innatas dependientes de células NK.

Otras subpoblaciones Th son las Th2 y Th17 que se han asociado generalmente con la
progresion tumoral. Sin embargo, varios estudios recientes también muestran lo
contrario. Las células efectoras Th2 podrian ser necesarias para establecer respuestas
de memoria antitumorales a largo plazo y las Th17 podrian producir respuestas
antitumorales mediante la expresion de IFN-y, permitiendo el reclutamiento de células
efectoras en el TME. Es probable que esta "dualidad de respuestas" dependa del
contexto(66-68).
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Las células Treg, por el contrario, contribuyen de modo clave a la tolerancia tumoral, al
suprimir las otras poblaciones de células inmunes por contacto de célula a célula o con
la produccién de citocinas antiinflamatorias, incluidas IL-10 y TGF (factor de crecimiento
transformante)-f.

Se ha demostrado ampliamente que las células Treg mediante la expresién de PD-L1 ,
entre otros medios, inhiben la funcion antitumoral de las CD, células T o células NK(69).
En este contexto, se ha demostrado recientemente que los pacientes con CPNM con alta
concentracion de linfocitos T CD8* PD-1"8"y de Treg CD4* PD-L1"8&" presentan una mejor
respuesta clinica durante el tratamiento anti-PD-1(70,71).

Dentro de los subconjuntos de células Treg, se han utilizado diferentes marcadores para
caracterizar su fenotipo y funcionalidad. FOXP3 (Forkhead box P3) es el factor de
transcripcidn central que regula el desarrollo y la funcién de CD4* Treg y suele ser el que
mas comunmente se analiza a la hora de detectar poblaciones de linfocitos TCD4*.

Sin embargo, la expresion de FOXP3 en las células T y su impacto sigue siendo
controvertida. Algunos estudios han demostrado que la expresién de FOXP3 se observa
en células T activadas sin actividades reguladoras, mientras que otros indican que se
asocia principalmente a células T con actividades reguladoras(72,73). Existe una
evidencia acumulada de que las células T FOXP3* son heterogéneas en fenotipo y
funcion formando subpoblaciones supresoras y no supresoras. Si Unicamente se mide
FOXP3 para diferenciar Treg y definirlas como células T con actividad reguladora, se
corre el riesgo de clasificarlas incorrectamente, seleccionando algunas células T FOXP3*
con actividad cooperativa. Esto puede conducir a resultados contradictorios al evaluar
estas células como marcadores de respuesta a la inmunoterapia. De hecho, las células T
FOXP3* CD4* se pueden dividir en tres subpoblaciones segun los niveles de expresién
(en inglés high o low) de FOXP3, CD25 y CD45RA:

1) células FOXP3'°"CD45RA* CD25'%, designadas como células Treg virgenes o en
reposo.

2) células FOXP3hehCD45RA- CD25Meh, designadas como células efectoras o Treg
activadas.

3) células FOXP3'°% CD45RA™ CD25°%, designadas como no Treg, que no poseen
actividad supresora pero pueden secretar citocinas proinflamatorias.

Ademas, las poblaciones del grupo 2 altamente supresoras (células FOXP3Meh CDA5RA-
CD25"e") y del grupo no supresor 3 (células FOXP3°% CD45RA- CD25"°%) pueden
diferenciarse mejor por la expresién de CD15s (sialil Lewis x), un antigeno de azucar
presente en los Treg supresores, al menos para aquellas células ubicadas en sangre
periférica(74).

Con respecto a esta caracterizacidén funcional, recientemente se publicé un estudio en
el que se encontré que el subconjunto de células Treg con mayor actividad
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inmunosupresora se caracteriza por una expresion alta de CD25 y una expresidn baja de
CD127 lo que podria facilitar su caracterizacion en muestras derivadas de pacientes.

Por lo tanto, es crucial evaluar la heterogeneidad de las células T FOXP3* en los tejidos
tumorales para evaluar su contribucion a la respuesta inmune antitumoral.

En esta linea, la acumulacion de estudios ha demostrado que una gran cantidad de
células Treg y una proporcién reducida de células T CD8* infiltrantes de tumores frente
a células Treg FOXP3* se correlacionan con un mal prondstico en diferentes tipos de
cancer, incluido el CPNM(73-75).

Sin embargo, cabe sefalar que, segin un metaanalisis realizado en 2011, la relacién
cuantitativa entre diferentes poblaciones de células inmunes en la TME podria ser mas
significativa que su mera presencia(76,77).

De hecho, se encontré que una alta proporcion de células CD4*Treg / CD8* T indicaba un
mal prondstico en pacientes con CPNM(75,78). Asi mismo, Uryvaev et al observaron que
los pacientes con una proporcion de CD8* / CD4* en TME menor de 2 tenian una tasa de
respuesta del 13,3% (p: 0,046) en el CPNM metastdsico tratado con anti-PD-1, mientras
gue, si era mayor de 2, la tasa de respuesta ascendia al 43-50% (p: 0,038)(79).

1.7.1.3 Linfocitos T de memoria

La respuesta inmune mediada por linfocitos T da como resultado la generacidn de una
poblacién persistente de células T con memoria inmunoldgica contra el antigeno
presentado por las CPA. Por lo general, una vez eliminada la infecciéon o el antigeno
tumoral, la mayor parte de los linfocitos generados seran eliminados fisica o
funcionalmente. Sin embargo, una pequefia proporcién de linfocitos permaneceran,
constituyendo las células de memoria.

La caracterizacion de los linfocitos de memoria y las diferentes subpoblaciones se basa
en la expresion de diversos marcadores de superficie y en funcidon de éstos, son varias
las poblaciones de linfocitos T de memoria (tanto CD4* como CD8*) que se han
identificado, siendo las tres siguientes las mejor caracterizadas(18):

- Linfocitos T de memoria centrales (TCM): se caracterizan por expresar la

isoforma RO de CD45 y el receptor de quimiocinas CCR7. Gracias a la expresion
de este ultimo, pueden recircular sucesivamente desde los érganos linfoides a la
circulacion sistémica y son capaces de autorrenovarse en los érganos linfoides
secundarios.

- Linfocitos T de memoria efectores (TEM): también expresan CD45RO pero no

expresan CCR7, lo que hace que se encuentren en circulacién sistémica y tejidos
periféricos sin acudir a los ganglios linfaticos a renovarse.
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- Linfocitos T de memoria residentes en tejido (TRM): se encuentran en tejidos

periféricos sin recircular por la sangre y constituyen la primera barrera de
defensa frente a nuevas exposiciones. Se caracterizan por presentar altos niveles
de CD69.

Por todo lo relatado anteriormente, se espera que los tumores potencialmente
antigénicos, como el melanoma o el CPNM, capaces de desencadenar una respuesta
inmune del huésped durante su desarrollo y progresidn, sean también capaces de
generar una memoria inmune contra esos antigenos tumorales.

Tal y como se ha descrito previamente con los linfocitos T efectores, las células T de
memoria también son inhibidas por el sistema de regulacién inmune mediado por PD-
1, lo que explica en parte la respuesta inmune ineficaz que se produce en los pacientes
con tumores activos. En este contexto, se han disefiado estudios para explorar la
posibilidad de que la proporcidn de células T de memoria pueda tener una correlacién
con la respuesta a la inmunoterapia.

Al explorar los diferentes tipos de células T, Ribas et al llevaron a cabo un estudio en el
que examinaron biopsias de pacientes con que estaban en tratamiento con
pembrolizumab, encontrando un aumento de células T de memoria (CD8" / CD4™ /
CD45R0*) en pacientes que hacian una buena respuesta al pembrolizumab(80).

En esta linea y tal y como se ha detallado previamente, se identificd una nueva poblacién
de células T CD8* de memoria llamadas células TRM que podrian desempefiar un papel
clave en la inmunovigilancia tumoral y la respuesta a la inmunoterapia(81,82). Estas
células se caracterizan por permanecer en el tejido local en el que se ha desarrollado la
presentacion antigénica, sin recircular por la sangre. Este subconjunto se define por la
expresion de CD103*, CD49a* y CD69* y se ha observado en TIL de cancer de pulmdn, asi
como en otros tumores(83,84).

Entre sus propiedades, las células TRM expresan altos niveles de moléculas citotdxicas
y responden mas rdpidamente a la reexposicion al antigeno tumoral que las células de
memoria circulantes(82).

Al igual que el resto de células del sistema inmune, las células TRM pueden estar
inhibidas en el TME por la induccion de receptores inhibidores de células T, incluidos PD-
1 y TIM-3. Existen, ademas, datos preliminares que muestran la capacidad de estos
linfocitos TRM para expandirse rapidamente durante el tratamiento con anti-PD-1,
pudiendo convertirse en un biomarcador prometedor(85).

Recientemente, Clarke et al estudiaron los TRM en pacientes con CP e identificaron un
subconjunto de Tim-3* IL-7R™ TRM presente exclusivamente en tumores que expresaban
altos niveles de PD-1. Estas células pueden ser uno de los objetivos celulares de la
terapia anti-PD-1 y las diferencias en la magnitud de esta poblacién de TRM podrian ser
una explicacion de la variacidn en la respuesta clinica a los inhibidores de PD-1(86).
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En este sentido, otro estudio demostrd que una alta infiltracién del subconjunto CD103*
CD8* TRM TIL en pacientes con CPNM en estadios precoces se correlacionaba con una
mejor supervivencia(87). Ademads, este estudio mostré una correlacién positiva entre la
infiltracién tumoral por CD103* TIL, independientemente de la ubicacién epitelial y/o
estromal, y la SLP del paciente con CPNM.

Por todo ello, la medicién de esta subpoblacion de células T de memoria en TME podria
ser un biomarcador interesante con resultados prometedores.

1.7.1.4 Células Natural killer (NK)

Las células NK constituyen aproximadamente el 5-15% de los linfocitos circundantes.
Son células del sistema inmune innato, que a diferencia de los linfocitos T no precisan
de una presentacion antigénica y pueden inducir directamente la muerte celular en
ausencia de inmunizacidn previa. Esta actividad citotdxica la realizan mediante diversas
vias, encontrandose entre ellas la degranulacidén con liberacidn de granulos citotdxicos
con moléculas como las granzimas.(19)

En contra de lo que anteriormente se creia, existe una gran diversidad dentro de las
células NK con subpoblaciones muy diferentes con funciones especificas.

En humanos, las céulas NK se identifican clasicamente por la ausencia de CD3 vy la
presencia de CD56. La mayoria de las células NK de sangre periférica expresan niveles
bajos de CD56 y altos de CD16. Estas células se consideran maduras y se denominan
células NK CD569™. Una pequefia proporcion de células NK de sangre periférica
expresan niveles elevados de CD56 sin expresar o con muy bajos niveles de CD16 y se
considera una subpoblacion mas inmadura pero con funciones reguladoras
denominadas células NK CD56&(88)

Las células NK expresan una amplia gama de receptores en superficie con funciones
diversas. Algunos de los mas conocidos son los KIR, NKG2A, KLRG-1 como receptores
inhibidores y los NK2D, NKp46 o CD57 como activadores o efectores.

En cuanto al mecanismo de actuacion de las células NK, se basa en el sistema del HLA.
Todas las células del organismo expresan moléculas HLA de clase | como si fuera un
marcador de “lo propio”, sin embargo, aquellas danadas o infectadas no lo hacen o lo
hacen con unos niveles muy bajos de expresion. Las células NK estdn entrenadas para
reconocer esta falta de lo propio eliminando todas aquellas células que no lo expresen
(89,90).

Entre los multiples mecanismos que utiliza el cancer para escapar del sistema
inmunolégico, la pérdida de expresién del HLA es un mecanismo comun para evitar la
destruccién mediada por células T al hacerse de esta manera invisibles a ellas (91). A
diferencia de las células T, el reconocimiento de las células tumorales por las células NK
no requiere de la presentacién de antigenos por el HLA (88)y ademas, como hemos visto,
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las células NK son mas activas contra las células tumorales con baja expresién de HLA
(92).

Se ha observado que en tumores con baja expresion de HLA de clase | existen altos
niveles de expresion de PD-L1 y sorprendentemente algunos de estos tipos de cancer
responden al bloqueo de PD-1/PD-L1. Estos hallazgos sugieren la existencia de una
respuesta inmune independiente de las células T, inhibida por PD-1 y rescatada por el
bloqueo de PD-1, que recientemente se identific6 como dependiente de las células
NK(93). Su presencia en tumores sdlidos, como el cancer de pulmédn, es un factor de
buen prondstico y que condiciona una mayor SG (94-101).

JoyHsu et al observaron que las células Ty células NK cooperaron durante el tratamiento
con anti-PD-L1 en varios modelos de ratén, incluidos los modelos de CP. Por un lado, las
células NK apoyan a los linfocitos T en la respuesta tumoral frente a tumores con alta
expresion de HLA y autoantigenos, y por otro lado, se convirtieron en las principales
células citotdxicas en aquellos tumores con baja expresion de HLA incluso en tumores
sin expresion de PD-L1(93).

En los pacientes con cancer, al igual que las células T, las células NK podrian expresar
PD-1 regulando de esta manera su actividad antitumoral y contribuyendo a la
inmunoterapia basada en PD-1. Sin embargo, sélo una pequeiia fraccidon de las células
NK expresan altos niveles de PD-1y se corresponden con un subconjunto de células NK
adaptativas completamente maduras que expresan CD57 y NKG2C(88). Ademas, se ha
encontrado que su funcién antitumoral puede restaurarse Unicamente de manera
parcial mediante anticuerpos anti-PD-1/L1 dificultando de esta manera su completa
activacion(102). Otros datos sugieren que, en los pacientes con céncer, las células NK
estan potencialmente moduladas por el bloqueo de PD-1(88,93,103).

Recientemente se acaba de publicar un estudio que pone en valor el papel de las células
NK en la actividad inmune antitumoral en pacientes con mieloma multiple. En animales
modelo con mieloma multiple se modificaron las células NK para que fueran capaces de
reconocer los ligandos especificos del receptor de activacidén NKG2D. Este receptor esta
presente en la practica totalidad de las células NK, linfocitos T CD8* activados, células
NKT y algunos subconjuntos de células T CD4* y tiene la capacidad de reconocer y
destruir las células infectadas y las células cancerosas. Esta actividad citotodxica la realiza
al unirse a los ligandos de NKG2D (principalmente de las familias ULBP y MIC) los cuales
son expresados por una gran proporciéon de células infectadas por virus o células
tumorales. Este estudio mostré una fuerte actividad citotéxica anulando
completamente el crecimiento del mieloma multiple en modelos de raton(104).

A pesar de que la infiltracién de células NK es un biomarcador de buen prondstico en
diferentes canceres, incluidos el CPM y el CPNM, su valor para predecir la eficacia de la
inmunoterapia aln no estd claro. Sin embargo, existen nuevos estudios que sugieren
una correlacién entre las células NK circulantes en sangre periférica y la eficacia antiPD-
1/-L1(105)
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1.7.1.5 Células NKT (células Natural killer T)

Estas células suponen un heterogéneo grupo de células T que comparten caracteristicas
de las células NK y los linfocitos T. Por un lado, a través del receptor TCR reconocen
moléculas de origen lipidico presentadas por CD1d y por otro son capaces de reconocer
ligandos de estrés a través de receptores de activacion como NKG2D.Dentro de su gran
heterogeneidad se distinguen dos tipos fundamentales:

- Células NKT tipo 1 o clasicas: son las mejor caracterizadas y presentan un uUnico
e invariante TCR.

- Células NKT tipo 2 o no clasicas: son mas abundantes en el ser humano y parecen
tener un repertorio oligoclonal de TCR.

Desde el punto de vista funcional, las células NKT producen citocinas y también
presentan actividad citotdxica. Las células NKT tipo 1 que expresan el marcador CD4
producen citocinas del perfil Thl (IL.2, IFN-y y TNF-a) y del perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-13),
mientras que las células NKT CD4 negativas secretan sobre todo citocinas del perfil Th1.
Las células que expresan el marcador CD8 (y también las células NKT CD4 negativas)
presentan actividad citolitica (53,106).

Las células NKT tienen capacidad para producir citotoxicidad directa a través de
moléculas que inducen la muerte celular, como perforina o FasL, y también actividad
antitumoral indirecta a través de la activacién posterior de muchas otras células
inmunes como las células NK, linfocitos T CD8*, CD etc. Las células NKT completamente
activadas también producen una gran cantidad de IFN-y, que activa y recluta otras
células con actividad antitumoral. Por todo ello, las células NKT son una de las células
inductoras criticas que activan y reclutan varias células efectoras antitumorales en el
TME y promueven una inmunidad antitumoral mejorada en pacientes con cancer(107).

En los ultimos estudios realizados, se ha observado que tanto las células NKT de tipo |
como las de tipo Il juegan un papel critico en la inmunidad tumoral. Mientras que las
células NKT de tipo | promueven con mayor frecuencia la inmunidad tumoral, las células
NKT de tipo Il la suprimen. Sin embargo, las células NKT de tipo | también pueden inducir
Treg supresores y ambas poblaciones interaccionan con otras células efectoras y
reguladoras inmunes, formando una red compleja de regulacién inmunitaria. A su vez,
las células NKT de tipo | y Il pueden regularse de forma cruzada entre si, formando un
eje inmunorregulador. Al regular las células NKT de tipo Il, las células NKT de tipo |
también determinan el equilibrio entre estas ultimas y las Treg para determinar cual
dominara en el control de la inmunidad dentro de un tumor particular, regulando los
reguladores. Esto tiene implicaciones clinicas porque cuando las células NKT de tipo |
estdn ausentes, tal y como ocurre a menudo en los pacientes con céncer, tanto las
células Treg como las células NKT de tipo Il pueden suprimirse en el mismo tumor(108).

Se ha observado en diferentes estudios, que un nivel bajo de células NKT se relaciona
con un peor prondstico y una mayor carga tumoral, aunque no existe por el momento,
evidencia de cémo afecta esta concentracién de células NKT, a la respuesta a los
tratamientos con inmunoterapia. (107,109-113).
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- 1.7.2 Grupos inmunes pronosticos

El creciente conocimiento existente acerca de la relacidn entre el sistema inmunoldgico
y el crecimiento tumoral ha creado la necesidad de clasificar a los tumores no solo por
su tamano y su afectacion metastasica, sino también por el fenotipo, funcién y ubicacion
de las células inmunes.

Recientemente se ha establecido un modelo predictor de respuesta inmune que
distribuye a los tumores en cuatro grupos segun la expresion de PD-L1 (positiva o
negativa) y el estado de TIL (positiva o negativa) en el TME. Segun esta clasificacion, un
tumor con ambos biomarcadores positivos va a lograr una respuesta adecuada a la
inmunoterapia. Sin embargo, si el TME es PD-L1* pero presenta una baja infiltracion por
TIL, es mas probable que sea refractaria a la monoterapia con PD-1/PD-L1(114).

Este modelo se ha utilizado en diferentes estudios para dividir a los tumores en funcion
de las interacciones entre la inmunidad del huésped y el tumor y se han propuesto
cuatro fenotipos: caliente, excluido, inmunosuprimido y frio. Los tumores calientes
muestran un alto grado de infiltracién de células T y una alta expresidén de puntos de
control inmunitarios (PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3). Por el contrario, los tumores frios se
caracterizan por una ausencia de células T dentro del tumory, por tanto, baja respuesta
a la inmunoterapia (baja carga de mutaciones tumorales, mala presentacion de
antigenos e insensibilidad intrinseca a la muerte mediada por células T). El fenotipo
excluido refleja la capacidad del tumor para permanecer oculto al sistema inmunolégico
con una ausencia de infiltracién de células T dentro del lecho tumoral y una acumulacién
en el tejido circundante del tumor, frecuentemente bloqueado por barreras fisicas como
la matriz extracelular o los fibroblastos. Finalmente, el fenotipo inmunosupresor
muestra un bajo grado de infiltracién tumoral debido a un ambiente inmunosupresor en
el tumor con presencia de células inmunosupresoras y mediadores inhibidores
solubles(115).

En pacientes con melanoma metastasico, la presencia de fenotipos inmunosuprimidos,
excluidos y frios se correlaciona con peores respuestas a los tratamientos antiCTLA-4 y
antiPD-L1 en comparacién con los tumores calientes(116,117). Recientemente, Lizotte
et al identificaron estos fenotipos también en CPNM (118).

Se espera que un estudio mas detallado sobre los factores que modulan la inmunidad
tumoral en TME mejore estos modelos, creando huellas dactilares inmunes de TME
individualizadas para guiar la eleccién de los tratamientos de una manera personalizada
y mejorar, de esta manera, la eficacia de la inmunoterapia mediante el desarrollo de
nuevos farmacos o combinaciones de los ya existentes.

En la tabla 1 se recogen todos los estudios previamente comentados que se han
realizado para confirmar la utilidad de estos biomarcadores del TME en pacientes
oncoldégicos tratados con inmunoterapia. En la tabla 2 se recogen los estudios realizados
en sangre periférica.
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CPNM

CPNM

CPNM

CPNM

CPNM
CPNM

Melanoma

CPNM

Tratamiento de
inmunoterapia

anti PD-L1

anti PD-1

durvalumab

atezolizumab

pembrolizumabni
volumab

anti PD-L1

pembrolizumab

Inmunoterapia

Tipo de
estudio

Retrospectivo

Prospectivo

Ensayo clinico
Ensayo clinico

Prospectivo
Retrospectivo

Ensayo clinico

Prospectivo

Resultados que se asocian con un mejor prondstico

Células T PD-1* CD8*en TME se asocia con respuesta al tratamiento y
mayor SG
e Lacoexpresion de PD-1, LAG-3 y TIM-3 se asociaba con una
activacién prominente de células T con funcién efectora
(GzmB*).
e LAG-3 elevado que se asociaba significativamente con una SLP
mas corta

Células T PD-1*2"°CD8*pre-tratamiento en TME se asocia con mayor TR,
SGy SLP
Células T PD-1*2°CD8* pre-tratamiento en TME se asocia con mayor TR
y SG
Células TregPD-L1*2"°CD8*y PD-1*2"°CD4*en TME se asocia con un mejor
prondstico
CD8*/CD4*>2 en TME se asocia con una mayor respuesta
Altos niveles de células T de memoria CD8*/CD4/CD45R0 en TME en
pacientes respondedores
e Altos niveles de células Trm CD103* CD8*en TME en estadios
precoces de CPNM se asocian con mejor SG.
e Correlacion positiva entre una alta infiltracion por
TILsCD103*en pacientes con CPNM vy la SLP

Tabla 1: Estudios sobre biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia en TME
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Tratamiento de Tipo de
inmunoterapia estudio

Resultados que se asocian con un mejor prondstico Ref

Altos niveles de linfocitos T CD8* en sangre periférica al inicio
CPNM Inmunoterapia Retrospectivo del tratamiento se correlacionan con respuestas mas (119)
duraderas
e Mayores niveles de células T CD3*, CD4*y CD8*PD1 ow/-se
correlacionan con mayor SG
o Niveles bajos de T CD8* PD1* basal se relacionan con mejor

CPNM nivolumab Prospectivo - (120)
prondstico
o Niveles basales bajos decéulas NK se correlacionan con mayor
SG
pembrolizumab Una proliferacion temprana de células T PD-1* CD8* en sangre periférica
CPNM nivolumab Prospectivo durante el tratamiento con inmunoterapia se asocia con una mayor (1212)
atezolizumab respuesta

e Una proliferacién temprana de células T PD-1* CD8* en sangre
periférica durante el tratamiento con inmunoterapia se asocia
con una mayor respuesta
e Concentracion de células NK CD56* 2 veces mayor en sangre
CPNM nivolumab Prospectivo periférica en el grupo de respondedores (122)
e Mayor concentracion de Treg en sangre periférica en el grupo
de respondedores
® Ratio células NK CD 56* + células T PD-1* CD8* / MDSCs+
TregFOXP3* en sangre periférica aumentado en respondedores
. e Una proliferacion temprana de células T PD-1* CD8* en sangre
nivolumab o s . . . .
CPNM . Cohorte periférica durante el tratamiento con inmunoterapia se asocia = (123)
pembrolizumab
con una mayor respuesta
e Aumento en la concentracion de linfocitos T CD8* activados
CPNM atezolizumab Prospectivo por neoantigeno durante el tratamiento, en pacientes que (124)
experimentaban respuesta al mismo.
La disminucidn de T CD4* FOXP3- PD-1"&" dentro del tumor y
CPNM inmunoterapia Cohorte en sangre periférica durante el inicio del tratamiento se asocié = (125)
significativamente con una mejora de la SG
e Un alto porcentaje de células TCD4* efectoras y de memoria
(CD62'%) antes del inicio del tratamiento se relaciona con una
mejor respuesta.
CPNM anti-PD-L1 Cohorte e Un alto porcentaje de linfocitos Treg (CD25* FOXP3* CD4*) antes del | (126)
inicio del tratamiento se relaciona con no respuesta al tratamiento.

e LaformulaT CD62"°"CD4*/células T CD25*FOXP3* predice respuesta

e  Mayor concentracion de células NK, linfocitos T CD4* y ratio
CD4*/CD8* se relacionan con una mayor respuesta a la
inmunoterapia.
e Menor concentracion de Treg se relacionan con una mayor

CPNM Inmunoterapia Prospectivo i ) (127)

respuesta a la inmunoterapia.

e Mayor concentraciéon de célulasNK y ratio CD4*/CD8* se relaciona
con un aumento de la SLP
e Aumento de linfocitos T CD4* PD-1* y célulasNK a nivel basal se

relaciona con mayor respuesta

CPNM nivolumab Ensayo clinico e Aumento de la expresion de NKG2D y CD56 en células T en (128)
respondedores

CPNM Inmunoterapia Cohorte Un alto ndmero de células T CD4 de memoria central con baja | (129)
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Melanoma

CPNM

CPNM
CPNM
CPNM

CPNM

CPNM

Melanoma

Melanoma

Anti-PD-1
nivolumab

Inmunoterapia
Inmunoterapia

Inmunoterapia

Inmunoterapia

anti PD-L1

ipilimumab

anti PD-L1
anti CTLA-4

Cohorte
Retrospectivo

Prospectivo
Prospectivo

Prospectivo

Caso-control

Retrospectivo

Prospectivo

Retrospectivo

coexpresion de PD-1 o LAG-3 al inicio del tratamiento se
relaciona con mayor respuesta

La expansién de células T de memoria citotdxicas (CCR7- CD27-

CD8*) se correlaciona con respuesta al tratamiento
Mayor SLP en pacientes con ratio en sangre periférica decélulas T
CM/efectoraselevado
La actividad general o el nimero de células NK en el grupo que
responde a la inmunoterapia es mayor queen los que no responden.
El porcentaje de célulasNK basal era mayor en los respondedores
Altos niveles de célulasNK basales se relacionan con una mejor
respuesta y mayor SLP
Ratio basal CD8*/CD4*elevado en sangre periférica se asocia
con un mejor prondstico

® NLR basal < 4 en sangre periférica se asociacon mejores tasas
de respuesta, duracion de respuesta, SLP y SG.
® NLR <4 en sangre periférica en la semana 8 de tratamiento se
asocia con una respuesta objetiva al tratamiento
Valores de ALC 1,35 veces mas altos con respecto al valor inicial en las
primeras 2 semanas de tratamiento se relacionan con mayor SG
e Menor nimero de células T CD45RA*tanto en linfocitos T
CD4*como CD8*en sangre periférica en respondedores a anti-
CTLAZ
e Mayores células T de memoria en sangre periférica en
respondedores a anti CTLA-4 en comparacion con los no
respondedores.
e Mayor numero de célulasNK CD69* en sangre periférica en
respondedores a anti PD-L1 en comparacién con no
respondedores

Tabla 2: Estudios sobre biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia en sangre periférica

Tabla 1y 2: CPNM: cancer de pulmdn no microcitico, CTLA-4: Antigeno citotoxico-4 de linfocitos T, PD-1: muerte celular programada-1, TME:

(130)
(131)

(132)
(105)
(133)

(134)

(135)

(136)

(137)

microambiente tumoralTreg: células T reguladoras, FOXP3+: Forkhead box P3, NK: Natural killers, MDSCS: células mieloides con actividad supresora
ALC: linfocitos absolutos totales, TILs: linfocitos infiltrantes tumorales, Trm: células T residentes de memoria, NLR: ratio neutrdfilos linfocitos. SG:
Supervivencia global SLP: supervivencia libre de progresién, CM: memoria central
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2. ANTECEDENTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la mayoria de los tumores, pero mds concretamente en el CP, es dificil obtener
mediante biopsia, tejido suficiente que permita estudiar toda la heterogeneidad del
tumor, asi como su fenotipo y las caracteristicas de su TME. Las biopsias tumorales son
procedimientos invasivos, dificiles de conseguir y en la mayoria de las ocasiones aportan
poco material para estudiar las células inmunitarias. Por todo ello, existe una necesidad
creciente en encontrar muestras bioldgicas menos invasivas y faciles de conseguir, como
por ejemplo la sanguinea, para el estudio de los biomarcadores de respuesta a la
inmunoterapia.

Aunque es posible que las células inmunitarias presentes en la sangre no reflejen de una
manera exacta los componentes del TME, su presencia en sangre periférica podria ser
un reflejo indirecto de las poblaciones celulares del microambiente tumoral o de la
respuesta continua movilizada por el huésped debido a la presencia del tumor, en
mucha ocasiones diseminado a diferentes 6rganos. De hecho, algunos estudios han
encontrado una buena correlacion de diferentes biomarcadores celulares, como células
T, CD o células NK, entre muestras de sangre y tejido tumoral. (138,139)

Por todo ello se han realizado varios estudios en pacientes con cancer en tratamiento
con inmunoterapia para intentar encontrar si existe algin elemento en la sangre que
puede servir como biomarcador de respuesta al tratamiento.(140)

Desafortunadamente, el nimero de estudios relacionado con biomarcadores de
respuesta a la inmunoterapia es todavia limitado, y no se han obtenido resultados
concluyentes avalados con estudios de varios grupos independientes . Ademads, algunos
datos previos sugieren, que probablemente debamos intentar buscar biomarcadores
especificos para los diferentes agentes inmunoterdpicos utilizados. Es decir,
posiblemente no todos los biomarcadores serdn utiles para todos los tipos de tumores
ni para todos los tipos de tratamientos de inmunoterapia, por lo que se requerira un
enfoque mas personalizado y preciso. Por ejemplo, Pryyanka y colaboradores(137)
encontraron que anti-CTLA-4 y anti-PD-L1 tienen biomarcadores predictivos distintos en
los linfocitos circulantes. Por un lado, los pacientes con menor numero de linfocitos T
CD45RA* tanto en linfocitos T CD4* (p: 0,038) como en linfocitos T CD8* (p: 0,019)
presentaron peor respuesta a anti-CTLA-4. Ademas, las células T de memoria fueron mas
altas en los que respondieron en comparacién con los que no respondieron. Por el
contrario, estas correlaciones no se encontraron en pacientes tratados con antiPD-L1.
En este caso, los pacientes que respondieron tenian un ndmero significativamente
mayor de células NK CD69* CD569™ que los que no respondieron, sin observar
diferencias en los pacientes anti-CTLA-4.

Por tanto, se requieren de nuevos trabajos para confirmar y expandir el potencial de los

subconjuntos de las células inmunes circulantes como biomarcadores predictivos de la
respuesta a la inmunoterapia.
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Por todos estos motivos, se ha planteado este estudio con el objetivo de analizar de
forma prospectiva una cohorte de pacientes con cancer de pulmén que reciben
tratamiento con inmunoterapia e intentar determinar biomarcadores celulares en
sangre periférica predictivos de respuesta.

Hipotesis
Basdndonos en los antecedentes presentados, planteamos la hipdtesis de que la
presencia de diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD8*, T CD4* y/o de células NK

expresando diferentes marcadores de activacidén y/o agotamiento en sangre periférica
podrian predecir la eficacia de las terapias con inhibidores del control inmune en CPNM

Objetivos:

- Objetivo primario:

o Analizar de forma prospectiva en una cohorte de pacientes con CPNM si la
presencia de diferentes subpoblaciones de linfocitos T y células NK predice
una mayor supervivencia global en pacientes en tratamiento con
inmunoterapia.

- En concreto analizaremos si las siguientes subpoblaciones se relacionan con la
supervivencia global, lo que representa los objetivos secundarios de este trabajo

e}

subpoblaciones de células NK activadas y/o agotadas.

o subpoblaciones células NKT.

o subpoblaciones de linfocitos T CD8* activados y/o agotados.

o linfocitos Treg, incluyendo la proporciéon TCD8*/Treg.

o linfocitos T de memoria.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Poblacion y tipo de estudio

Se define un tamafio muestral con 50 pacientes mas un 10% (5 pacientes) por las
posibles pérdidas con un total de 55 pacientes que serd incluidos de forma prospectiva.
El cdlculo muestral considerado obedece a criterios exploratorios de busqueda de
sefales iniciales de evidencia cientifica ante la escasez de informacién disponible, asi
como a ajustes de presupuesto.

La procedencia de los pacientes sera la consulta de cancer de pulmon del servicio de
Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza (sector 3).

El sector sanitario Zaragoza 3, de la Comunidad Auténoma de Aragén, incluye

los centros de atencién sanitaria de: Alagdn, Bombarda, Borja, Carifiena, Casetas,
Delicias Norte, Delicias Sur, Ejea de los Caballeros, Epila, Gallur, Herrera de los
Navarros, La Almunia de Dofia Godina, Maria de Huerva, Miralbueno, Oliver, Sadaba,
Sos del Rey Catdlico, Tarazona, Tauste, Universitas, Utebo y Valdefierro.

La seleccion de los pacientes incluidos se realizé tras solicitar la aprobacién del Comité
de Etica de Investigaciéon de la Comunidad auténoma de Aragén (CEICA; CP-C.I.
P119/052) y se realiz6 de manera prospectiva seleccionando a todos los pacientes que
iniciaban un tratamiento con inmunoterapia desde abril 2019 a octubre de 2020.

Se realizé un estudio de tipo observacional, descriptivo, prospectivo, sobre una cohorte
de 55 pacientes controlados por el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

Este trabajo forma parte de un proyecto mayor en el que se han estudiado otros
biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia como seria la microbiota, el TMB y la
toma de antibidticos o corticoides.

3.2 Criterios de inclusion

- CPNM no resecado (localmente avanzado y metastdsico: estadios Il y IV)

- Diagnéstico de tumor de novo o tras resistencia o recidiva a un tratamiento
diferente a una inmunoterapia.

- Candidatos a tratamiento con inmunoterapia.
- No tratados previamente con ninguna inmunoterapia.
- Firma de consentimiento informado para participar en este proyecto.
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3.3 Criterios de exclusion

- Contraindicacidon para el tratamiento con inmunoterapia.

3.4 Variables

- Edad: Fecha nacimiento

- Sexo: varén o mujer

- Raza: caucdsica, asiatica, negra u otros

- Tabaco: No fumador y fumador/exfumador.

- Escala de estado funcional disefiada por el Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG): 061

- Histologia: No células pequefias escamoso o No células pequefias no escamoso.

- Fecha de diagndstico del cancer de pulmén

- Estadio tumoral: lll o IV

- Indicacidon de tratamiento: localmente avanzado, paliativo primera linea o
paliativo lineas sucesivas.

- Tipos de inmunoterapia

- Anti-PD-1:

o Nivolumab.
o Pembrolizumab.

- Anti-PD-L1:
o Atezolizumab.

o Durvalumab.
o Avelumab.
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- Anti-CTLA-4:
o Ipilimumab.
- Combinaciones:

o Nivolumab + Ipilimumab
o Durvalumab + Tremelimumab

- Fecha de inicio del tratamiento con inmunoterapia
- Fecha de fin del tratamiento con inmunoterapia

- Fecha de respuesta a la inmunoterapia

- Fecha de progresién a la inmunoterapia

- Fecha de fallecimiento

- Mejor respuesta a lainmunoterapia: Respuesta completa (RC), respuesta parcial
(RP), enfermedad estable (EE), progresién (PR) o no evaluable.

3.5 Tipo de muestras:
Se extrajo una muestra de sangre periférica al inicio del tratamiento. Las muestras se

recogieron en régimen de Biobanco y se incorporaron en el Biobanco del Sistema de
Salud de Aragodn.

3.5.1 Procesamiento de las muestras

Se recogi6é la sangre periférica en tubos de heparina sddica y posteriormente fue
centrifugada durante al menos 10 minutos a temperatura ambiente a 2600 revoluciones
por minuto (rpm). De esta manera, se consigue separar la fraccién celular del plasma,
gue se extrajo con pellet celular y se almacend a -802C para su uso posterior.

El pellet celular se diluyé en un medio celular para cultivo de células humanas (RPMI
medio 1640) mediante una proporcion 1:1 y se afadié cuidadosamente al medio
Histopaque. — 1077(Sigma). Tras centrifugacién a 2500 rpm durante 10 minutos, se
aislaron las células linfocitarias y otras células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Seleccionandose esta capa de células, se procedio a su lavado con RPMI1640y
se dividieron en alicuotas para su posterior tincién y analisis mediante citometria de
flujo.
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3.5.2 Tincion, paneles de anticuerpos y citometria de flujo

Para realizar la tincion de la superficie celular, PMBCs fueron suspendidas en 50 uL de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con 5% de suero fetal bovino (FCS). Se
tineron con los diferentes paneles de anticuerpos durante 20 minutos a 42C en
oscuridad y se lavaron en un segundo tiempo con PBS + 5% FCS. Finalmente se mezcld
durante 30 minutos a 42C en oscuridad usando paraformaldehido al 2%.

Aquellas células que requerian tincion intracelular fueron permeabilizadas durante 30
minutos a 42C en oscuridad usando un kit tampoén de factor de transcripcion FoxP3
(Miltenyi). Posteriormente, se lavaron las células en dos ocasiones con tampdn de
permeabilizacidn y fueron suspendidas en 50 uL de dicho tampon con tincidn y fijacidn
posterior con anticuerpos intracelulares durante 30 minutos a 42C en oscuridad. Todas
las muestras fueron procesadas con Gallios (Beckman Coulter) Flow Cytometer.

La lista de anticuerpos utilizados para el fenotipado de células inmunes se detalla en la
tabla 3.

Fluoroforo Casa Referencia
CD16 FITC Miltenyi 130-113-392
GzmB PE Miltenyi 130-116-486
CD56 PerCP Vio700  Miltenyi 130-114-551
NKG2A PE-Vio770 Miltenyi 130-113-567
NKp46 APC Miltenyi 130-092-609
CD57 APC-Vio 770 Miltenyi 130-11-813
NKG2D Bv421 BD 743558
CD3 VioGreen Miltenyi 130-113-134
TIM3 PE-Vio770 Biolegend 345014
LAG3 APC Miltenyi 130-105-453
PD-1 Flﬁ(';’;% ,  Biolegend 329952
CD8 FITC Miltenyi 170-078-007
FoxP3 FITC Biolegend 320106
CD25 APC Miltenyi 130-113-280
Cb4 VioBlue Miltenyi 130-113-258
CD27 PE Miltenyi 130-113-630
CD45RO PE-Vio770 Miltenyi 130-113-551
CCR7 APC Miltenyi 130-108-286

Tabla 3: Anticuerpos utilizados para el fenotipado de las células
inmunes
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3.6 Tipos de determinaciones:

- Poblaciones de linfocitos T CD8* (PD-1, TIM3, LAG3, GzmB*) en muestra de
sangre periférica mediante citometria de flujo.

- Cociente de linfocitos T CD8* PD-1*GzmB*/ linfocitos Treg CD4* GzmB*en muestra
de sangre periférica mediante citometria de flujo.

- Poblaciones de células NK (CD56, CD3, CD16, KIR, KLRG1, CD94/ CD56,CD3, PD1,
LAG3, TIM3, CD57, CD69 / CD56, CD3, CD16, NKp44, NKp46, NKG2D, NKG2A,
GzmB*, CD57) en muestra de sangre periférica mediante citometria de flujo.

- Linfocitos T de memoria (CD8, CD4, CD45R0O, CCR7, CD27, CD57) en muestra de
sangre periférica mediante citometria de flujo.

- PD-L1 en muestra de biopsia pulmonar. El diagndstico histopatoldgico y el
analisis de la expresion de PD-L1 fueron realizados por un patélogo experto en
patologia pulmonar. Se considerd que las muestras eran adecuadas para tincién
de PD-L1 si presentaban mas de 100 células neopldsicas evaluables. Las muestras
gue estaban fijadas en formaldehido al 4%, tamponadas e incluidas en parafina,
se cortaron en fracciones de tejido de 4 u© m de espesor y fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina e incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1
(EIL3N®) XP® RabbitmAb en sistema automatizado Benchmark ULTRA de
Ventana. La evaluacién de la expresion de PD-L1 se realizd en base a un recuento
manual del porcentaje de células neoplasicas con tincion de membrana, fuese
parcial o completa, independiente de su intensidad. Se considera PD-L1 negativo
si se expresa en un porcentaje menor al 1%. Dentro de los PD-L1 positivos se ha
dividido en una expresién mayor del 50% o entre el 1y el 50%.

- LDH en muestra de sangre periférica. Se ha tomado el valor 214 U/L como limite
superior de la normalidad.
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3.7 Analisis estadistico

Las variables continuas se han expresado como mediana y la desviacidn tipica como
medida de dispersion. Las variables cualitativas se han expresado como porcentaje.
Sehan utilizado el test de la U de Mann Whitney o el test de T de Student en funcidn de
si la distribucién de la variable era normal o no para realizar el contraste de hipdtesis.

Para realizar el estudio de correlacidon se ha utilizado la p de Spearman para muestras
de distribucion no normal.

El andlisis de supervivencia se ha llevado a cabo mediante curvas de Kaplan-Meier,
utilizando el test de Log-rank para determinar la significacidn estadistica en los andlisis
comparativos.

El impacto de las diferentes covariables en la supervivencia se ha evaluado mediante un
modelo de regresién de Cox.

3.8 Consideraciones éticas

Los pacientes que aceptaron participar en el estudio Unicamente fueron sometidos a
una extraccién sanguinea adicional, fuera de la practica clinica habitual.

Todos los procedimientos de este estudio cumplian las recomendaciones para estudios
de investigacion hecha en seres humanos y siguiendo las Normas de Buena Practica
Clinica y la Declaracion de Helsinki, revisada en Tokio, Venecia, Hong-Kong, Sudafrica,
Edimburgo y Fortaleza (Brasil) 2.013.

Los pacientes incluidos firmaron un consentimiento informado y la informacion
obtenida fue tratada de forma andnima, mediante la utilizacidon de un cddigo de control
y dos bases independientes con datos disociados. El acceso a ambas bases era exclusivo
por el personal investigador, asi como por un representante de la Autoridad Sanitaria
y/o del Comité de ética correspondiente, si asi lo requirieran.

El tratamiento estadistico de los datos se realizé con la base en la que aparece
exclusivamente un cédigo de control creado para el estudio, sin datos demograficos ni
personales que permitan la identificacidon de cada paciente. El tratamiento de los datos
se hizo de forma andnima, con las medidas de seguridad establecidas en cumplimiento
del Reglamento General de Proteccion de Datos (RGPD 2016/679), y se comunico a los
pacientes que pueden ejercer el derecho de acceso, rectificacion y cancelacion de sus
datos.

El CEICA evalud y emitié un dictamen favorable a la realizacién del proyecto

en su reunién del dia 27/02/2019, Acta N2 04/2019 (C.I. PI119/052). El proyecto se
plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica y su realizacioén es pertinente. Tanto la donacién como la cesién de muestras
se realiza conforme al RD1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los
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requisitos basicos de autorizacién y funcionamiento de los biobancos con fines de
investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humano,
y se regula el funcionamiento y organizacién del Registro Nacional de Biobancos para
investigacidon biomédica.

3.9 Conflicto de interés

Este estudio se ha llevado a cabo gracias a un contrato de I+D financiado por BMS y
Roche.

Lo financiadores del estudio no han contribuido de ninguna manera en el disefio del
estudio ni en ninguna de las partes de su desarrollo.
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4. RESULTADOS

4.1 Analisis descriptivo

4.1.1 Caracteristicas de los pacientes y de la enfermedad tumoral.

Dentro de los 55 pacientes incluidos en el estudio un 70.9% eran varones y 98.2% de
raza caucasica con una mediana de edad de 65 afios (DT 8.79) (Figura 3).
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Figura 3: Distribucion de la edad de los
pacientes al inicio del tratamiento

Un 96.4% de los pacientes eran fumadores o lo habian sido con anterioridad siendo
Unicamente un 3.6% no fumadores. En cuanto al ECOG un 65.5% tenian un ECOG Oy un
34.5% un ECOG 1, no existiendo ningun paciente con un ECOG 2 o superior.

Teniendo en cuenta las caracteristicas tumorales, todos los pacientes incluidos en el
estudio presentaban un cdncer de pulmdn de células no pequefias siendo un 40% de
estirpe escamosa y un 60% de tipo no escamoso. Un 70.9% eran estadios IV y un 29.1%
estadios Ill. En cuanto a la indicacién de tratamiento, la mayoria de los pacientes se
encontraban en un escenario paliativo (figura 4). Atendiendo al tipo de inmunoterapia
recibida, el mds utilizado fue pembrolizumab, seguido de atezolizumab, durvalumab y
nivolumab (figura 5).
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Indicacion de tratamiento TipodelCl

Localmente Anti PD-1
avanzado Anti PD-L1 Nivolumab
25,5% Durvalumab 3,6%

25,5%

Paliativo lineas
sucesivas
41,8% . )
. AntiPD-1
Pembrolizumab
38,2%

Paliativo primera

Figura 4: Distribucidon de indicacion de Figura 5: Distribucidn del tipo de ICI
tratamiento con ICI utilizada

Atendiendo a la respuesta producida por el tratamiento, un 63.6% de los pacientes
obtuvieron respuesta con una mediana de tiempo de 2 meses (DT 2.59) y una duracién
de la respuesta de 7.5 meses (DT 6.61) (figura 6).
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Figura 6: Distribucion del tiempo hasta la respuesta y de la duracion de la respuesta

La mejor respuesta experimentada tras el tratamiento se distribuia de la siguiente
manera: 18.% de respuestas completas, 23.6% de respuestas parciales, 21.8% de
enfermedad estable, 27.3% de progresiones y un 9.1% de no evaluables al tratarse de
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pacientes que fallecieron antes de poder realizarse la primera revaloracion por imagen
(figura 7).

Mejor respuesta ICI

No Evaluable
9,1%

RC
18,2%

PR
27,3%

RP
23,6%

EE
21,8%

Figura 7: Distribucion de la mejor respuesta a ICl en los pacientes

A lo largo del seguimiento, un 56.4% de los pacientes experimentaron una progresion
de la enfermedad con una mediana de tiempo hasta la progresion de 4 meses (DT 6.67)
(figura 8)
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Figura 8: Distribucion del tiempo hasta la progresion
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Finalmente, un 58.2% de los pacientes fallecieron con una mediana de tiempo de 6
meses (DT 7.66) (figura 9).

Frecuencia

w

(%)

o

Histograma

I [

[ |
23456 T g8 101112131415161?18192021 22232425262?28

Tiempo hasta Muerte (m)

Figura 9: Distribucion del tiempo hasta muerte
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4.1.2 Determinaciones en poblaciones de linfocitos

Las poblaciones de linfocitos analizadas, asi como la mediana y la medida de dispersién
(expresada en %), se detallan en la tabla 4. Con el fin de diferenciar los linfocitos T
activados de los agotados o exhaustos se analizo la expresion de los diferentes puntos
de control tanto en células que expresaban la GzmB*(células activadas) como en
aquellas que no la expresaban (células agotadas). De este modo diferenciamos las
células activadas (gzmB+ TIM3+/PD1+/LAG3+) de aquellas agotadas (gzmB-
TIM3+/PD1+/LAG3+).

Poblacion linfocitaria Mediana (%) Desviacion tipica (%)

285 2538
05 18
41 72
03 184
317 25.5
13 107
11 46
2.1 88
c8.3 25.4
2.2 5.3
63 06
47 6.7
33 05
296 2.4
49 89
65 8
826 2.4
17.4 2.4

Coeficiente TCD8* / TCD4* reguladores 1 2.3

Tabla 4: Determinacion de la frecuencia (%) de las poblaciones linfocitarias analizadas. Se
indica la mediana y la desviacidn tipica como medida de dispersion
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Frecuencia
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Tal y como podemos observar en la tabla 4, la distribucién entre linfocitos TCD8* y
TCD4*eran de un 28.5% y un 29.6% respectivamente. Analizando los linfocitos TCD8*,
mas de un 30% expresaban GzmB*, lo que indicaba un nivel de activacién elevado. Sin
embargo, cuando estas células activadas se analizaron en funcidn de la expresion de los
puntos de control inhibitorio, dicho porcentaje se redujo hasta menos del 2% tanto para
TIM3* como PD1* o LAG3*. Con respecto a las células TCD8* inactivas o exhaustas
podemos observar que correspondian el 68.3% de los linfocitos TCD8*, existiendo en
esta poblacién una mayor expresion de los puntos de control inhibitorio como LAG3*
(6.5%) 0 PD1* (4.7%).

Los linfocitos T memoria correspondian un bajo porcentaje siendo un 3.5% TCD8* y un
4.9% TCD4".

En cuanto a los linfocitos TCD4* reguladores puede observarse como en su gran mayoria
(82.6%) se correspondian con linfocitos inactivos o exhaustos (GzmB-).

A continuacion, pueden observarse los histogramas de distribucidon de cada una de las
poblaciones detalladas previamente (figura 10).
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4.1.3 Determinaciones en poblaciones de células NK

Dentro de las células NK, se ha diferenciado entre la poblacién de células NK con
capacidades citotdxicas, llamadas CD569™ (CD16*) y las células NK con una actividad
citotdxica mas baja, pero que muestran capacidades reguladoras, llamadasCD56Preht
(CD167). Ademas, se han analizado marcadores de activacion (GzmB), de células
altamente diferenciadas (CD57*), asi como expresion de receptores de activacion
(NKp46*, NKG2D*) y de inhibicion (NKG2A*, PD-1*, TIM3*, LAG3").

También se ha estudiado la poblacién de células NKT (CD56*CD3*), que pese a ser un
tipo de células T, su andlisis se ha incluido en este apartado al presentar también
caracteristicas de células NK, mas relacionadas con el sistema inmune innato.

Las distintas poblaciones de células NK analizadas, asi como la mediana y la medida de
dispersién (expresada en %), se detallan la tabla 5.

Poblacién de células NK Mediana (%) Desviacion tipica (%)

157 11.4
7.5 9.2
93.3 17.5
38.9 24.3
16.6 25
5.9 153
94.8 18.6
323 20.7
21.3 19.1
53 17.8
4.1 17.4
1 8.1
0.1 8.6
02 5.4
59.8 17.9
74.2 23.4
69 33
45.9 21.9
6.8 17.5
38.2 39.7
95 153
5.0 13.8
40.7 22.5

Tabla 5: Determinacidn de la frecuencia (%) de las poblaciones de células NK analizadas. Se
indica con la mediana y la desviacion tipica como medida de dispersion
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Tal y como se puede apreciar en los datos que aparecen en la tabla 5, el tanto por
ciento de células NK CD569™ activadas (gzmB*) que expresaban diferentes puntos de
control (LAG3, TIM3, PD1) fue muy superior a las correspondientes poblaciones
exhaustas (gzmB’) lo que sugiere una movilizacidon en la activacién de las células NK.
Curiosamente, el tanto por ciento de células NK activas que expresaban PD-1 era muy
inferior a las que expresaban TIM3 o LAG3.

En cuanto a la expresion de receptores activadores e inhibidores, hubo una mayor
expresion de los primeros (59.8% CD57* 74.2% NKp46*, 69% NKG2D*) con respecto a los
segundos (45.9% NKG2A*). Esto indica una mayor proporcion de células NK activadas y
altamente diferenciadas.

En cuanto a las células NKT, células con capacidades citotdxicas y funciones tanto de NK
como de linfocitos T, existian en un pequefio porcentaje (7.5%) en nuestra muestra.

A continuacién, pueden observarse de una manera mas concreta y detallada los
histogramas de distribuciéon de cada una de las poblaciones explicadas previamente
(figura 11)
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4.1.4 Otras determinaciones

La lactato deshidrogenasa (LDH) es un enzima que interviene en reacciones metabdlicas
qgue conducen a la obtencidn de energia, y se encuentra en casi todas las células del
organismo. En sangre, tan solo existen pequenas cantidades de LDH. Cuando existe dano
o destruccion celular o tisular, las células liberan LDH hacia la sangre. Por esta razén, la
LDH puede usarse como marcador inespecifico de lesidn celular o tisular de cualquier
parte del organismo.

En nuestra muestra, la LDH tiene una mediana de 202 U/L con una desviacidn tipica de
218.6 U/L y una distribucidn que se detalla en la figura 12. El 36.4% de los pacientes
tenian un valor superior al limite superior de la normalidad (214 U/L).
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En cuanto a la expresién de PD-L1 en las células analizadas en nuestra muestra,
correspondiente a biopsias de tejido tumoral, puede observarse en la figura 13 que un
34% su expresion era >50%, un 21.3% menor del 1% y un 44.7% entre 1-49%. PD-L1, es
una proteina que actua como un inhibidor de la respuesta inmunitaria. Puede
encontrarse expresada en células normales pero suele encuentra en cantidades mas
altas de lo normal en las células tumorales.
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e <1%
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34,0%

1-49%
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Figura 13: Distribucion de los valores de PDL-1
determinados mediante inmunohistoquimica
en tejido tumoral
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4.2 Analisis de supervivencia

Dentro del analisis de supervivencia, se ha analizado la SLP definida como el tiempo
expresado en meses que los pacientes tardan en progresar al tratamiento con
inmunoterapia. Tal y como puede observarse en la figura 14, la mediana de SLP fue de

10 meses (2.81-17.19).
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En cuanto a la SG, expresada en meses puede observarse en la figura 15. La mediana fue
de 19 meses (11.13-26.87).
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4.3 Analisis inferencial

4.3.1 Caracteristicas de los pacientes y de la enfermedad tumoral.

Se ha realizado un andlisis inferencial entre las distintas variables recogidas y la SG que
se detalla a continuacién.

La intencidn de este analisis es poder analizar qué variables de las estudiadas, tienen un
impacto en SG y por tanto relacionan su presencia o expresién con una mayor respuesta
al tratamiento con inmunoterapia.

Si analizamos la edad, tal y como puede observarse en la figura 16, no existe una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.065) entre los mayores y menores de 75
afios, aunque si una clara tendencia a la diferenciacion entre ambos grupos. Esta
diferenciacién se debe a la relacién existente entre una mayor edad y una menor SG.
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Tampoco existen diferencias en el sexo (p=0.396) (figura 17) ni en el consumo de tabaco
(p=0.165) (figura 18) siendo esta ultima posiblemente resultado de la desproporcion
evidente que existe entre ambos grupos comparativos.
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El ECOG es una escala que permite medir de una manera practica la calidad de vida de
un paciente. Valora la evolucion de las capacidades del paciente en su vida diaria
manteniendo al maximo su autonomia. Este dato es muy importante cuando se plantea
un tratamiento, ya que de esta escala dependerd el protocolo terapéutico y el
prondstico de la enfermedad. La escala ECOG se puntia de 0 a 5 y sus valores pueden
verse en la tabla 6.

ECOGO

ECOG 1

ECOG 2

ECOG 3

ECOG 4

ECOG 5

El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar un trabajo
y actividades normales de la vida diaria.

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

El paciente no es capaz de desempefiar ningln trabajo, se encuentra con sintomas
gue le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al dia, ademads de las
de la noche, pero que no superan el 50% del dia. El individuo satisface la mayoria
de sus necesidades personales solo.

El paciente necesita estar encamado mas 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 el vestirse.

El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita ayuda para todas las
actividades de la vida diaria, como por ejemplo la higiene corporal, la movilizacion

en la cama e incluso la alimentacién.

Fallecido.

Tabla 6: Descripcion de los diferentes valores de la escala ECOG desde el 0 (paciente
auténomo) hasta el 5 (paciente fallecido)

En cuanto al analisis del ECOG en nuestra muestra, Unicamente se incluyeron pacientes
con ECOG 06 1, dado que con un ECOG superior el tratamiento con inmunoterapia esta
contraindicado. Analizando las diferencias en SG entre ambos, puede observarse una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) entre los pacientes con un ECOG 0
y los que tienen un ECOG 1, siendo estos ultimos los que obtienen un tiempo de
supervivencia menor.
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Analizando las caracteristicas tumorales, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las diferentes histologias (p=0.48) (figura 20) pero si se aprecia una
diferencia entre los pacientes con un estadio Ill y un estadio IV (p<0.0001) (figura 21).
Esta diferencia también estd en concordancia con lo ya estudiado, ya que pacientes con
un estadio mas avanzado, como es el estadio IV, tiene menor SG que aquellos con un

estadio lll, o localizados, en los que se puede plantear un tratamiento mas radical.
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Figura 20: Andlisis de SG segun las diferentes histologias
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Figura 21: Analisis de SG segun el estadio

En cuanto a la indicacién de tratamiento, en la figura 22 se aprecia una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p<0.0001). Comparando los grupos dos
a dos, se concluye que las diferencias en la supervivencia son significativas entre los
grupos localmente avanzados y primera linea (p=0,019) y lineas sucesivas (p<0,0001); lo
mismo ocurre con la primera linea y lineas sucesivas (p=0,016).
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Figura 22: Analisis de SG segun la indicacion de tratamiento
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Teniendo en cuenta el tipo de inmunoterapia recibida, también se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos (p<0.0001). Comparando
los grupos dos a dos, se concluye que las diferencias en la supervivencia son
significativas entre Pembrolizumab con Atezolizumab (p=0,006) y Durvalumab

(p=0,011); lo mismo ocurre con Atezolizumab y Durvalumab (p<0,0001).(figura 23)
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Analizando las diferencias en la mejor respuesta obtenida, se aprecia una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos (p<0.0001). Comparando los grupos dos
a dos, se concluye que las diferencias en la supervivencia son significativas entre PR con
todos los demas grupos: con RC (p<0,0001), con RP (p<0,0001), con EE (p=0,002) y con
No Evaluable (p<0,0001); lo mismo ocurre con No evaluable y RC (p<0,0001), RP
(p<0,0001) y EE (p<0,0001); ademas hay diferencias entre RC y EE (p=0,017).(figura 24)
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Figura 24: Andlisis de SG seguln la mejor respuesta obtenida
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4.3.2 Poblaciones de linfocitos

A continuacién, se muestran las curvas de supervivencia Kaplan Meier de las distintas
poblaciones linfocitarias divididas cada una de ellas en dos grupos, segun la mediana.

Taly como ha podido observarse en la figura 25, no existen diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las poblaciones, aunque si se ha identificado una tendencia
a la diferenciacién entre ambos grupos en las poblaciones de linfocitos TCD8*
LAG3*(p=0.153), TCD4* reguladores (p=0.163), TCD4* reguladores GzmB~(p=0.192) v,
especialmente en los linfocitos TCD4* reguladores GzmB*(p=0.091).
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4.3.3 Poblaciones de células NK

A continuacién, se muestran las curvas de supervivencia Kaplan Meier de las distintas
poblaciones de células NK divididas cada una de ellas en dos grupos, segin la mediana.

Tal y como puede observarse en la figura 26, existen diferencias estadisticamente
significativas en la poblacién de células NK CD56* CD3" CD16™ PD1* teniendo una mejor
SG el grupo con una menor concentracién de esta poblacién (<9.5) con una p 0.047.

Existen otras poblaciones que, aunque no alcanzan la significacion estadistica, si se ha
identificado una tendencia a la diferenciacion entre ambos grupos. Estas poblaciones
son: NK CD56*CD3" CD16* (p=0.082), NK CD56*CD3" CD16* TIM3* (p=0.153), NK
CD56*CD3 CD16*GzmB*(p=0.15),NK CD56* CD3 CD16*GzmB" PD-1* (p:0.126), NK CD56*
CD3 CD16* CD57* (p=0.103), NK CD56* CD3  CD16  (p=0.068) y NK CD56* CD3 CD16
GzmB*(p=0.085).

A continuacién, pueden observarse las curvas de Kaplan Meier de cada una de las
poblaciones analizadas.

86



Supervivencia acum

Funcion de supervivencia

MK
1,0
—M==157
=157
0,97 ==15,7-
censurado
., >157-
08 censurado
E o7
3
o
o
& 06T
o
c
o
2 057
>
1)
3.4
2 04
0
0,37
0,27
o P=0.512
0o T T T T T T T T T 1
0 3 6 ] 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcion de supervivencia
MK CDE6+
1.0 CD3- CD16+
—M==833
0.9 1833
L <=93 3-
censurads
05 =93,3-
_l censuraco
E o7 |
3
o
o .
& 06T
o
c
@ —
2 05
z +
s +
2 04
w - -
0,37 |—+—+—+—«
0,2+
0,17
0o T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
MK, CDEE+
1.07 CD3- CD16+
LAGS +
0.8- —==16 6
=166
==16 B-
087 censurado
=168
censurado
0,7
0,6+ J_ )
0,57
04 —|_1+—j:H
0,37
0,27
0,1+
0o T T T T T T T T T 1
0 3 6 ] 12 15 18 2 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcién de supervivencia

MK CD3 +
1,07
—e=7 5
L =7 5
- ==7 5-
08 — censurade
=T A
08 censurado
0,77 |
0,57
0,57
0,47
0,3
0,27
01 p=u.
0o T T T T T T T T T 1
o 3 [ g 12 15 18 i | 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
MK CD56+
1.0 CD3- CD1E+
TIM3 +
0,97 —1==359
L =380
==38,9-
0,51 censurado
Ly =389
censurado
07
067
0,57 L
0,4 - r |
0,37 | + +
02
p=0.153
01-
00 T T T T T T T T T 1
o 3 [ 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
MK CD56+
1.07 CD3- CD1B+
FPD1 +
0,97 =519
=50
==59-
0,5 -+ censurado
1 =59
censurado
0,77
067
0,57 -
0,4=
=
0,3
02—
01-
oo T T T T T T T T T 1
o 3 & a 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

87



Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcion de supervivencia

Funcion de supervivencia

MK CDEG+ MK CDEG+
1.07 CD3- CD16+ 1.07 CD3- CD16+
Granzima B + Granzima +
0,57 L _Me=048 09— TIM3+
L =04 8 —==3273
<=94 8- =323
0,84 -+ censurado 0,84 ] =32 3-
=945 censurado
censurado L . =323
0,79 E 07 censurado
]
3 L
o
0,67 & 067 l
o
c
@
057 > 05 —
>
1=
i -
04 =
7]
0,3 03
0,2+ 0.2+
0. p=0.150 o1 p=0.419
0o T T T T T T T T T 0o T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 21 24 27 30 0 3 3 a 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses) Tiempo hasta muerte (meses)
Funcion de supervivencia L. . .
Funcién de supervivencia
1,0 flK cose MK, CDEE+
T CD3- CD16+ a
Granzima + 18 %DB' C.D15:
LAGTI+ ranzima
0.9 FD1+
—Me=213 0,5 .
1521 3 —'_:‘=5-3
05 =21 3- _ L =y
censurado 08 ==53-
=2 3. cgnssurado
T . =53-
0,7 censurado £ 07  eehsurado
50
o
| o ]
0§ 506 l_ +
= L,
0,54 N 2 05
>
]
0,4 2 nad
2 04
w
0,37 0,3
0,27 0,27
01+ p=0.952 01— p=0_547
0o T T T T T T T T T 1 00 T T T T T T T T T 1
0 3 [ a 12 15 18 21 24 27 30 0 3 [ ] 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

Tiempo hasta muerte (meses)

Funcién de supervivencia

MK CDa6+
1.07 CD3- CD16+
Granzima -
03— —la=4 1
=41
==41-
08 -+ censurado
=41
censurado
E 07+
3
o
]
& 08
(]
[=
o
2 057
>
£y
3 0
g 0.4 + +—+ +—+
w
0.3
0.2
04 p=0.399
oo T T T T T T T T 1
o] 3 9 12 13 18 2 24 7 30

Tiempo hasta muerte (meses)

88



Supervivencia acum

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcién de supervivencia

MK CDEG+
1.07 CD3- CD16+
Granzima -
TIM3+
0,9
—M==10
=10
05 ==10-
censurado
=10
0,71 censurado
0,67
0,5
0,4
0,3
0,2+
017 p=0.402
0,0 T T T T T T T T T 1
o 3 [ a 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
Nk CD56+
CD3- CD16+
Granzima -
PD1+
—M==02
=02
==0,2-
censurado
—y =02-
censuraco
0,2+
o p=0.126
0o T T T T T T T T T 1
o 3 [ 9 12 15 18 21 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
Nk CD56+
1.07 CD3- CD1E+
MNKpdE +
09 _Me=742
=742
=74 2.
0,8 -+ :enshrado
L sTA2
censurado
0,7
0,6
0,5
0,4+
0,3
0,2+
o1q p=0.647
0o T T T T T T T T T 1
o 3 [} 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcién de supervivencia

MK CDEE+
1.0 CD3- CD16+
Granzima -
LAG3+
0,99
—==01
=01
0,87 ==01-
censurado
_o=01-
0,71 censurado
0,67
0,54
04
0,37
0,27
011 p=0.793
0o T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 =l 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcion de supervivencia
MK CD56+
1.0 CD3- CD16+
CD57 +
0,8+ —M<=59 8
=588
=59 ,8-
0,84 -+ :ensbrado
1 _, >588-
censuraco
0,74
0,67 ‘
+ - -
0,54 ]
047
0,37 |_¢_¢_,,
0,24
01 p=0.103
0o T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 | 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcion de supervivencia
MK CDSE+
1.0 CD3- CD16+
MNKGZD +
0,97 —==F80
=690
==§8,0-
0,84 censurado
1 =B9,0-
—I Zensurado
0,67 |
0,5 N
0,4 ]—‘»4—‘ ++
+ + + -
0,37
0,24
o1 p=0.537
0o T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

89



Supervivencia acum

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcién de supervivencia

MK CDEE+
1.07 CD3- CD16+
MNKG2A +
0,97 L —e=4549
=459
=459.
0,8 1| -+ :ensbrado
_, >450-
censuraco
0,67 [ L
0,57 T
0,47
0,37
0,27
0 p=0.786
oo T T T T T T T T T 1
0 3 [ 9 12 15 18 7 24 27 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcion de supervivencia
MK CDEE+
1.0 CD3- CD1E-
Granzima B +
0,9+ —==382
=382
L ==38,2-
0,8 censurado
_ =382
| censuraco
0,67 + +
0,5 Yt
0,4
0,3
0,2
oiq p=0.085
0o T T T T T T T T 1
1] 3 ] 9 12 15 18 21 24 a7 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
MK CD56+
1.0 CD3- CD16-
LAGS +
0.9+ _Me=5
=50
‘ +<=5,D- "
0,8 censurado
=50
L censurado
0,7
05
0,5
0,4
0,3
0,2
0,17 p=0.380
00 T T T T T T T T T 1
o 3 3 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funcion de supervivencia

MK CDEE+
1.0 CD3- CD16-
—I==68
09 =68
==6 8-
censurado
0,8 =6 8-
! censurado
0,7
05
0,5
04
037 N B A
0,2
0,1 _
p=0.068
0o T T T T T T T T T 1
o 3 6 9 12 15 18 1 24 v 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
Nk CDS6+
1.0 CD3- CD16-
FD1 +
0,9 _re=85
185
<=0 5-
0,8 censurado
| =95
censurado
0,7 : ‘
0,6
0,5
0,4
0,3
+ +———+
0,2
0,1 —
1 p=0.047
00 T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 | 24 v 30
Tiempo hasta muerte (meses)
Funcién de supervivencia
MK CDEE+
1.0 CD3- CD16-
TIM3 +
0,9+ —==407
=407
=40 7-
0,84 1| -+ ;ensbrado
., =407-
censurado
0,7
0,6 L
"
0,5
I + + +—+
0,4 + |
0,3 l—¢—+
0,2
04 p=0.480
00 T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo hasta muerte (meses)

Figura 26: Analisis de SG segtn la proporcion de las diversas poblaciones de células NK

analizadas
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4.3.4 Otras determinaciones:

Pueden observarse diferencias estadisticamente significativas (p=0.017) en funcién del
valor de LDH, siendo la SG menor en aquellos pacientes con un valor de LDH por encima
del limite superior de la normalidad (figura 27).

En cuanto a la comparacion realizada segun la expresidon de PD-L1, aunque si que se
observa una tendencia a la diferenciacion (p=0.194), no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos analizados (figura 28).
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son aquellas que han resultado significativas en el andlisis univariante de supervivencia:
ECOG, estadio, indicaciéon de tratamiento, tipo de inmunoterapia, mejor respuesta, LDH
y NK CD56* CD3 CD16PD1*.

Covariables HR IC (HR) 95% P valor
ECOG 1 3.247 1.606 — 6.562 0.001

Estadio IV 6.539 1.983 -21.565 0.002

IT Localmente avanzado - - 0.001
IT 12 linea paliativa 5.063 1.108 - 23.126 0.036

IT 22 linea y sucesivas 12.84 2.962 — 55.656 0.001
Durvalumab - - 0.001
Nivolumab 3.336 0.302 - 36.831 0.325
Pembrolizumab 5.668 1.266 — 25.376 0.023
Atezolizumab 15.635 3.543 - 68.922 <0.001

MR Respuesta completa - - <0.001
MR Respuesta parcial 4.582 0.534 —39.348 0.165
MR Enfermedad estable 8.384 1.026 — 68.509 0.047
MR Progresion 37.880 4.830-297.063 0.001

MR No evaluable 377.216 33.191-4287.125 <0.001
LDH alta > 214 U/L 2.262 1.124-4.551 0.022
NK CD56* CD3 CD16'PD1*(>9.5) 2.052 0.980 —4.295 0.056

Tabla 7: Coeficientes individuales de las variables incluidas en la regresién de Cox. ECOG:
Eastern Cooperative OncologyGrouplT: indicacién de tratamiento; MR: Mejor respuesta;
LDH: lactato deshidrogenasa; NK: Natural Killer; HR: Hazad ratio; IC: intervalo de confianza
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Tras la realizacion del modelo multivariante se han obtenido los siguientes coeficientes
de correlacion (Tabla 8). Como puede observarse en la tabla, las variables que han
mantenido su significacién estadistica y son un factor predictor de mortalidad son el
ECOG 1 respecto al ECOG 0 (riesgo de 2.5 veces) y el estadio IV respecto al estadio lll
(riesgo de casi 10 veces). Por el contrario, el tratamiento con pembrolizumab (con un
riesgo de 0.25 veces) es el Unico factor protector. El resto de las variables no incluidas
en esta tabla no han alcanzado la significaciéon en el modelo multivariante y por tanto
no se han tenido en cuenta para este analisis.

Covariables IC (HR) 95% P valor
1.155-5.391 0.020
1193-82.625  0.034
0.037 - 5.540 0.536
0.024 - 1.657 0.135
0.098 - 0.557 0.001
- 0.008

Tabla 8: Modelo de Cox multivariante. ECOG: Eastern Cooperative OncologyGroupl|T:
indicacion de tratamiento; MR: Mejor respuesta; LDH: lactato deshidrogenasa; NK: Natural
Killer; HR: Hazad ratio; IC: intervalo de confianza

93



5. DISCUSION

Nuestro trabajo ha analizado de forma prospectiva una cohorte de pacientes con cancer
de pulmdén que reciben tratamiento con inmunoterapia intentando determinar
biomarcadores celulares en sangre periférica predictivos de respuesta. A este respecto
se ha encontrado una diferencia estadistica significativa entre una menor proporcién de
células NK CD56* CD16" PD-1* y una mayor SG.

En cuanto a las caracteristicas clinicas y demograficas de nuestra muestra, la mediana
de edad es de 65 afios con un 70.9% de varones. Estos datos se corresponden con la
distribucidon normal de esta enfermedad(1,3). En cuanto al consumo de tabaco, es por
todos conocido que promueve el desarrollo de un cancer de pulmdn, sin embargo, el
porcentaje tan alto observado en nuestra muestra (96.4%), probablemente sea debido
a que los pacientes no fumadores tienen mas posibilidades de tener alguna mutacién o
driver que permita tener un tratamiento dirigido mas especifico, no siendo candidatos
a inmunoterapia, y por ello no incluidos en nuestro estudio.

En cuanto al ECOG, el 65.5% de los pacientes se encontraban en un ECOG 0 y un 34.5%
en ECOG 1, sin existir ningun paciente con ECOG 2 o superior por ser este un criterio de
exclusidon para recibir inmunoterapia. Al comparar ambos grupos, se observan
diferencias estadisticamente significativas (ECOG 0y 1 p<0.0001) tal y como ya habia
sido descrito en otras series previas, convirtiéndose esta escala clinica en un marcador
prondstico del tratamiento con inmunoterapia(141,142).

En lo relativo a la histologia, la distribucion es acorde a lo que observamos en la practica
clinica, siendo la estirpe adenocarcinoma mads frecuente que la escamosa (60% vs
40%)(3). En cuanto al estadio tumoral, la mayor parte de los pacientes se encontraban
en un estadio IV (32.7% en primera linea, 41.8% en segunda o sucesivas), siendo este
grupo el que tiene una SG peor con una diferencia estadisticamente significativa tal y
como se espera al tratarse de un estadio mas avanzando.

En relacion con los farmacos inmunoterapicos usados, la mayor parte se distribuyen
entre atezolizumab (32.7%) y pembrolizumab (38.2%), con un 25.5.% tratados con
durvalumab y Unicamente un 3.6% con nivolumab. Atendiendo a esta distribucion, las
diferencias estadisticamente significativas se han encontrado entre atezolizumab,
pembrolizumab y durvalumab. Dichas diferencias, parecen mds relacionadas con la
indicacidn clinica de dichos farmacos que por una mayor eficacia de cada uno de ellos,
ya que se observa que durvalumab (tratamiento administrado como consolidacién de
los estadios Ill) se relaciona con mayor SG que pembrolizumab (indicacion sobre todo
en primera linea) y atezolizumab (con un uso mayor en lineas sucesivas en la practica
clinica). Ademas, el nimero de pacientes es pequefio para sacar conclusiones a este
respecto y el estudio no ha sido disefiado para tal fin.

En cuanto a las respuestas observadas, nuestra muestra tiene una TR de 63.6% ,un
27.3% de progresiones, una SLP de 10 meses y una SG de 19 meses. Todos estos datos
se corresponden con los detallados previamente de los ensayos clinicos realizados con
los farmacos inmunoterapicos(31-37,39,41,143).
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Todos estos datos, aunque no aumentan nuestro conocimiento en este tema, son muy
utiles para confirmar una seleccién adecuada de nuestra cohorte lo que avala su calidad
y la validan para hacer las nuevas determinaciones experimentales.

Con respecto a las células T, se ha observado en la literatura que los pacientes con una
buena respuesta a la inmunoterapia tienden a tener un ndmero reducido de células
basales en sangre periférica, con una expansion de esta poblacién al inicio del
tratamiento, en comparaciéon con los no respondedores. Estos resultados previamente
descritos en melanoma (144), acaban de confirmarse también en una cohorte de
pacientes con CPNM, observandose que aquellos pacientes con niveles bajos de
linfocitos T CD8* PD-1* en sangre periférica al inicio del tratamiento con inmunoterapia,
eran aquellos con las respuestas mas duraderas al tratamiento (119,120).

Complementando este estudio, Kamphorst y colaboradores observaron que una
expansion temprana de las células T PD-1* CD8* periféricas durante el tratamiento con
anti PD-1 en el CPNM tuvo un efecto positivo en la respuesta al tratamiento. Mientras
que el 70% de los pacientes con progresion de la enfermedad tuvieron una respuesta de
células T PD-1* CD8* retrasada o ausente, el 80% de los pacientes con beneficio clinico
mostraron respuestas de células T PD-1* CD8* dentro de las 4 semanas posteriores al
inicio del tratamiento (121). Este resultado fue también confirmado por Mazzaschiy sus
colaboradores en pacientes con CPNM tratados con nivolumab(122) y en otro estudio
de pacientes con CPNM en tratamiento con pembrolizumab o nivolumab(123).
Recientemente, otro estudio de pacientes con CPNM en tratamiento con atezolizumab
también observé un aumento en la concentracién de linfocitos T CD8* activados por
neoantigeno durante el tratamiento, en pacientes que experimentaban respuesta al
mismo (124).

En el caso de nuestro estudio, hemos intentado seleccionar mejor las poblaciones de
linfocitos T CD8* en funcidn de la expresién de PD-1, TIM3 y LAG3. En este sentido, a
pesar de lo detallado en la bibliografia (54,56,119,120) que relaciona la alta expresion
de PD-1 en los linfocitos TCD8* con una mejor respuesta al tratamiento con
inmunoterapia, no hemos obtenido estos resultados en nuestra muestra (p=0.669) al
relacionar su expresion con la SG. Lo mismo ocurre con la expresion de TIM3 (p=0.730)
y LAG3 (p=0.153). Sin embargo, en esta ultima, aunque el tamafio muestral no permite
obtener un resultado estadisticamente significativo, si se observa una clara tendencia a
la diferenciacidn con una peor SG en aquellos pacientes con una elevada proporcion de
linfocitos TCD8* LAG3*, tal y como ya se describia en el estudio de Datar et al. (60). Es
importante incidir en que estas poblaciones de linfocitos TCD8*con expresién elevada
de puntos de control inmune incluyen tanto linfocitos T activados como linfocitos T
exhaustos. Esta heterogeneidad puede influir en su poder como marcador prondstico y
por este motivo, en nuestro estudio hemos medido la expresiéon de GzmB para
diferenciar la poblacién de linfocitos activados (GzmB*) y exhaustos (GzmB).

En cuanto a la expresion de GzmB* por los linfocitos T CD8*, a pesar de que ello les

diferencia como una poblacidn de linfocitos activados, no hemos observado ninguna
diferencia en la SG en relacion con la alta o baja proporcidn de estos linfocitos en sangre
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periférica antes del inicio de tratamiento con inhibidores de puntos de control inmune
(1cr).

En relacién a los linfocitos T CD4*, no existe, por el momento, tanta evidencia en la
bibliografia y los ultimos estudios estan evaluando la contribucidon especifica de la
inmunidad de esta subpoblacidn a la eficacia de la inmunoterapia, dado que aun se
desconoce su funcion.

En los linfocitos T CD4* con actividad cooperadora, se ha observado, al igual que con los
T CD8*, que una expansidon temprana en sangre periférica durante el tratamiento con
inmunoterapia se relaciona con un mejor prondstico en modelos de ratones con
melanoma (145). Por el contrario, un estudio clinico en pacientes con CPNM reveld que
la acumulacién de linfocitos T CD4* FOXP3- PD-1"&" dentro del tumor y la sangre
periférica se correlacioné con una mayor carga tumoral. Ademas, la disminucién de
dicha poblacion durante el inicio de la terapia se asocié significativamente con una
mejora de la SG lo que sugiere que esas células podrian estar en fase latente o agotadas
(125).

Recientemente se ha publicado un estudio con pacientes con CPNM en tratamiento con
anti-PD-1, en el que se ha observado que aquellos que respondian al tratamiento, tenian
porcentajes significativamente mas altos de células T CD4+ efectoras (CD62low) antes
del inicio del tratamiento (p <0,0001). Por el contrario, el porcentaje de linfocitos Treg
(CD25+ FOXP3+ CD4+) fue significativamente mayor en los que no respondieron (p=
0.034) (126). Este estudio tiene el tamano de muestra mas grande de los disponibles en
la literatura (n = 143). Sin embargo, se trata de pacientes tratados exclusivamente con
nivolumab y no especifican estadio tumoral. Ademas, evalian la respuesta al
tratamiento con inmunoterapia, pero no la SG, por lo que los resultados pueden ser
diferentes a los obtenidos en nuestro estudio. Estos datos se han confirmado en otra
cohorte de pacientes con CPNM en tratamiento con inmunoterapia observandose una
mayor SLP y mayor respuesta en aquellos pacientes con T CD4+ elevados junto con Treg
bajos a nivel basal (127). El tamafio muestral de este estudio es menor (n = 34), y su
disefo es retrospectivo. Por otro lado, si incluye cualquier tipo de inmunoterapia,
aunque las poblaciones celulares evaluadas son menos especificas que en nuestro
estudio. También existen datos post hoc de un ensayo clinico en pacientes con CPNM en
tratamiento con inmunoterapia de manera neoadyuvante, encontrandose una relacion
entre la mayor concentracién de linfocitos T CD4* PD-1* a nivel basal y una mayor
respuesta al tratamiento (128). En este andlisis post hoc, se incluyd una muestra
pequefia (29 pacientes). Como ensayo clinico, es probable que los pacientes incluidos
sean menos representativos de la practica clinica que los nuestros. Ademas, la variable
de resultado evaluada es la respuesta a la inmunoterapia, no la SG. Finalmente, a
diferencia de nuestro trabajo, este andlisis post hoc incluyd pacientes con estadio Il
resecable, y lainmunoterapia siempre se administré en combinacidn con quimioterapia.

En relacion con los datos de nuestro estudio en lo relativo a los linfocitos T CD4*, a pesar
de no existir capacidad estadistica suficiente como para obtener un resultado
estadisticamente significativo, si observamos una tendencia que detallaremos a
continuacion. A nivel de los linfocitos TCD4 reguladores, se observa una tendencia
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(p=0.163) a una mejor SG en aquellos pacientes con una baja proporcién de estas células
en sangre periférica al inicio del tratamiento, siendo estos datos comparables a los
obtenidos en otros estudios similares y coherentes con la funcién antiinflamatoria de
estas células inmunes(126,127) . A pesar de las diferencias entre los diferentes estudios
descritos anteriormente, las células CD4* Treg parecen asociarse, en todos los casos con
mejores resultados, ya sea en términos de TR o en SG.

La expresidon de GzmB por los linfocitos Treg no es frecuente y parece que esta expresion
selecciona a una poblacion de linfocitos Treg que inhiben la inmunidad celular mediante
mecanismos citotdxicos contra los linfocitos T CD8* y no con secrecién de citoquinas
anti-inflamatorias (146). Analizando estas dos poblaciones celulares (GzmB* o GzmB"),
vemos también una tendencia (p=0.091 y 0.192 respectivamente), a una mejor SG en
aquellos pacientes con una baja proporcién de Treg CD4*GzmB*y una alta proporcién de
Treg CD4*GzmB", apoyando el papel de este subconjunto Treg en la prevencién de
respuestas de células antitumorales.

Centrandonos en los linfocitos T de memoria, un estudio publicado recientemente ha
demostrado que el estado previo al tratamiento de la inmunidad CD4 sistémica es un
factor critico para determinar el resultado clinico de la terapia de bloqueo de PD-L1 /
PD-1 en pacientes con CPNM. En particular, mostraron que solo los pacientes con un
alto nimero previo al tratamiento de células T CD4 de memoria central y efectora con
un fenotipo altamente diferenciado (CD27- CD28"°"/") respondieron al tratamiento. Estas
células T CD4* exhibieron capacidades proliferativas significativas y baja coexpresién de
PD-1 o LAG-3 al inicio del estudio, y respondieron al bloqueo de PD-1 ex vivo e in vivo.
En contraste, los pacientes con un bajo numero de células T CD4* de memoria exhibieron
una disfuncionalidad reflejada como una capacidad de proliferacion muy deteriorada y
una alta coexpresién de LAG-3 y PD-1 asociada a la resistencia al bloqueo de PD-L1 / PD-
1 ex vivo e invivo (129).

Esto también se confirmd en el estudio de Kagamu et al, donde identificaron una
poblacién de linfocitos T memoria efectora (CD4* CD62'°%) que estaba presente en
nimeros mas altos en los pacientes que respondian al inicio del tratamiento con anti
PD-1. A su vez, los pacientes que mantuvieron un alto nimero de estos linfocitos T de
memoria sobrevivieron durante mucho mas tiempo, mientras que la disminucién de los
niveles después del inicio del tratamiento se correlacionaba con una resistencia al
mismo (126).

En nuestro estudio, no se observan diferencias en relacion con los linfocitos T de
memoria (tanto CD8* como CD4*) a pesar de que estudios como Zuazo et al y Kargamu
et al (126,129) catalogaban a esta poblacién como un posible biomarcador de respuesta
al tratamiento con inmunoterapia. Sin embargo, nuestros datos confirman los obtenidos
en el estudio de Ribas et al, donde observaron que el aumento de los linfocitos T
memoria en TILs se relacionaba con una mejor respuesta al tratamiento en pacientes
con melanoma tratados con inmunoterapia, pero este aumento no se observaba en las
muestras de sangre periférica (147).
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Tal y como se ha mencionado anteriormente para el subconjunto de células TME,
también en sangre periférica se ha encontrado que la relacién entre los linfocitos
circulantes seria una forma mas especifica de predecir la respuesta a la inmunoterapia.

Teniendo en cuenta la relacion CD8*/CD4*, se ha demostrado que una relacién basal alta
de CD8'/CD4* en sangre periférica se correlaciona de forma estadisticamente
significativa con un mejor prondstico en el CPNM en estadios precoces (HR 0,19) (134).
Sin embargo, existen otros datos contradictorios en la bibliografia (148), concretamente
un estudio reciente ha relacionado un mayor ratio CD4*/CD8* con una mayor respuesta
y mayor SLP en pacientes con CPNM tratados con inmunoterapia (127).

En los datos obtenidos de nuestro estudio, el ratio de linfocitos TCD8* / T CD4*, no
obtiene diferencias estadisticamente significativas, a pesar de lo encontrado
previamente en la bibliografia. (134,142,148)

En cuanto a las poblaciones de células NK, algunos estudios han analizado la relacidn
entre células NK circulantes y su fenotipo, con el prondstico y la respuesta a la
inmunoterapia, con algunos resultados sorprendentes e inesperados que requeriran
una mayor aclaracién y confirmacién (132).

Las células NK circulantes se clasifican principalmente, como hemos detallado
previamente, en base al nivel de expresiéon de CD56 y CD16. Las células CD569™CD16*,
son células NK maduras con una funcién citotdxica y las CD56°"8"CD16'°"/~ una funcién
inmunorreguladora(149). Mazzaschi y colaboradores estudiaron la relacién entre las
células NK y la respuesta al tratamiento, y observaron que al inicio del tratamiento con
inmunoterapia en los pacientes con CPNM, las células CD56* NK resultaban 2 veces mas
altas en el grupo que respondia al tratamiento en comparacion con el que no respondia
(122).

Curiosamente, en otro estudio mencionado anteriormente (120) se encontraban
resultados opuestos en pacientes tratados con nivolumab, siendo el recuento bajo de
células NK en sangre al inicio un biomarcador predictivo de respuesta. Sin embargo,
debe de tenerse en cuenta que los autores no diferenciaron entre los subconjuntos de
células NK CD56""&" no citotdxicas y CD569™ citotéxicas y, por lo tanto, los resultados
no son concluyentes con respecto a las células NK. De hecho, se encontré previamente
que en pacientes con melanoma (150), las células NK CD56°&" circulantes se
correlacionan inversamente con la supervivencia de los pacientes y que el tejido de los
pacientes con CPNM suele estar infiltrado por células NK no citotdxicas CD56°"&" en
mayor proporcidn que las citotdxicas (CD569mCD16*) (151).

En lo referente a los datos de las células NK a nivel global, en nuestro estudio, no existen
diferencias (p=0.512), a pesar de los datos de los estudios previamente detallados
(120,122).

Si separamos la poblaciéon de células NK entre citotdxicos (CD569™CD16*) y no

citotéxicos (CD56 Pre8"'CD167) si que observamos diferencias, aunque sin conseguir la
significacidon estadistica. Una mayor proporcion de células NK CD56* CD16* se relacionan
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con una mayor SG (p=0.082), al contrario que una baja proporcién de células NK CD56*,
CD16 (p=0.068), tal y como ya se observé en los estudios de Delonge y Carrega et al
(150,151) .

Analizando la expresién de diferentes marcadores dentro de la poblacién de células NK
CD56* CD16*, con el fin de encontrar poblaciones con funciones mds especificas, no se
han observado diferencias entre la mayor expresién de LAG3 y PD-1 (p=0.972 y 0.584
respectivamente). Sin embargo, con la expresion TIM3, sin llegar a la significacidon
estadistica, si se observa una tendencia (p=0.153) a una mayor SG en pacientes con baja
expresion de TIM3 en este subtipo celular. Esto podria explicarse porque la expresiéon
de TIM3, al igual que ocurre con LAG3, confiere a la célula NK un perfil funcional distinto
que se asocia con una SLP mas corta tal y como demuestra el estudio de Datar et al (60).

A pesar de no alcanzar la significacién estadistica, también se observa una clara
diferenciacién entre aquellos pacientes NK CD56* CD16"* segun la expresién de GzmB*.
Existe una mejor SG en aquellos pacientes con una alta proporcién de células NK CD56*
CD16'GzmB*(p=0.15). Como ya se ha comentado previamente, la expresion de GzmB,
se correlaciona con la activacién celular, confiriendo a la célula inmune mayores
capacidades citotoxicas (21). A su vez, se observa una tendencia a la diferenciacién en
la poblacién NK CD56* CD16*GzmB™ PD-1* (p: 0.126) con una mejor SG para aquellos
pacientes con una baja proporcién de esta estirpe celular exhausta.

En cuanto al resto de receptores analizados en la poblacién de células NK CD56* CD16*
, ho se han observado diferencias entre la distinta expresién de NKp46, NKG2D ni NKG2A
(p=0.647, 0.537 y 0.786 respectivamente), a pesar de que a nivel de células NK NKp46*
CD56%M circulantes hay algin estudio que correlaciond su concentracidn en sangre
periférica inversamente con el prondstico en CPNM, sin analizar su respuesta a la
inmunoterapia (152).

Donde si puede observarse una tendencia, aunque no significativa, en nuestro estudio
es en la expresién de CD57, con una mejor SG para aquellos pacientes con una baja
proporcién de células NK CD56* CD16* CD57*(p=0.103) . Aunque estudios recientes
posicionan a este subtipo celular como una poblacién de células NK muy diferenciada y
con capacidades citotdxicas, la expresion de CD57 puede considerarse como un
marcador de diferenciacion terminal con la posibilidad de anergia y senescencia celular,
que explicaria los resultados obtenidos (153)

Centrandonos ahora en la poblacion de células NK CD56* CD16 se ha analizado la
expresion de diferentes marcadores entre los que destacan LAG3, TIM3, PD-1 y GzmB"*.
No existen diferencias en la expresion de TIM3, LAG3 y GzmB*, pero si existe una
tendencia hacia la diferenciacién en las GzmB*(p=0.085) con una mayor SG en aquellos
pacientes con una alta proporcién de células NK CD56* CD16~ GzmB*. Las células NK
CD56* CD16'son células con actividad reguladora pudiendo tanto activar como inhibir al
resto de poblaciones inmunitarias. La poblacién de células NK CD56* CD16" GzmB* no
existe en personas sanas y en aquellas personas que, por patologias de base, aparecen,
suele ser un grupo celular muy reducido y sin que tengamos, por el momento, clara su
funciéon exacta. Parece ser que se encargan de la regulacion de la inmunidad
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inhibiéndola o incluso activdndola, mediante mecanismos citotdxicos y de secrecién de
citoquinas proinflamatorias, cuando se encuentran con algun estimulo especifico. Esta
actividad citotdxica, podrian justificar nuestros resultados de que una alta proporcién
de estas células NK CD56* CD16° GzmB™ se relacionan con una mejor SG (p=0.085).

En cuanto a la expresiéon de PD-1 existe una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.047) entre una menor proporcion de células NK CD56* CD16 PD-1* y una mayor SG.
Una posible explicacidén de este hallazgo es que la alta expresion de PD-1* favorece que
sea una poblacién que se vaya a activar en gran medida tras el tratamiento con
inmunoterapia. Una vez activada, va a secretar citoquinas antiinflamatorias que a su vez
inhibiran a otras poblaciones celulares con capacidad citotoxica anti-tumoral.

En relacidn con la poblacion de células NKT no se han observado diferencias entre ambos
grupos. En la literatura, se ha descrito en diferentes estudios, que un nivel bajo de
células NKT se relaciona con un peor prondstico y una mayor carga tumoral, aunque no
existe por el momento, evidencia de como afecta esta concentracién de células NKT, a
la respuesta a los tratamientos con inmunoterapia. (107,109-113).

Finalmente, en relacién a otras determinaciones que se han llevado a cabo, a pesar de
no existir diferencias estadisticamente significativas, si se ha observado una tendencia
(p=0.194) a una mayor SG en aquellos pacientes con una alta expresiéon de PD-L1 en
muestra tumoral, tal y como se recoge en muchos estudios realizados hasta la fecha(44-
49).

En cuanto a la expresiéon de LDH pueden observarse diferencias estadisticamente
significativas (p=0.017), siendo la SG menor en aquellos pacientes con un valor de LDH
por encima del limite superior de la normalidad (202 U/L). Estudios previos han
demostrado que el nivel inicial de LDH, puede ser un biomarcador relacionado con la
carga tumoral, asocidandose una mayor concentracidon de este marcador con una peor
evolucién y una peor SG en pacientes tratados con inmunoterapia (154-156).

A pesar de la significacion alcanzada en algunas de las variables al realizar el analisis
univariante, no se ha podido mantener dicha significacion al realizar el andlisis
multivariante. Posiblemente el pequeifo tamafio muestral ha podido ser la causa
principal.

La principal limitacién de nuestro estudio es el pequefio tamafno de la muestra, lo que
probablemente nos impidié alcanzar la significacion estadistica para varias de las
poblaciones estudiadas, que si mostraron una clara tendencia. El pequefio tamafio de la
muestra, junto con la variabilidad de algunas de las poblaciones evaluadas, da como
resultado desviaciones estandar muy grandes.

Otra limitacién es la heterogeneidad de la cohorte, particularmente relacionada con la
inclusion de pacientes con estadio Il irresecables que reciben radioterapia toracica
antes de comenzar la terapia con ICl. Ademas, hemos considerado solo los resultados
de SG para la mayoria de los analisis realizados para definir biomarcadores predictivos
para la inmunoterapia.
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Por otro lado, una de las fortalezas es la caracterizacion exhaustiva de las poblaciones
de linfocitos y NK, lo que permite un alto grado de detalle en su tipificacién funcional.

Aunque el tamafio de la muestra es pequeio, algunas variables clinicas ya conocidas y
descritas en la literatura, como el ECOG o el estadio tumoral, alcanzaron significacién
estadistica. Es probable que, aunque sea posible identificar una poblaciéon de linfocitos
con capacidad de predecir la SG de los pacientes, no tenga tanto peso como otras
variables clinicas. Ademas, la dificultad de evaluar la “respuesta” como criterio principal
de valoracion debido a las caracteristicas intrinsecas del tratamiento con inmunoterapia
dificulta la evaluacién de las poblaciones celulares como marcador de respuesta.

Deben realizarse estudios con tamafios de muestra mayores para ver si los resultados

iniciales prometedores que hemos encontrado se confirman en cohortes mds grandes,
lo que ayudaria a optimizar la estrategia de tratamiento con ICI.
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6. CONCLUSIONES

e Existen diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con un
ECOG 0 con respecto a aquellos con un ECOG 1 (p<0.0001) con una mejor SG en
los primeros. Estos datos ya se habian descrito en otras series previas,
convirtiéndose esta escala clinica en un marcador pronéstico del tratamiento
con inmunoterapia.

e Se observan diferencias estadisticamente significativas (p=0.017) en funcidn del
valor de LDH, siendo la SG menor en aquellos pacientes con un valor de LDH por
encima del limite superior de la normalidad (202 U/L).

e No se observan diferencias estadisticamente significativas en funcién de la
proporcion de linfocitos T CD8*, TCD4*, Treg ni linfocitos T memoria.

e No se observan diferencias estadisticamente significativas en las subpoblaciones
de linfocitos con expresiéon de diferentes puntos de control inmune (PD1, TIM3
y LAG3) ni marcadores de activacion como GzmB.

e A pesar de no alcanzar la significacion estadistica, si se observa una tendencia
hacia una mayor SG en los pacientes con una menor proporcién de linfocitos T
CD8* LAG3 (p=0.153), Treg (p=0.163) y Treg GzmB* (p=0.091). A su vez, se
observa una tendencia hacia una mayor SG en los pacientes con una mayor
proporcién de Treg GzmB~ (p=0.192).

e Los pacientes con una menor proporcidn de células NK CD56"&" (CD167) PD-1*
presentan mayor SG (p=0.047).
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No se observan diferencias estadisticamente significativas en funcién de la
proporcién de células NK ni células NKT.

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre las diversas
subpoblaciones de células NK CD569™ (CD16*) con expresién de diferentes
puntos de control inmune (PD-1, TIM3 y LAG3) ni marcadores de activacion o
inhibiciéon (GzmB, CD57, NKG2D, NKp46 o NKG2A). Tampoco entre las diversas
subpoblaciones de células NK CD56P8" (CD167) con expresiéon de diferentes
puntos de control inmune (TIM3 y LAG3) ni GzmB*.

A pesar de no alcanzar la significacion estadistica, si se observa una tendencia
hacia una mayor SG en los pacientes con una menor proporcién de células NK4™
TIM3 (p=0.153), NK9m GzmB- PD-1* (p=0.126), NK¥™ CD57* (p=0.103) y NKbright
(p=0.068). A su vez, se observa una tendencia hacia una mayor SG en los
pacientes con una mayor proporcion de células NK¢™ (p=0.082), NK9™ GzmB*
(p=0.150) y NK>"&"t GzmB* (p=0.085).

La exhaustiva caracterizacion de las poblaciones de linfocitos y NK, ha permitido
un alto grado de detalle en su tipificacion funcional. Aunque el tamafio de la
muestra es pequefio, algunas variables clinicas ya conocidas y descritas en la
literatura, como el ECOG o el estadio tumoral, alcanzaron significacion
estadistica por lo que es probable que, aunque sea posible identificar una
poblacidn de linfocitos con capacidad de predecir la SG de los pacientes, no tenga
tanto peso como otras variables clinicas.

Deben realizarse estudios con tamafios de muestra mayores para ver si los
resultados iniciales prometedores que hemos encontrado se confirman en
cohortes mas grandes, lo que ayudaria a optimizar la estrategia de tratamiento
con ICl.
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